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RESUMEN

Para que el sistema nervioso de un organismo funcione de forma correcta, es necesario
que durante su desarrollo embrionario se generen las interconexiones adecuadas entre
diversos grupos neurcnales; para ello los axones en crecimiento recorren grandés
distancias hasta contactar a sus células blanco, formando tractos de una forma
estereotipica, " Establecer cuales son los mecanismos que guian la proyeccién axonal
ha sido un tema de gran interés en la biologia del desarrollo. Actualmente se conoce
que los axones en crecimiento son capaces de responder de forma especifica a sefiales
quimiotrépicas, las cuales regulan la direccion de su crecimientg/én los vertebrados
uno de los primeros tractos que genera una proyeccion longitudinal es el tracto de la
comisura postéptica (TPOC, por sus siglas en inglés). En el ratén, el niclec neuronal
del TPOC est4 situado en la base del tallo dptico, e inicia su proyeccion el dia 10.5 de
gestacion (E10.5). En estadios posteriofésf proyecta por la region alar del embrion hasta
el rombencéfalo en desarrolio. Poco se sabe de los mecanismos que regulan la
proyeccion caudal de este trac'tbj En embriones de Xenopus se ha identificado que
ciertas poblaciones de axones del TPOC expresan los receptores Neuropilina-1 vy
Deleted in Colorectal Cancer (DCC), lo que sugiere la participacion de las moléculas
quimiotropicas Semaforinas y Netrinas en la regulacion de la proyeccion de este tracto
en esta especie./El objetivo de este trabajo fue identificar moléculas con efectos
quimiotrépicos que se expresen en la regidn del prosencéfalo, y cuyo patron de
expresion sugiera una participacion en la regulacién de la proyeccion de este tracto
Mediante técnicas de hibridacién in situ e inmunohistoquimica, se identificd que el
TPOC expresa el receptor Neuropilina-1 y los receptores Robo 1 y Robo 2. Asimismo,
se establecaeron mapas de expresion de los ligandos reconoc:1dos para estos
receptores las Semaforinas (Semas) y las moléculas Slit, respectlvarhente Con base a
los patrones de expresién observados, se propone que el sistema Neuropilina-
Semaforina participa en la regulacién de la proyecciéon caudal del TPOC mediante el



receptor Neuropilina-1 y los ligandos Sema 3A y Sema 3C. De igual manera, se
propone que el sistema Roboz-glit, participa en la regulacion de la proyeccién este
tracto, con los receptores Robo1 y Robo2 y con los ligandos Slit 1y Slit 2. En conjunto
los resultados indican que la proyeccion caudal del TPOC esta siendo regulada por mas
de un sistema quimiotrdpico, lo que sugiere que existen mecanismos quimiotrdpicos
redundantes durante el desarrollo embrionario de la rata, para asegurar que la

proyeccion de este tracto se lleve acabo de forma correcta.



SUMMARY

During the development of the central nervous system, different neuronal groups project
to their specific targets in a stereotypic manner. Growing axons can identify and respond
to different chemotropic molecules that control their direction of growth to specific
targets. In the developing vertebrate brain, one of the earliest tracts to project is the tract
of the post-optic commissure (TPOC), which originates in the forebrain in the base of the
optic stalk. In mouse embryos, the TPOC begins its caudal projection at £10.5, and
projects to the hindbrain following a pathway that courses through the alar plate. There
is scant information regarding the control of the TPOC projection in mammals. Our initial
hypothesis was that the caudal projection of TPOC is the consequence of axonal
repulsion produced by secreted factors derived from a rostral tissue. Using
immunohistochemistry and in situ hybridization, we - determined that TPOC axons
express the Semaphorin (sema) receptor Neuropilin-1 (Npn-1), and the Slit receptors
Robo 1 and Robo 2. In situ hybridization for potential ligands for these receptors
revealed that Sema 3A and Sema 3C are expressed rostral to the origin of the TPOC.
Moreover, slit 1 and slit 2 are expressed in domains that lie dorsal and ventral to the
tract, respectively. These results suggest that Sema 3A and 3C and Slit 1 and 2 could
be involved in the regulation of the TPOC caudal projection in vivo.



iv

DEDICATORIA

A Dios por su infinito amor.

A mi familia, Centli, Yandi, Maria y Juan Manuel por ser mis cuatro pilares, mi fuerza,

por estar conmigo apoyandome siempre y sobre todo por creer en mi.

A Lazaro por su amor, comprension y apoyo.

Gracias por todos los momentos vividos juntos,

A Erica y Liliana por su amistad.
Por todas las conversaciones, cafés, risas y llantos compartidos.

A Laura, David, Alejandra, Rosina, Lupe, Roberto, Gloria y Erick, por hacer de mi vida
en Querétaro algo placentero.



AGRADECIMIENTOS

En primer lugar agradezco al Dr. Alfredo Varela Echavarria por la oportunidad que me
brind¢ al abrirme las puertas de su laboratorio, por su paciencia, sus consejos y por el
apoyo que me ha dado a lo largo de los dos afios que ha durado esta aventura.

A todas mis comparieras y compafieros de laboratorio......Ofelia, Adriana G, Hebert,
Esperanza, Adriana M, Ana Cecilia, Teresa, Lourdes, Ada, Conchita y Eduardo por
todos los momentos compartidos, los innumerables pasteles y por hacer del laboratorio

un lugar de trabajo muy agradable. Muchas gracias!!!

A los miembros de mi comité tutoral el Dr. Manuel Salas, la Dra. Carmen Clapp, y la
Dra. Carmen Aceves por su apoyo, consejos vy criticas, durante el desarrollo de este

proyecto,

A los miembros de mi jurado de examen, Dr. Juan Riesgo, Dr. Enrique Salas y el Dr.
Gonzalo Martinez de la Escalera, por la revision de mi tesis y las sugerencias para

mejoraria.

Ala Unidad de Ensefianza, en especial a 1sabel Bolafios y a Leonor Casanova, por todo
el apoyo brindado para mantener en orden mis documentos y por preocuparse siempre

por nosotros los estudiantes.

Al MVZ Martin Servin y al personal de la Unidad de Bioterio, por Su gran apoyo con los

animales utilizados en este trabajo.

A la Unidad de Fotografia, en especial al Sr. Arturo Garcia, por los innumerables rolios

revelados.



Ala M. en C. Ma. Carmen Mejia Viggiano por el apoyo técnico otorgado.

A la Biblioteca del Instituto de Neurobiologia, en especial a la Lic. Pilar Galarza por

hacer facil el acceso a la informacion.
A la UNAM por permitirme formar parte de ella.

Al CONACYT por su apoyo econdmico a lo largo de estos dos afios con la beca no.
159568

A la DGEP, Direccion General de Estudios de Posgrado, por el apoyo economico
recibido.



vi

La tesis fue dirigida por el Dr. Alfredo Varela Echavarria y se realizé en el Departamento
de Neurobiologia del Desarrolio del Instituto de Neurobiologia, Campus UNAM-UAQ
Juriguilla. '



V1.
VII.

Vil

Xl.
XN,

XIL.

INDICE

RESUMEN

SUMMARY

INTRODUCCION
Mecanismo generales que guian el crecimiento axonal
Moléculas con efectos quimiotrépicos
Influencia de campos eléctricos enddgenos
Desarrollo temprano del prosencéfalo
Marcadores moléculares para el estudio de la proyeccion
axonal
ANTECEDENTES

Control molecular de la proyeccion axonal longitudinal
El tracto de la comisura postéptica

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
HIPOTESIS

OBJETIVOS

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
MATERIALES Y METODOS
RESULTADOS

DISCUSION

CONCLUSIONES
PERSPECTIVAS
REFERENCIAS

INDICE DE FIGURAS Y TABLAS

pagina

14
16
20

21

21
24

28
29
29
30
33
48
61
67
69
70
78



I. INTRODUCCION

El funcionamiento del Sistema Nervioso Central (SNC) de un organismo depende de las
complejas conexiones neuronales que se establecen principalmente durante el desarrollo
embrionario y que permiten conectar grupos neuronales con sus respectivas ceélulas
blanco. Para ello, los axones en crecimiento de macro neuronas atraviesan grandes
distancias dentro del SNC y la periferia hasta llegar a sus ceélulas blanco. Alin mas
sorprendente es el hecho de que las proyecciones axonales muestran patrones altamente
estereotipicos y directos, con muy pocos errores durante su trayectoria. Actuaimente se
sabe que en el establecimiento de estos patrones de proyeccién axonal se involucra la
accion conjunta de diversas moléculas moduladoras, conservadas evolutivamente
(Goodman, 1994). Asimismo, se ha identificado que los mecanismos de elongacion de las
proyecciénes axonales se caracterizan por dos comportamientos celulares generales: la
proyeccion lineal simple y el cambio en la orientacién de la proyeccion axonal (cambio de
direccion, identificacion de células blanco y fasciculacién). Es de gran importancia
determinar como se generan los patrones de proyeccién neuronal, asi como establecer
cudles son los factores moleculares que regulan y que llevan a cabo este proceso, con el
fin de entender algunos de los mecanismos que determinan el desarrolio del SNC.

a. Mecanismos generales que guian el crecimiento axonal

Los factores que gufan el crecimiento axonal son muy diversos; actian en conjunto y en
etapas precisas del desarrollo para establecer la arquitectura propia del cerebro adulto.
Entre los factores mas conocidos se encuentran el efecto de moléculas quimiotrépicas y la
influencia de los campos eléctricos enddégenos (Tessier-Lavingne y Goodman, 1996;
Davies, 2000; Hotary y Robinson, 1994). Todos estos factores actian de forma
coordinada y su estudio tanto individual como en conjunto, permitira tener una mayor
comprension de los mecanismos moleculares que dirigen la proyeccion axonal in vivo.



e Moléculas quimiotrépicas

El crecimiento axonal esta controlado por moléculas guia involucradas en cuatro tipos
generales de sefializacion: la quimiorrepulsion, de corto y largo alcance, y la
quimioatraccion, de corto y largo alcance. Entre los moduladores de corto alcance se
encuentran moléculas de adhesion celular, las efrinas, las semaforinas transmembranales,
las proteinas slit y las moléculas de ia matriz extracelular (ECM, por sus siglas en inglés).
Entre los moduladores de largo alcance estan las semaforinas secretadas, las netrinas y
las proteinas morfogenéticas del hueso (BMP por sus siglas en inglés) (Augsburger,
Schuchardt, Hoskins, Doss y Butle, 1999; Tessier-Lavigne y Goodman, 1996).
Actualmente se sabe que las sefiales de largo alcance controlan la direccion del
crecimiento axonal, mient'ras que las sefiales de corto alcance, estan involucradas en la
formacioén de las rutas o caminos que seran seguidos por los axones en crecimiento
(Varela-Echavarria y Guthrie, 1997). En la Figura 1 se presenta de forma esquematica lo
gue percibe a una neurona hipotética durante su proyeccion axonal. Tanto A como B son
sefiales quimiodifusibles que forman un gradiente de expresion, el cual es detectado por el
cono de crecimiento de la neurona. El axén crece alejandose de la sefial quimiorrepelente
producida por A y orienta su crecimiento respondiendo a la sefial quimioatrayente de B. La
sefial C es de corto alcance e inhibitoria para el axén en crecimiento y la sefial D

constituye una ruta gue permite el crecimiento axonal.

QUIMIORREPULSION (A) QUIMIOATRACCION (B)

Semaforinas secretadas Netrinas
Netrinas

+ 3 ‘%’

L

REPULSION POR CONTACTO (C) SUBSTRATO PERMISIVO (D)
Ligandos Eph y Slits lg CAMs

Semaforinas ransmembranales Cadherinas

ECMs . ECMs

Figura 1. Mecanismos involucrados en la navegacién axonal.
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La Figura1 resume las sefiales de largo (A y B} y de corto (C y D) alcance, que guian a los axones
hasta encontrar sus blancos. Abreviaturas 1g CAMs, dominios de inmunoglobulinas de las moléculas
de adhesitn celular; ECMs, moléculas de unién-a la matriz exiracelular; Eph, Efrinas.

A continuacion se describen los principales grupos de moléculas que se ha demostrado
participan en el control del crecimiento axonal durante el desarrollo del SNC.

Semaforinas. Las semaforinas (Semas) son una familia de mas de 20 proteinas, solubies
y transmembranales, filogenéticamente conservadas que se encuentran involucradas en
procesos de guia axonal tanto en invertebrados como en vertebrados (Chisholm y Tessier-
Lavinge, 1999). Las semaforinas son proteinas con un promedio de 750 aminoécidos de
longitud, que se caracterizan por la presencia del dominioc sema (que contiene
aproximadamente 500 aminoacidos y 16 cisteinas conservadas). Poseen dominios de
inmunoglobulinas (Ig) localizados en su region extracelular para el caso de las moléculas
transmembranales o en la regidn carboxilo terminal en las moléculas secretadas (Keynes y
Cook, 1995). En los vertebrados las semaforinas se dividen en cinco grupos: el grupo 3
formado por las semaforinas secretadas con dominios Ig y dominios carboxilo terminales
basicos (también llamadas Semaforinas clase llt); el grupo 4 que abarca a las
semaforinas transmembranales con dominios Ig y con un dominio citoplasmico corto; el
grupo 5 de las semaforinas fransmembranales sin dominios Ig, pero con siete dominios de
trombospondina tipo 1 'y un dominio citoplasmico corto; el grupo 6 formado por las
semaforinas transmembranales sin dominios Ig y con un dominio citoplasmico corto, y el
grupo 7 que agrupa a las semaforinas con dominios lg y que se encuentran ancladas a la
membrana celular mediante un GPI (glucofosfatilinositol) (Tamagnone Comoglio, 2000).
En contraste, los insectos y nemétodos poseen un numero menor de semaforinas, las
cuales se dividen en dos grupos: el grupo 1 formado por las proteinas transmembranales y
el grupo 2 formado por las secretadas (Chisholm y Tessier-Lavinge, 1999).

Existen dos tipos de receptores para las semaforinas clase lll: las neuropilinas vy las
plexinas. Las neurbpilinas, Neuropilina-1 (Npn-1) y Neuropilina-2 (Npn-2), se unen con
gran afinidad a este grupo de semaforinas. La Npn-1 se une con alta afinidad a la
Semaforina E (renombrada como Semaforina 3C), a la Semaforina 4, (renombrada como
Semaforina 3F), y a la Semaforina 3 (renombrada como Semaforina 3A), mientras que



Npn-2 se une con alta afinidad a la Semaforina 3C, a la Semaforina 3F, pero pobremente
a la Semaforina 3A (Chen, Chédotal, He, Goodman y Tessier-Lavinge, 1997). Las
neuropilinas no parecen ser moléculas conservadas a lo largo de varias especies ya que
no han sido encontrados homologos en invertebrados (Chisholm y Tessier-Lavinge, 1999).
Esta familia de receptores se ha visto involucrada en procesos de guia axonal. Por
ejemplo, se tiene evidencia de que en ratones (Mus musculus) knockout para el receptor
Npn-2 el desarrollo de varios nervios tanto craneales como espinales se ve alterado. En el
cerebro adulto de estos ratones se observa que los nervios craneales se encuentran

desorganizados, desfasiculados o no estan presentes (Giger et al, 2000).

En 1998 Winberg y colaboradores mostraron evidencia bioquimica y genética que
implicaba a la proteina transmembranal Plexina-A de Drosophila melanogaster en
acciones repulsivas al interactuar con Sema-1. Este hecho permitié descubrir una nueva
familia de receptores a las semaforinas, las plexinas. Las plexinas son una familia grande
de proteinas transmembranales con cinco miembros en los vertebrados, dos en D.
melanogaster y dos en Caenorhabditis elegans (Winberg et al, 1998). La parte extracelular
de estas proteinas esta formada por un dominio similar al dominio sema de las semaforias,
asi como por varios dominios con homologia al receptor Met tirosincinasa, las llamadas
secuencias MRS (por sus siglas en ingles, Met-Related Sequences). Sus dominios
citopldsmicos son de gran tamafio y estan altamente conservados (Chisholm y Tessier-

Lavinge, 1999), ver Figura 2.

Debido a que las neuropilinas poseen un domino citoplasmico muy corto y a que se ha
demostrado la interaccion funcional entre neuropilinas y plexinas, se ha propuesto que las
plexinas funcionan como co-receptores de las semaforinas clase lll. Asi las plexinas se
unen al complejo semaforina-neuropilinas y por medio de sus dominios citoplasmicos,

transducen la sefial al interior de la neurona (Takahashi et al, 1999).
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Figura 2

Descripcion esquematica de las semaforinas y sus receptores en vertebrados
Abreviaturas: MRS, secuencias relacionadas al receptor Met; G-P/IPT, motivo relacionado a la glicina-
prolina/ imunoglubulina;, CUB, dominio homologo al sistema del complemento; lg, inmunoglobulina; GPI,
glicosilfosfatidilinositol; MAM, dominio de homologia a la meprina/A5/mu-fosfatasa
Obtenido de Tamagnone y Comoglio, 2000

Netrinas. Las netrinas son una familia de moléculas difusibles involucradas en el
crecimiento axonal que se han identificado tanto en invertebrados como en vertebrados
(Tessier-Lavigne y Goodman, 1996). Estructuralmente se parecen a la familia de las
lamininas, tienen un secuencia sefal en el extremo amino terminal, un dominio globular
tipo laminina VI, tres dominios del tipo de las lamininas del factor de crecimiento
epidermal (EGF) y un moédulo caracteristico de las netrinas en su extremo carboxilo
terminal (Tessier-Lavigne y Goodman, 1996; Yin, Sanes y Miner, 2000). Poseen un peso
molecular de ehtr‘e 70 y 80 kDa (Chisholm y Tessier-Lavigne, 1999). Las netrinas estan
involucradas tanto en procesos de quimioatraccién (Braisted et al, 2000), de
quimiorrepulsion (Varela-Echavarria, Tucker, Piuschel y Guthrie, 1997) como en procesos
que regulan la migracién celular (Bloch-Gallego, Ezan, Tessier-Lavigne y Sotelo, 1999).

Las netrinas fueron identificadas como los homoélogos vertebrados de la proteina UNC-6
de C. elegans (Serafini et al, 1994), cuyo papel como molécula guia para axones pioneros



ya habia sido estudiado (Ishii, Wadsworth, Stern, Culotti y Hedgecock, 1992). Han sido
identificadas en la rata (Ratus norvergicus), el ratén (Mus musculus), el pollo (Gallus
gallus), el humano (Homo sapiens), en la rana (Xenopus Iéavis) (Meyerhardt et al, 1999;
Tessier-Lavigne y Goodman, 1996). Recientemente se han identificado en el ratén a dos
nuevos miembros de la familia de las netrinas, Netrina-3 que tiene un papel predominante
en el desarrollo del sistema nervioso periférico (Wang, Copeland, Gilbert, Jenkins y
Tessier-Lavinge, 1999) y Netrina-4 que se expresa de forma selectiva en la medula espinal
por las células de los margenes laterales de la placa del piso (Yin, Sanes y Miner, 2000).

La funcion mas estudiada de las netrinas ha sido como quimioatrayente para poblaciones
neuronales, dirigiendo su proyeccidon hacia la linea media ventral del tubo neural,
atrayendo axones comisurales al tiempo que repele poblaciones de axones motores
(Kennedy, Serafini, de la Torre y Tessier-Lavigne 1994; Shirasaki, Mirzayan, Tessier-
Lavigne y Murakami, 1996). Ratones deficientes en Netrina-1 tienen defectos en la
formacion de las comisuras espinales, asi como defectos en el cuerpo calloso, la comisura
hipocampal y la comisura anterior (Serafini, 1996). Por otro lado también se ha brindado
evidencia de la participacion de las nefrinas en otras estructuras del SNC. Por ejemplo
durante el desarrollo de la retina de embriones de Xenopus, los axones retinales son
atraidos hacia el disco éptico por la Netrina-1. Cuando se agrega al medio laminina
soluble, esta respuesta cambia por una de tipo repulsiva. En estos experimentos se
encontr6 que la Netrina-1 media su sefial mediante el aumento de los niveles
intracelulares de adenosinmonofosfato ciclico (AMPc). Cuando se encuentra a la laminina
en el medio, los niveles de AMPc decrecen inhibiendb la respuesta y convirtiéndola en
repulsiva (Hopker, Shewan, Tessier-Lavigne, Poo y Holt 1999).

Los receptores involucrados en la actividad quimioatrayente de las netrinas son los
receptores transmembranales de la familia DCC —Deleted in Colorectal Cancer- (Keino-
Masu et al, 1996). Estos receptores poseen cuatro dominios de inmunoglobulinas (Ig), seis
repeticiones tipo Il de fibronectina (FNIIl), una sola region transmembranal y una region
citoplasmica que no tiene homologia a ninguna proteina reportada (Livesey, 1999). Los
mecanismos de quimiorrepulsion estan mediados por los receptores transmembranales de



la familia de UNC-5, los cuales poseen dos dominios de inmunoglobulinas (lg) y dos de
trombospondina, Tsp (Chisholm y Tessier-Lavigne, 1999). En nematodos es la proteina
UNC-40 el receptor que media la quimioatraccién debido a las netrinas y UNC-5 como el
que media los mecanismos de quimiorrepulsion (Hong et al. 1999; Chan et al. 1996)). En
D. melanogaster se ha descrito al gen frazzled, homdlogo de DCC, el cual se requiere
para que los axones comisurales crucen ia linea media (Kolodziej et al. 1996).

Efrinas. Las efrinas son moléculas transmem.branales que median in vitro el colapso del
cono de crecimiento de los axones y en consecuencia la repulsion de éstos hacia la fuente
de estas proteinas. Las efrinas se clasifican en dos grupos, A y B, de acuerdo a la forma
en que se anclan a la membrana celular. Las efrinas tipo A se unen a la membrana celular
mediante un gIicosilfbsfatidilinositol (GPI), mientras que las efrinas tipo B lo hacen

mediante dominios proteicos transmembranales (Chisholm y Tessier-Lavinge, 1999).

Los receptores de efrinas son miembros de la superfamilia de receptores tirosincinasa,
tienen un dominio extracelular para union al ligando con un dominio de inmunoglobulina,
una region rica en cisteina, dos dominios de fibronectina tipo Ill, un dominio
transmembranal y un dominio intracelular con actividad de cinasa de tirosina (Dennis y
Wilkinson, 1999). Esta familia de receptores se divide en dos grandes grupos, EphA y
EphB, con base a su secuencia de aminoacidos y a su especificidad por ligandos. En
general los receptores EphA muestran una mayor afinidad por las efrinas de tipo A y los
receptores EphB muestran mayor afinidad por las efrinas tipo B; sin embargo, algunos
receptores muestran una afinidad similar para ambos tipos de efrinas (Chisholm y Tessier-
Lavinge, 1999).

Las Efrinas A2 y A5 parecen estar involucradas en el establecimiento de mapas
topograficos retinales en el téctum (Monschau et al., 1997). El receptor Eph A5 se
encuentra involucrado en la proyeccion axonal del hipocampo al séptum. Los receptores
Eph A3 y A4 asi como ligandos de Efrinas tipo A, han sido involucrados en la proyeccion
de subpoblaciones motoras hacia sus blancos (Kiiry, Gale, Connor, Pasquale y Guthrie,
2000).



Proteinas Slit. Son proteinas extracelulares de gran tamafio (aproximadamente 190
kDa), que contienen en su secuencia de aminoacidos cuatro regiones repetidas ricas en
residuos de leucina y varios dominios del tipo del factor de crecimiento epidermal (EGF)
(Chisholm y Tessier-Lavinge, 1998). En D. melanogastery C. elegans se conoce s0io una
molécula slit, mientras que en humanos y en ratas se conocen tres moléculas (Zinn y Sun,
1999). En vertebrados las proteinas slit han mostrado ser capaces de repeler axones en
cultivo y promover la arborizacién de los axones in vitro (Brose et al, 1999) En D.
melanogaster, Slit es expresada por las células gliales de la linea media y funciona como
un substrato repelente para los axones que proyectan ipsilateralmente y para los axones
comisurales después que han cruzado la linea media, evitando asi su recruce (Zinn y Sun,
1999).

Los receptores a las proteinas Slit son los receptores Robo. Esta familia de receptores
muestra una alta conservacion a través de varias especies ya que se les han encontrado
en invertebrados y en vertebrados (Kidd et al, 1998). En D. melanogaster la expresién de
estos receptores esta correlacionada con la inhabilidad de los axones para cruzar la linea
media; es decir los axones longitudinales, los cuales expresan Robo, no cruzan la linea
media. En cambio los axones que si la cruzan (axones comisurales), normalmente tienen
niveles de expresion de Robo muy bajos o nulos (Chisholm y Tessier-Lavinge, 1999). Las
interacciones entre Slit y Robo estan evolutivamente conservadas, ya que en
experimentos recientes se ha mostrado que existe interaccién entre proteinas Slit y
receptores Robo de diferentes especies (Brose et al, 1999).

Se ha mostrado la expresion complementaria de Slit 1, Slit 2 y de los receptores Robo 1 y
Robo 2 en el prosencéfalo de la rata. Tanto en el sistema olfatorio como en el hipocampo,
los receptores Robo y las proteinas Slit se expresan a lo largo de patrones
complementarios, sugiriendo la posibilidad de que las Slits pudieran actuar
quimiorrepeliendo axones en el prosencéfalo. De este modo se confirma que la funcién de
estas moléculas guia se encuentra conservada a lo largo del SN y no sélo esta confinada
a la médula espinal (Ba-Charvet et al, 1999).



Moléculas de la Matriz Extracelular (ECMs) y Moléculas de Adhesién Celular (CAMs).
Proteinas extracelulares como la laminina, la tenascina, la colagena, la trombospondina y
la fibronectina, asi como algunas moléculas de adhesion celular (N-CAMs, por ejemplo),
estan implicadas en dirigir axones hasta sus céluias blanco, actuando como substratos
permisivos para la elongacién de los axones (Tessier-Lavigne y Goddman, 1996). TAG-1
un miembro de la superfamilia de las inmunogiubulinas/fibronectina [l (Ig/FNIII) reguia la
proyeccién de interneuronas comisurales de la espina dorsal en la rata (Dodd, Morton,
Karagogeos, Yamamoto y Jessell, 1988).

Por otro lado, en el pollo, miembros de la familia de las Ig/FNIll, Ng-CAM, Nr-CAM y
Axonin-1 (homdlogo en pollo de TAG-1), participan también en la regulaciéon de la
proyeccion de interneuronas comisurales antes y después de su paso por la placa del piso
(Stoeckli y Landmesser, 1995). La tenascina-C es un derivado glial que se encuentra
anclado a la ECM. Esta molécula repele la adhesidn y el crecimiento neuritico de neuronas
del cerebelo y del hipocampo de ratén (Gétz et al. 1996). La F-espondina, proteina
secretada relacionada a la proteina de ia ECM trombospohdina, ha sido implicada en el
cruce de la linea media por los axones comisurales (Burstyn-Cohen et al. 1999). En el
pollo, el &cido polisidlico (PSA), que es un carbohidrato que esta unido covalentemente a
N-CAM, se encuentra implicado en la proyeccién de axones motores hacia los primordios
de las extremidades (Tessier-Lavigne y Goodman, 1996). Las CAMs tienen un papel
importante entre las sefiales moleculares que guian a los axones en crecimiento ya que
forman rutas de crecimiento permisivas e inhibitorias (Chiba y Keshishian, 1996).

Los receptores identificados de las ECM son las integrinas (miembros de la superfamilia
de las inmunoglobulinas) y los proteoglicanos. Estos ultimos han sido mas bien descritos
como moléculas de unidn © moléculas presentadoras, mas que como receptores a las
sefiales guia (Tessier-Lavigne y Gooddman, 1996).

Como puede observarse las familias de moléculas que poseen un efecto quimiotrépico

sobre la proyeccidn axonal son diversas y se encuentran filogenéticamente conservadas,
hecho que resalta su papel dentro del desarrollo embrionario de las especies. A pesar de
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gue se cuenta con evidencia de su funcidn tropica y que actualmente se conocen sus
estructuras moleculares, aun falta por aclarar como en conjunto actian para definir la
arquitectura de los tractos neuronales durante el desarrollo. En la Figura 3 se muestra un
esquema de la estructura de los distintos dominios de los ligandos y receptores de las

moléculas_ descritas hasta el momento.

DCC

Efrinas

A =]

Repeticidn EGF

Dominio ig

C-terminal

Dominic FNII

Figura 3
Estructuras de los dominios de las familias de moléculas quimiotropicas revisadas en este trabajo.
Abreviaturas PTK, proteina torosin cinasa; LRR 1 a 4, repeticiones ricas en leucina 1 a 4; Ig, dominio de
inmunoglobulina; FNII, repeticiones tipo Il de fibronectina; EGF, repeticiones del factor de crecimiento
epidermal; GPI, glicosilfosfatidilinositol,
Modificado de Chisholm y Tessier-Lavigne, 1999

+ Moléculas neurotroficas.

Los factores neurotréficos son importantes reguladores del desarrollo y mantenimiento del
SNC. Estos factores se secretan en pequefias cantidades en los blancos hacia los cuales
llegan los axones en desarrollo y promueven mecanismos de sobrevivencia neural
(Herzog y Bartheld, 1'998)‘. Actualmente se les ha implicado también en procesos de guia
axonal. Por ejemplo en Xenopus se ha demostrado que los axones de neuronas
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ganglionares de la retina, expresan receptores para el factor de crecimiento de
fibroblastos (FGFR) y que este factor (FGF) se encuentra localizado en un patrén:
complementario a la proyeccién del tracto optico. Asimismo, se ha comprobado su
participacion en la regulacidn de la proyeccion de estas neuronas hacia el tectum
(McFarlane, McNeill y Holt, 1995). Estudios in vitro han mostrado que el factor tréfico
BMP-7 (Bone Morphogenetic Protein 7) funciona como una molécula quimiodifusible
producida por la placa del techo de la rata (la estructura mas dorsal del embrion en
desarrollo) y, que mediante un mecanismo de repulsion, participa en dirigir la proyeccion
en direccion ventral de los axones de neuronas comisurales en la medula espinal
(Augsburger, Schuchardt, Hoskins, Dodd y Butler, 1999).

Dentro de las familias y subfamilias de los factores troficos, la formada por las
neurotrofinas ha sido las mas estudiadas y existe evidencia de que tienen una
participacién directa en la regulaciéon de la proyeccion axonal. Las neurotrofinas son una
familia compuesta por moléculas secretadas que tienen una gran influencia en el
desarrollo y funcionamiento del sistema nervioso. Cuatro miembros de esta familia han
sido identificados en aves y mamiferos: el factor de crecimiento nervioso (NGF), el factor
neurotréfico derivado de cerebro (BDNF), Neurotrofina-3 (NT-3) y Neurotrofina-4 (NT-4)
(Davies, 2000). Las neurotrofinas tienen influencia directa sobre la actividad sinaptica
participando en el refinamiento de las conexiones y regulando el tamafio de poblaciones
de neuronas, sin embargo su funcién mas conocida es la promocién del crecimiento neural
(Ip Fanny, Cheung e Ip Nancy, 2001). Se ha encontrado que los factores neurotréficos NT-
3 y BDNF atraen el desarrollo de axones trigeminales in vitro, por lo que se ha sugerido
que estos factores confieren una informacion direccional en los estadios iniciales del
desarrollo (O Connor y Tessier-Lavigne, 1999),

La presencia local de NGF tiene influencia en la extensidén de la arborizacion axonal
terminal, en la complejidad dendritica in vivo y ademas promueve la extension de neuritas
in vitro (Davies, 2000). Se ha demostrado la liberacidn de neurotrofinas en dendritas y
axones debido a la influencia de otras neurotrofinas exdgenas. Este hecho demuestra que
existen mecanismos autorregulados de la secrecidn de estas proteinas que podrian
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contribuir al reforzamiento y la estabilizacion de las conexiones sinapticas (Canossa et al,
1997). Los receptores a las neurotrofinas son glicoproteinas transmembranales de dos
tipos: miembros de la familia de receptores Trk de los cuales hay receptores para cada
una de las neurotrofinas; y el receptor p75"'} que es un receptor comin a todas ellas
(Davies, 2000).

NGF BDNF NT-4 NT-3 Repeliciones de clsteinas

e N, -1
) {

Region fica en leucinas
Dominio de inmunoglobulina

Regidn rica en cisteinas

Dominios
citoplésmicos

P75 NTR

Trk A Tk B TkC

Figura 4
Estructura de los receptores de las neurotrofinas

Muchos de los mecanismos de sefializacion involucrados en guiar a los axones en
crecimiento se encuentran conservados entre insectos, nematodos y vertebrados, vy
probablemente se originaron en un metazoario ancestral comin. En general los
vertebrados tienen un mayor nimero de cada uno de los ligandos y receptores, o que
pudiera reflejar eventos de duplicacion gendmica en el linaje de los vertebrados., El
estudio de estas familias de moléculas ha permitido concluir que el control moiecular del
crecimiento y proyeccion axonal a lo largo del desarrollo, se encuentra mediado por la
combinacion de varias de estas sefiales, las cuales presentan patrones de expresion
espacio-temporal caracteristicos, y que finalmente permiten a los axones llegar hasta sus
células blanco (ver Tabla 1). Enire las preguntas aun por resolver esta ;Como los conos
en crecimiento integran las diversas sefiales a las que estan sujetos para dar lugar a

patrones de proyeccion reproducibles?
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Tabla 1
Moléculas con accidon quimiotrépica en el SNC

Proteinas Receptores Principal efecto quimiotrépico
Semaforinas Neuropilinas Repulsién
Plexinas Repulsién
Efrinas Receptores a Eftinas, Eph Repulsion
Netrinas DCC Atraccién
Familia de UNC-5 Repulsion
Slit Robo Repulsién
Moléculas de la Matriz | Integrinas Diverso

Extracelular (ECMs) y
Moléculas de  Adhesidn

Celular {CAMSs).

Neurotrofinas Trky p75 NTR Atraccion
FGF FGFR Alraccién
BMPs BMPR Repulsion

* Influencia de los campos eléctricos endogenos en el desarrollo

Un mecanismo importante en el control de la proyeccion axonal es el efecto que tienen
sobre el crecimiento neuritico, los campos eléctricos enddgenos del embridn en desarrolio
y que contribuyen de forma importante, al establecimiento de la polaridad en el cono de
crecimiento. Se ha mostrado in vifro que las neuronas responden modificando su
morfologia, al estar expuestas a la influencia de campos eléctricos. Este proceso se
denomina Galvanotropismo. Actualmente existe evidencia creciente de que la construccion
del SN se lleva a cabo bajo la presencia de campos eléctricos enddgenos, los cuales
flucthan dinamicamente en tiempo y espacio durante el desarrollo embrionario. La
alteracion de estos campos eléctricos en etapas tempranas del desarrollo causa
alteraciones en la formacién del SN y da origen a formas aberrantes de él, tales como
defectos en el cierre del tubo neural, reduccién del tamafio de la cabeza, formacién
retardada del ojo y errores en la formacién de cilios funcionales (Hotary y Robinson, 1994).

El crecimiento de las neuritas bajo un campo eléctrico fisioldgico externo depende de la
carga eléctrica del substrato en la cual estan creciendo, asi como de la adhesividad de
éstas al substrato. Sin embargo, se ha visto que las neuritas crecen de forma mas rapida y
arborizan mas en direccién al catodo que hacia el anodo (Rajnicek, Robinson y McCAig,
1998). Estos hallazgos son consistentes con la idea de que la distribucion espacio-
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temporal de la expresién de moléculas de adhesion en embriones, puede interactuar con
la ocurrencia de campos eléctricos enddgenos para promover el crecimiento axonal en
direcciones especificas (McCaig, Sangester y Stewart, 2000).

Se ha encontrado que periodos cortos de estimulacion eléctrica sobre neuronas en
proyeccion, son capaces de modificar las respuestas habituales de estas neuronas ante
moléculas quimiotropicas. In vitro un gradiente de Netrina-1 normalmente produce una
accion repulsiva sobre la direccién del crecimiento de axones en cultivos de menos de 10
hrs. (cultivos jovenes), y ejerce un ligera atraccion en cultivos de mas de 16 hrs. (cuitivos
maduros). Se ha encontrado que una pre-exposicion de estos cultivos a una pequefa
estimulacién eléctrica, resulta en la conversion del efecto de repulsion a un efecto de
atraccién en los cultivos jovenes, y a un aumento en la atraccion en los cultivos maduros
(Ming, Henley, Tessier-Lavinge, Song y Poo, 2001). En otro ejemplo, la respuesta de
cultivos neuronales de Xenopus ante campos eléctricos exdgenos, se ve aumentada por
la adicion de neurotrofinas al medio de cultivo. En presencia de NT-3, las neuritas
muestran un crecimiento mayor y mas rapido hacia el catodo bajo la influencia de campos
eléctricos exégenos de menor magnitud, que los observados en cultivos con ausencia de
NT-3. Asimismo, la adicién de NT-4 y de BDNF a este tipo de cultivos, baja fa magnitud
de los campos eléctricos exdgenos que se deben aplicar, para observar un cambio
significativo en la direccion de crecimiento de las neuritas (McCaig, Sangester y Stewart,
2000).

A pesar de que actualmente se tiene un mayor conocimiento de la composicion del
substrato en el que crecen las neuronas y de que los campos eléctricos enddgenos
pueden considerarse como factores que guian el crecimiento de los axones, la interaccion

entre estos dos sistemas es un tema atin poco explorado.
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b. Desarrollo temprano del prosencéfalo

En los vertebrados el proceso de gastrulacién crea un embrién con una capa interna, el
endodermo; una capa intermedia, el mesodermo y una capa externa, el ectodermo. La
interaccion entre el mesodermo dorsal y el ectodermo situado encima de él induce a este
altimo a formar la placa neural, estructura formada por una capa de células alargadas que
comienzan a invaginarse formando el surco neural, el cual comienza a cerrarse en
direccién rostro-caudal, para finalmente separarse de la supetficie del ectodermo
formando asi el tubo neural. El mecanismo de la formacion del tubo neural es similar en

anfibios, reptiles, aves y mamiferos.

Después, procesos inductivos crean diferencias moleculares regionales que inician
distintos programas de proliferacién, migracion y diferenciacion en diferentes regiones del
tubo neural, dando origen al establecimiento de los ejes dorso-ventral (D/V) y anterior-
posterior (A/P) durante el desarrollo embrionario. En el eje A/P del tubo neural se generan
tres subdivisiones transversas o vesiculas importantes: el prosencéfalo, el mesencéfalo y
el romboencéfalo, cada una con caracteristicas morfoldgicas e histolégicas particulares.
Estas corresponderan burdamente a las estructuras adultas del cerebro anterior, del
cerebro medio y del cerebro posterior, respectivamente. Divisiones subsecuentes de las
vesiculas producen segmentos o neurémeras a lo large del tubo neural, ocho rombémeras
(r1 a r8) en el rombencéfalo y seis prosémeras (p1 a p6) en el prosencéfalo; el
mesencéfalo no sufre divisiones posteriores.

Basados en patrones de expresién genética e informaciéon embriolégica, histolégica y
morfolégica realizados en el pollo, el raton y el pez cebra, se ha propuesto el Modelo
Prosomérico para la subdivisién del prosencéfalo (Hauptmann y Gerster, 2000; Puelles,
Amat y Martinez-de-la-Torre, 1987; Rubenstein, Martinez, Shimamura y Pulles, 1994),
Este modelo propone que el cerebro anterior es una estructura neuromeérica subdividida en
un patrén de red, con dominios transversaies y longitudinales. Las fronteras longitudinales
segregan columnas de células con propiedades caracteristicas, que son especificadas por
los mecanismos del patrén D/V equivalentes a las placas del piso, basal, alar y del techo,
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en la médula espinal. Las fronteras transversales estan formadas por las neurémeras del

prosenceéfalo, las prosémeras (Rubenstein et al, 1994).

Actualmente se ha revelado la existencia de marcadores celulares y moleculares
caracteristicos de cada prosémera (Rubenstein y Shimamura, 1997). En el pez cebra se
han identificado patrones de expresién para los genes dix-2, fgf—S, shh, hix-1, otx2, pax-
6.1, pax-2.1, zp-50, f-spondin y wni-d, en el prosencéfalo y su distribucion espacial
permitié la identificacion de ocho dominios trasversos en el diencéfalo lo que sugiere una
subdivision neuromerica dentro del cerebro rostral Sumado a lo anterior se ha mostrado
evidencia que sugiere la presencia de fronteras transversas en el prosencéfalo caudal (o
diencéfalo) del pollo en desarrollo. Se ha propuesto que la identidad de los segmentos del
diencéfalo especificada por la expresién de una combinacién especifica de genes, es
mantenida mediante restricciones policlonales en las fronteras de cada uno de estos
segmentos. Esta restriccion consiste en barreras fisicas que evitan el paso de neuronas de
un segmento a otro dentro del embriéon en desarrollo (Figdor y Stern,1993). Debido a lo
anterior las prosémeras pueden considerarse unidades de desarrollo; es decir, dominios
dentro de los cuales la identidad de sus células es especificada y sus axones son guiados
(Figura 5). |

Las teorias de la organizacion de la regién mas rostral del prosencéfalo, el telencéfalo, son
mas variadas. Esto debido principalmente a la relacion topolégica del telencéfalo con el
resto del cerebro anterior. En muchos postulados morfologicos el telencéfalo es
considerado el segmento mas anterior del cerebro, mientras que en el modelo
prosomerico se postula que esta estructura es un dominio dorsal de las prosomeras p5 vy
p6. Esto Ultimo es apoyado por Hauptmann y Gerster (2000), con base al patron de
expresion de ciertos genes en el pez cebra.

En la Figura 5 se aprecia los dominios de expresion de los factores de trascripcion Nkx-

2.2, DIx-2, Gbx-2, Otx-2, Shh, Nkx-2.1, los cuales definen las fronteras de las neurdmeras

y les confieren caracteristicas morfolégicas diferentes a cada una .
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Figura 5
Modelo Prosomérico de la Divisién del Prosencéfalo
Patrén de expresion génica en el embrién de ratén en ¢ estadio 12.5, E12.5
Abreviaciones r1 a r8 rombémeras 1 a 8; p1 a pg, prosémeras 1 a 6; os, (optic stalk) tallo éptico.
M, mesencefalo; s¢, (spinal cord) médula espinal.
Tomado de Rubenstein et al. 1994,

A un nivel molecular se han descrito genes que inducen el desarrollo temprano del
prosencéfalo. Uno de los principales factores que define el patrén de desarrollo ventral del
prosencéfalo es el gen sonic hedgehog (shh), el cual se expresa a lo largo del mesodermo
axial incluyendo la placa precordal. Asimismo, se ha encontrado que la expresion de otros
factores de transcripcion se induce o reprime de forma dosis-dependiente a la
concentracion de shh a lo largo del mesodermo, lo que finalmente induce la diferenciacion
de distintos tipos neuronales a lo largo del eje A/P. En la diferenciacion del eje D/V del
tubo neural participan principalmente moléculas de la familia de BMPs, producidas por
células localizadas en la frontera entre el neuroectodermo y el ectodermo no-neural. En
particular dos miembros de esta familia, Bmp4 y Bmp7, parecen tener un papel importante
en la diferenciacion del prosencéfalo dorsal, ya que no se expresan en la regidén anterior
del ectodermo, la cual flanquea al prosencéfalo durante la gastrulacién (Rubenstein y
Beachy, 1998).
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En el ratén se ha implicado la participacion de Pax-6 en la formacion del diencéfalo dorsal,
comprobandose que es necesaria la expresién normal de este gen para la correcta
regulaciéon de los precursores de la proliferacion del diencéfalo, como lo son Dix-2 y Wnt-3
(Warren y Price, 1997). En esta misma especie, los genes noggin, Shh y Nkx-2.2 definen
columnas longitudinales de células presentes a lo largo del eje A/P del SNC. En particular,
dentro del prosencéfalo la expresion de estos genes. asi como de Nkx-2.1 y BF-1, se
Iocalizén en regiones longitudinales especificas para cada uno, a lo largo de la placa del
piso y del tubo neural (Shimamura, Hartigan, Martinez, Puelles y Rubeinstein, 1995).

No obstante la evidencia experimental de la participacion de dominios genéticos que
inducen la formacion de los ejes A/P y D/V en el prosencéfalo, atin queda por definir como
interactian en conjunto todas estas sefiales para dar establecer la arquitectura

caracteristica del prosencéfalo.
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Il. ANTECEDENTES

Los axones en crecimiento proyectan en dos direcciones principalmente: una a lo largo
del eje dorso-ventral (D/V} del embrién, que corresponden a las proyecciones
circunferenciales; y la otra a lo largo del eje rostro-caudal (anterior-posterior, A/P), y
representan a las proyecciones longitudinales. A la fecha, alin no se han caracterizado
de forma exhaustiva las regiones del neuroepitelio y las moléculas que generan el
patrén A/P y D/V en el prosencéfalo. Aunque se cuenta con una caracterizaciéon de los
patrones de expresion de varios genes y de las fronteras que éstos establecen durante
el desarrollo embrionario, atn falta llevar a cabo una caracterizacion mas detallada de
esta region, en especial de la regién mas rostral, dada la mayor complejidad de su
desarrollo. Este hecho hace que el estudio de los factores moleculares que guian el
crecimiento longitudinal de los axones en esta zona sea mas complicado y no muy bien
entendido hasta ahora. Por tanto, serd de gran importancia descubrir y determinar
cudles son las sefiales morfoldgicas y quimicas que guian el crecimiento axonal y

establecen el eje A/P de los tractos que se originan en esta area.

a. Control molecular de la proyeccion axonal longitudinal

El SNC de los vertebrados esta compuesto por una gran variedad de tractos neuronales
Iongitudihales que se extienden rostral y caudalmente. A pesar de que en estudios
recientes se han demostrado que la quimiocatraccion y la quimiorrepulsion axonal juegan
un papel importante en guiar a las neuronas durante su proyeccion circunferencial, los
mecanismos de proyeccion axonal a lo largo del eje longitudinal, asi como qué
determina la polaridad rostro-caudal permanecen aun sin ser totalmente descritos Atin
no se entiende a detalle como subpoblaciones especificas de axones son guiadas
selectivamente a través de puntos criticos para establecer los primeros tractos durante
el desarrollo. Sin embargo, existe evidencia experimental que sugiere la presencia de
sistemas que guian activamente a los axones a lo largo del eje longitudinal.
Actualmente se sabe que muchos de los patrones organizados en el eje A/P requieren
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la presencia de estructuras neuroepiteliales transversas (organizadores transversos)
que tienen propiedades inductoras y son capaces de definir fronteras; el istmo y la zona
limitants son ejemplos de este tipo de organizadores (RUbenstein, Martinez, Shimamura
y Pulles, 1994).

Experimentos in vitro han definido la presencia de sefiales clave en el substrato de
crecimiento que guian la proyeccion rostral de los axones de células dopaminérgicas
situadas en el mesencéfalo. En embriones de ratas (R. norvergicus) en el estadio 11,
E11, las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo ventral extienden sus axones
dorsalmente. Para el estadioc E12 inician proyecciones en el eje A/P y finalmente para el
estadio E13 casi todas las neuronas proyectan rostralmente hacia sus blancos en el
prosencéfalo. Cuando este grupo neuronal es cultivado en un substrato que tiene una
polaridad rostrocaudal invertida a la que normalmente tienen, se modifica su patréon de
proyeccion y crecen siguiendo la nueva polaridad del substrato, proyectando ahora
caudalmente. Esta serie de experimentos muestra [a presencia de sefiales locales que
brindan direccionalidad y que guian a los axones a migrar a lo largo del eje longitudinal
(Nakamura, Ito, Shirasaki y Murakami, 2000). Dentro de este mismo contexto, la
expresion ectépica de neuronas epifisiales en el pez cebra (B. rerio), demostré que las
seflales que guian el crecimiento ventral de las neuronas se encuentran distribuidas a lo
largo del eje rostrocaudal de este organismo, pero que las sefiales para la proyeccién
anterior de estas neuronas estan restringidas al sitic donde las neuronas epifisiales
normalmente iniciarian su proyeccion longitudinal (Kanki y Kuwuada, 2000),

Asimismo, se ha demostrado la participacion de ciertos genes en el establecimiento de
patrones especificos en la proyeccién longitudinal de grupos de axones. En el 2000
Pujol, Torregrossa, Ewbank y Brunet caracterizaron la funcion del gen CePhox2/ceh-17
en C. elegans. Este gen se expresa en cinco neuronas rostrales (ALA y 4 SlAs), las
cuales proyectan en direccién caudal a través de los tractos lateral y sublateral de este
nematodo. Mutantes de ceh-17 muestran proyecciones anormales en el eje A/P mas
alla de la region media del cuerpo, sin alterar otras caracteristicas fenotipicas de este
grupo de neuronas. En este mismo nematodo se ha descrito que el gen vab-8 dirige la
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proyeccion caudal de conos de crecimiento. Mutantes en vab-8 muestran alteraciones
en la proyeccion axonal longitudinal en direccién caudal sin que se vean alterados ios
patrones de proyeccion D/V (Wightman et al, 1996).

Moléculas con efectos quimiotropicos se han visto involucradas en el control de la
proyeccién longitudinal de los axones. Imondi, Wideman y Kaprielian (2000), mostraron
que células de raton (M. musculus) localizadas a lo largo de la placa del piso expresan
Efrinas de la clase B, y que los receptores a estas proteinas se expresan en los axones
gue proyectan longitudinal y paralelamente a esta zona. Este patrén de expresion
ligando-receptor sugiere que las interacciones de tipo repulsivo que se dan entre las
Efrinas clase B y sus receptores, definen la direccidon de la proyeccion longitudinal de

estos axones a lo largo de la médula espinal.

El reconocimiento de regiones neuroepiteliales asi como de genes que estén
involucrados en el establecimiento de los patrones de crecimiento axonal A/P, permitira
tener un mayor conocimiento de los mecanismos moleculares involucrados en estos

procesos y que hasta ahora no estan del todo comprendidos (Tabla 2).

Tabla 2
Ejemplos de efectos quimiotrépices sobre la proyeccién logitudinal
Especie Efecto
Caenorhabditis | CePhox2/ceh-17 Mutantes de ceh-17 muestran proyecciones anormales
elegans en el eje A/P mas alla de la region media del cuerpo
Caenorhabditis | vab-8 Mutantes en vab-8 muestran alteraciones en la
elegans ' proyeccidn longitudinal de los axones
Ratus Polaridad del substrato Dirige la  proyeccion  rostral de  neuronas
norvergicus dopaminérgicas del mesencéfalo ventral
Brachydanio Polaridad del substrato La expresion ectdpica de neuronas epifisisles, altera
rerio sus patrones de proyeccién rostrai a lo largo del eje A/P
Mus musculus | Efrinas tipc B y sus|Interacciones repulsivas entre las Eftinas clase B y sus
receptores. receptores, definen la direccién en la proyeccién
longitudinal de ciertos axones en la medula espinal
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b. El tracto de la Comisura Postoptica

El tracto de la comisura postdptica (TPOC) es un fasciculo dorsal longitudinal que se
origina en la base del tallo 6ptico y que proyecta sus axones en direccion rostro-caudal.
En el ratébn empieza a aparecer en el estadio E9.5 y confluye con el tracto del nicleo
mesencefalico del trigémino (tmesV) en el E11.5, estableciendo un camino dorsal
longitudinal que se extiende desde p6 (la prosomera mas anterior) hasta el
romboencéfalo (ver Figura 6) (Mastick y Easter Jr, 1996). El TPOC es también uno de
los primeros tractos que se forma durante el desarrollo del prosencéfaio en otras
especies. Ha sido identificado en el pez cebra y en Xenopus (Anderson y Key, 1999),
sin embargo en cada una de estas especies el TPOC posee caracteristicas diferentes.
En el pez cebra algunos de los axones del TPOC entran en la lamina basal mientras
que otros lo hacen en la lamina alar. En el ratdn todos los axones pasan dorsalmente al
fasciculo longitudinal medio (mlf) y se unen con el tracto alar del tmesV (Mastick y
Easter Jr, 1996). En esta misma especie, el nicleo que da origen al TPOC, el nlcleo
anterocbasal o nTPOC, se localiza en la placa basal del prosencéfalo de forma ventral a
la base del tallo 6ptico. Puede ser detectado en E9.5 con inmunotinciones contra
anticuerpos de B-Tubulina clase Ill. El nucleo anterobasal produce los axones que
proyectan caudalmente y originan al TPOC (Easter Jr, Ross y Frankfuter, 1993,
Shimamura, Hartigan, Martinez, Puelles y Rubeinstein, 1995).

Poco se sabe sobre los mecanismos moleculares que controlan la proyeccion
longitudinal del TPOC. En Xenopus se han descrito los efectos de un exceso de
sulfatos de condroitina, en la proyeccion de los axones de una subpoblacién de
neuronas del TPOC, ias neuronas NOC2+, denominadas asi porgue expresan una
nueva glicoforma de las NCAMs. Cuando se adicionan sulfatos de condroitina solubles
a cultivos de cerebros de embriones de Xenopus, los axones de las neuonas NOC2+ no
siguen su frayectoria natural a través de la linea media ventral,  por el contrario inician
proyeccioneé dorsales o continttan proyectando longitudinalmente dentro del TPOC.
(Anderson, Walz, Holt y Key, 1998). En un trabajo posterior, Anderson y Key (1999),
demostraron la participacion de esta nueva glicoforma de las NCAMs, en el
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reconocimiento y fasciculacion de neuronas NOC2+ del TPOC, con neuronas del Tracto
Supradptico, SOT. Neuronas NOC2+ dentro del SOT convergen selectivamente con
neuronas ventrales del TPOC. La alteraciéon de la expresion de la glicoforma en
neuronas del TPOC, va sea por el uso de anticuerpos contra NOC2 o mediante la
remocion quirdrgica de los axones NOC2+ en este tracto, modifican los patrones de
proyeccién de las neuronas NOC2+ del SOT, evitando que los axones realicen cambios
en su direccion de proyeccion y evitando su fasiculacién con el TPOC.

Asimismo, se ha observado la participacién del receptor Neuropilina-1 (Npn-1) en el
establecimiento de patrones especificos de crecimiento axonal. La Npn-1 es expresada
selectivamente por un grupo de axones que también expresa el carbohidrato NOC2, lo
cual permite marcarlas selectivamente y seguir su proyeccion a lo largo del desarrollo
embrionario de Xenopus. Lo que se ha encontrado es que los niveles de Npn-1 en esta
poblacion neuronal son criticos para la determinacién de la region donde estos axones
alcanzan la linea media ventral. En embriones cuyas las células NOC2+
sobrexpresaron Npn-1 los axones formaron normalmente el TPOC, pero fallaron en
alcanzar la linea media ventral estableciendo patrones de proyeccidon anormales
(Anderson, Jackson, Fujisawa y Key, 2000). Asimismo se ha encontrado que el receptor
DCC (receptor para las Netrinas) se expresa también en la poblacion de axones NOC2+
del TPOC, tanto a lo largo de su proyeccion longitudinal como durante su paso por la
linea media, formando la comisura ventral. La pérdida de las interacciones DCC
dependientes tanto in vifro como in vivo evita que los axones NOC2+ crucen la linea
media ventral en el mesencéfalo (Anderson, Cooper, Jackson, Seaman y Key, 2000).

Se han encontrado correlaciones entre dominios neuronales que expresan factores de
trascripcion tempranos y el establecimiento de los patrones de proyeccion del TPOC.
Por ejemplo, el factor de trascripcion pax-6 se expresa en patrones muy especificos
dentro del prosencéfalo del raton y define la frontera entre el prosencéfalo y el
mesencéfa!o en esta especie. En ratones silvestres del estadio E10.5 el TPOC inicia su
proyeccion longitudinal y contacta con un grupo neuronal que expresa pax-6. En
ratones mutantes (homocigotos para pax-6) el TPOC proyecta inicialmente de forma
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correcta pero realiza errores en el momento de contactar al grupo de neuronal que en el
raton silvestre si expresa pax-6+, pero que ahora no lo hace. Lo que sugiere que el
dominio de expresion de pax-6+ en el prosencéfalo pudiera estar mediando el
reconocimiento de rutas por las cuales proyecta el TPOC. (Mastick, Davis, Andrews y
Easter Jr, 1997). Asimismo, se ha descrito una correlacién entre el patrén de expresion
de otro factor de trascripcion Nkx-2.2 y la proyeccion del TPOC. En embriones de raton
de E10.5, el dominio de expresion de Nkx-2.2 se co-localiza en la misma zona del
neuroepitelio por la cual ha proyectado este tracto. Caudaimente a la zona limitants el
TPOC se mezcla con otros tractos tanto ventral como dorsalmente, pero siempre dentro
del dominio de expresién de Nkx-2.2. Lo que sugiere que este factor de trascripcion
pudiera estar mediando mecanismos que hacen de esta region del neuroepitelio, un
sustrato permisivo para la elongacion del TPOC. (Shimamura, Hartigan, Martinez,
Puelles y Rubeinstein, 1995).

Por otro lado, en el pez cebra se ha realizado un estudio extenso sobre la correlaéién
que pudiera haber enire los patrones de expresion de varios genes y la proyeccion
inicial de los primeros tractos en el prosencéfalo. Este estudio observo que los axones
pioneros exhiben una relacién espacio-temporal dindmica en refacion a poblaciones de
células neuroepiteliales que expresan diferentes genes reguladores. Se postula que los
axones en crecimiento no son guiados por un camino continuo definido por un solo
dominio de células que expresen un gen regulador especifico, sino que son guiados por
muchas sefales clave independientes reguladas por una red compleja de genes. En el
caso especifico del TPOC, al inicio de su proyeccion cruza dominios celulares que
expresan Shh, Nkx2.2 y DIx2; cuando los axones llegan al mesencefalo cruzan
inicialmente un dominio que expresa pax6 y posteriormente el tracto se dirige
ventralmente y deja este dominio. Debido a lo anterior los autores proponen que los
axones pioneros del TPOC no crecen a lo large de fronteras definidas por los genes
analizados en este estudio, sino que existen diferencias espacio-temporales en la
relacién entre la trayectoria de los axones del TPOC y los dominios de expresién que a
traviesa (Hjorth y Key, 2001).
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‘Hasta el momento los estudios realizados con el fin de determinar cuales son las
moléculas o genes que regulan la proyeccion caudal del TPOC (Tabla 3), no nos dejan -
claro si la proyeccion de este tracto sigue alglin dominio especifico o si esta sujeta a la
accion de una molécula en particular, aunque nos han permitido tener un panorama de
lo complejo que es el sistema. Aln son necesarios mas estudios con el objetivo de
tener un mejor conocimiento de los factores que regulan ia proyeccion de este tracto,
para finalmente establecer cémo acthan en conjunto para guiar al TPOC hasta sus

células blanco.

Tabla 3
Moléculas que pudieran estar participando en la regulacion de la proyeccién del TPOC
Especie Molécula Efecto
Xenopus Sulfatos de condroitina | Cuando se exponen a sulfatos de condroitina exégenos los

axones NOC2+ dentro del TPOC fallan en seguir su trayectoria
normal a través de la linea media ventral cruzando por la
comisura ventral en el mesencéfalo

Xenopus NOGC2 La alteracién de la expresion del carbohidrato NOC2 en neuronas
del TPOC, modifica los patrones de proyeccion de las neuronas
del SOT, que también expresan NOC2

Xenopts Neuropilina-1 l.os niveles de neuropilina-1 en esta poblacién neuronal es critica
para la determinacion de la regién donde estos axones alcanzan
la linea media ventral.

Xenopus DCC Las interacciones DCC dependientes, son importantes para que
los axones NOC-2+ del TPOC crucen la linea media en el
mesencéfalo, formando la comisura ventral,

Mus musculus | Pax-6 Los dominios de expresién de Pax-6 en el prosencéfalo sugieren
que este factor de trascripcion pudiera estar mediando el
reconocimiento de rutas por las cuales proyecta el TPOC

Mus musculus Nkx-2.2 El dominio de expresion de Nkx-2.2 sugiere que este factor de
trascripcion pudiera estar mediando mecanismos que hacen de
esta region del neurcepitetio, un sustrato permisivo para la
elongacién del TPOC

Brachydanio Shh, Nkx2 2, Dix2, De acuerdo con los autores, que los axones pioneros del TRPOC
rerio Pax-6. no crecen a lo largo de las fronteras definidas por los domlmos
de expresion de estos genes
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lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a que los mecanismos gue regulan la proyeccion axonal longitudinal ain no se
encuentran bien descritos, es necesario identificar modelos de trabajo que nos permitan
su reconocimiento y estudio. Tomando en ‘consideracion que se cuenta con una
descripcion detallada de la proyeccion longitudinal del TPOC a lo largo del desarrolio de
varias especies, y que se tienen herramientas metodolégicas especificas para su
estudio en la rata (Figura 6); se puede afirmar que la proyeccion del TPOC es un
modelo apropiado para estudiar los mecanismos que regulan la proyeccion axonal
longitudinal durante el desarrolio embrionario de los vertebrados. Asimismo, los
sistemas de cultivo de tejido neural en roedores se encuentran firmemente establecidos
y han probado ser una herramienta poderosa para el estudio in vifro de la proyeccidn
axonal. Sumado a lo anterior, ain no se conocen cudles son las moléculas que
participan activamente en guiar la proyeccion longitudinal de este'tr'acto, por lo que aun
queda mucho que investigar al respecto. En este proyecto se estudiara la proyeccion
inicial del TPOC en la rata, con el objetivo de identificar las regiones del neuroepitelio
que participan’ en el control de la proyeccion caudal de este tracto, con el fin de
contribuir a esclarecer los mecanismos generales de la proyeccion axonal longitudinal

en los vertebrados.

Figura 6
A} Inmunotincién can calbindina D-28K de nTPOC (E12 .5 en rata)

B) Proyeccion longitudinal de los primeros nticleos neuronales en ¢l desarrollo embrionario en ia rata
Abreviaciones: p, prosémeras; r, rombomeras; M, mesencéfalo; op, tallo optico; 1, istmo; RTS,
neuronas reticuloespinales; SMMT neuronas del tracto mamilotegmental; INC, neuronas del nucleo
intersticial de Cajal.
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IV HIPOTESIS

El neuroepitelio rostral al nlcleo del Tracto de la Comisura Postoptica, secreta
moléculas quimiotrépicas capaces de dirigir el crecimiento de estos axones en el

sentido caudal.

V OBJETIVOS

Objetivo General

Identificar las regiones neuroepiteliales del prosencéfalo que controlan la direccion del
crecimiento longitudinal del nTPOC durante el desarrollo del SNC de la rata.

Objetivos particulares:
1. Caracterizar la proyeccién del Tracto de la Comisura Postoptica durante el
desarrollo embrionario de la rata por medio de tincién inmunohistoquimica.
2. ldentificar regiones del neuroepitelio que generen moléculas quimiotrdpicas

capaces de controlar la proyeccidn caudal de los axones del Tracto de la
Comisura Postoptica.
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VI ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

o Objetivo 1 Caracterizacién del TPOC por tincidon inmunohistoquimica.

Experimento 1. Caracterizacion de la proyeccién longitudinal del TPOC durante el
desarrollo embrionario en la rata. El patron de proyeccién del TPOC no esta descrito
en la rata, pero se sabe que en el ratdén el nTPOC inicia su aparicion en el estadio E9.5,
en la base del tallo optico (Easter, Ross y Frankfuter, 1993) y proyecta caudalmente
hasta unirse al tmesV para formar una via longitudinal caudal que se extiende desde la
prosémera 6 hasta el romboencéfalo (Mastick y Easter, 1996). Con el objetivo de
caracterizar la proyeccion longitudinal del TPOC durante el desarrollo embrionario en la
rata, se realizaron tinciones inmunohistoquimicas con anticuerpos policlonales contra
calbindina D-28K (calbindina), del estadio E11.5 al E14.5 del desarrollo embrionario de
fa rata. La calbindina es miembro de la familia de proteinas que unen iones Ca2+
(CaBP’s, por sus siglas en inglés) vy se ha descrito que se expresa de forma
regionalizada en distintas zonas del SNC (Miyata, Khan y Hatton, 1998). En
investigaciones previas hechas en el laboratorio se encontrd que la calbindina tifie de
forma especifica al nTPOC y al tracto, por lo que se utilizé como una herramienta para

caracterizar de forma especifica su proyeccion.

Experimento 2. Establecimiento de un cultivo in vitro para la caracterizacion del
TPOC. Se implementd la técnica de cultivos en geles de colagena de explantes del
neuroepitelio que contenian al nTPOC, con el proposito de establecer un sistema de
cultivo in vitro para poder estudiar y manipular el control del crecimiento axonal de este
grupo neuronal. Se ha mostrado que los geles de colagena son un substrato permisivo
para el crecimiento neuronal y son uliles para el establecimienio de gradientes de
moléculas quimiotropicas (Guthrie y Lumsden, 1994). Esta técnica ha permitido obtener
informacion sobre mecanismos de quimiorregulacion durante el desarrollo de diferentes
estructuras del SNC (Augsburger, Schuchardt, Hoskins, Doss y Butle, 1999; Braisted et
al, 2000).
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Experimento 3. Identificacién de los receptores a moléculas guia del TPOC,
Tomando como base el trabajo de Anderson, Jackson, Fujisawa y Key (2000), en el
cual se reporta la expresién selectiva de Npn-1 en una sub-poblacién de neuronas del
TPOC en Xenopus, y con el objetivo de identificar el sistema quimiotropico que se
encuentra regulando la proyeccién del tracto, se realizaron cultivos del nTPOC en geles
de colagena. Estos cuitivos fueron tefiidos mediante inmunohistoquimica contra npn-1 y

npn-2, obteniendo una tincién positiva s6lo con el primer anticuerpo.

. Objetivo 2. Identificacion de regiones del neuroepitelio que regulan la

proyeccion del TPOC.,

Experimento 4. Co-cultivos en geles de colagena del nTPOC y de la zona
retroquiasmatica. Algunas de las estructuras que se organizan a lo largo del eje A/P
requieren de la presencia de organizadores transversos, los cuales tienen propiedades
inductoras importantes. Como se mencioné anteriormente, el istmo y la zona limitants
son organizadores de este tipo (Rubenstein, Martinez, Shimamura y Pulles, 1994). Si
los organizadores transversos generan moléculas que son atrayentes se observaré un
aumento en el nimero de neuritas de un ntcleo particular, que crezcan en direccion al
tejido quimioatrayente. Por el contrario, si estos tejidos generan moléculas que son
repelentes, se observara una inhibicion en el crecimiento neuritico del nucleo y la
deflexion de los axones alejandose del tejido quimiorrepelente.

Con el objetive de establecer si la region neuroepitelial mas rostral al nTPOC (zona
retroquiasmatica) tiene un efecto quimorreplente en la proyeccion caudal de este tracto,
se realizaron co-cultivos de explantes del nTPOC y la zona retroquiasmatica. Al
caracterizar los co-cuitivos se pudo observar que existe una alta migracién celular en
ellos, lo que hace imposible determinar si el efecto de quimiorrepulsion que se esta
buscando, se deba a una propiedad intrinseca de la zona retroquiasmatica o a una

barrera fisica producida por las células en migracion.

31



Experimento 5. ldentificacion de regiones del neuroepitelio reguladoras del
crecimiento del nTPOC,

Otra forma de abordar el problema de identificar las regiones neuroepiteliales que
participan en la regulaciéon de la proyeccion del TPOC, consiste en hacer mapas de
expresion de moléculas quimiotrépicas en el prosencéfalo. Este tipo de mapas
proporcionan informacion importante que nos permiten establecer en donde se
encuentran localizadas estas moléculas, para poder evaluar posteriormente su papel
quimiotrépico en la proyeccion caudal del tracto. Para ello, se realizaron hibridaciones in
situ de las moléculas quimiotropicas que en la literatura han mostrado tener una
participacién en la regulacién de la proyeccion de tractos neuronales en el prosencefalo.

Se inici6 estableciendo el patrén de expresion de las Semaforinas 3A,.3B, 3C y 3E, que
son las moléculas ligando para Npn-1 (Campbell et al, 2001; Varela-Echavarria, Tucker,
PuUschel y Guthrie, 1997; Nakamura, Tanaka, Takahashi, Kalb y Strittmatter, 1998).
Asimismo, se realizaron hibridaciones in situ de las de las moléculas Slit y sus
receptores Robo, ya que es un sistema quimiotrépico que participa en el control de la
proyeccién de tractos neuronales en el prosencéfalo (Ba-Charvet et al, 1999; Erskine et
al, 2000; Ringstedt et al, 2000). Al describir el mapa de expresion de ambas familias
quimiotrépicas, se podra identificar cuales de ellas muestran patrones que sugieren una
participacion en la regulacion de la proyecciéon caudal del TPOC. Esta informacion nos
permitira en experimentos posteriores, evaluar funcionalmente a las moléculas
identificadas.
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VIIl. MATERIAL Y METODOS

A continuacion se muestra los materiales y métodos que se utilizaron para la

realizacién del presente estudio.

e Animales

Se utilizaron ratas (Ratus norvergicus) gestantes de la cepa Wistar de 11.5, 12.513.5y
14.5 dias de gestacion, E11.5, E12.5, E13.5 y E14.5 respectivamente. Para obtener los
explantes se utilizaron ratas hembras gestantes de E12.5, dado que en este estadio los
axones del nTPOC comienzan su proyeccion cauda!l (Easter Jr, Ross y Frankfuter,
1993). La prefiez de la rata se identificé por la presencia del tapdn vaginal. Este punto
se toma como el estadio E0.5 de gestacion que equivale a 12 horas post coito. Las
ratas fueron sacrificadas mediante dislocacién cervical e inmediatamente se realizaron
incisiones abdominales para extraer todos los embriones y colocarlos en solucion
Ringer para mantener- el tejido vivo. Las ratas fueron sacrificadas por dislocacion
cervical ya que los métodos quimicos cominmente utilizados para sacrificar animales
de experimentacién, tales como la sobredosis de anestesia y la inhalacion de CO,,
alteran la integridad de los embriones debido principalmente a que éstos pueden recibir
trazas de los compuestos anteriormente sefialados, introduciendo una fuente de
variacion entre los embriones. Es importante aclarar que la eutanasia de animales por
dislocacion cervical esta aprobada por la norma sobre especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio, NOM-062-Z00-1999, que se
encuentra dentro del Catalogo de normas oficiales mexicanas (SECOFI, 1999).

o Métodos

Disecciéon de embriones para inmunohistoquimica. Se utilizaron embriones en los
estadios £12.5, E13.5 y E14.5, a los cuales se les realiz6 una diseccion para dejarlos
libres de tejido no neural y poder trabajar asi con el tubo neural limpio. Los embriones
se fijaron en PFA (SIGMA, P-6148) al 3.5 %, por al menos dos horas a 37 °C, o bien se
fijaron toda la noche a 4°C.
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Diseccion para cultivos. Se utilizaron ratas en el estadio E12.5. Después de ser
liberados de ia bolsa amnidtica, los embriones se colocaron en Ringer (ver soluciones)
durante todo el proceso de diseccion, el cual se lleva a cabo en frio. Al finalizar la
diseccion se obtiene el tubo neural libre de tejido no neural. Posteriormente, se cortd la
zona del neuroepitelio a cultivar teniendo cuidado de que los cortes fueran de un solo

trazo. La zona del prosencéfalo que se cultivé se muestra en la Figura 7.

Figura 7
El recuadro muestra el corte del neuroepitelio utilizado para realizar cultivos en geles de colagena
Abreviaturas: T, telencéfalo; p1, prosémera 1; M, mesencéfalo; R. romhencefalo; to, tallo dptico

Sistema de cultivo en geles de colagena (tomado de Guthrie y Lumsden, 1994). En
este trabajo se utilizaron cultivos en geles de colagena. Esta es una matriz semisdlida
que proporciona un substrato permisivo para el crecimiento axonal y la formacion de
gradientes de moléculas difusibles con propiedades quimiotropicas (Guthrie y
Lumsden, 1994). Una vez obtenidos los explantes que contenian al nTPOC, se
montaron cada uno en un gel de coldgena y se mantuvieron en cultivo por 48 horas en
la incubadora a 37°C en una atmosfera de CO, al 5%.

Para la extraccion de colagena de rata se utilizaron colas congeladas a -20°C. Se
descongelaron a temperatura ambiente y se esterilizaron en etanol al 70% por 10
minutos y se practicé una extracciébn mecanica de las fibras de colagena. Esto se logro
exprimiendo las colas de rata con unas pinzas hasta obtener el material gelatinoso que
constituye [a colagena. Las fibras obtenidas se aislaron de los demas tejidos y se
colocaron en una caja de petri estéril con etanol (JT Baker, 9000-03) al 70% por 15
minutos. Después se recolectaron en un tubo quitandoles el etanol usado y afadiendo
acido acético (JT Baker, 9507-02) al 0.1%, se dejaron agitando lentamente por un dia
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completo. Al dia siguiente se diluyeron con un poco de H20 desionizada
(aproximadamente 300 ml) y se centrifugaron por 30 minutos a 12000 rpm. Por ultimo

se recolectd el sobrenadante y se almacend a 4°C.

LLa mezcla del gel de colagena se prepard con 300 ul. de D-MEM (Gibco BRL, 1918),
100 pL de colagena, 10 uL de NaCl (JT Baker, 3624-05) 1.537 M y 10 pL de
bicarbonato de sodio (JT Baker, 3506-01) al 7.5%. La mezcla se mantuvo en hielo

hasta el momento de ser usada.

Durante los ensayos se utilizaron cajas de cultivo de cuatro pozos (Nunc). En un
ensayo tfpico, se colocaron 30 ul del gel de colagena en cada pozo esparciéndose
hasta formar un disco de aproximadamente 6 mm de didmetro, el cual se dej6
solidificar por un minimo de 20 minutos dentro de la incubadora a 37°C. Al término de
este tiempo las cajas se encuentran listas para montar el cultivo. Para ello los explantes
recortados que se encuentran en la solucién Ringer se tomaron con una micropipeta,
se colocaron sobre el gel de colagena y se les extrajo el exceso de liquido.
Posteriormente, se colocaron 30 uL de la mezcla de colagena sobre los explantes, se
esparcié de forma uniforme sobre la superficie del gel que se habia colocado al inicio,
cubriendo de forma completa a los explantes y teniendo cuidado que el neuroepitelio
quedara entre ambas capas de gel. Por Ultimo se dejé soldificar la segunda capa de
gel, por un minimo de 20, minutos en la incubadora a 37°C. Transcurrido ese tiempo se
colocaron 200 pl. de medio de cultivo Opti-Mix (ver soluciones) en cada pozo y se

incubaron por 48 horas a 37°C en una atmésfera de CO2 al 5%.

Al terminar el tiempo de cultivo, los explantes se fijaron con PFA al 3.5% dentro de las
cajas de cultivo de 4 pozos. El crecimiento de neuritas fue evaluado utilizando la
técnica de tincion por inmunohistoquimica utilizando anticuerpos contra calbindina D-28
K (Chemicon, AB1778), los cuales reconocen de forma especifica a las neuronas y

neuritas del TPOC, como se ha mencionado anteriormente.
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Técnica de tincion por inmunohistoquimica para embriones y cultivos de
explantes (Tomado de Guthrie y Lumsden,1992). Las muestras (embriones o cultivos)
se lavaron durante 24 hrs, en PBS (ver soluciones) / Tritbn X-100 (JT Baker, x198-07)
al 1% a 4°C, con un minimo de cuatro cambios, para quitar los residuos de PFA al 3.5
%. Después se cambia la solucion de lavado por PBS/ Tritén X-100 1%/ H202 al 0.1%
(JT B'aker,2186-01) y se deja en esta solucion durante dos horas a temperatura
ambiente. Al finalizar este tiempo se lava con PBS/ Tritdon X-100 1% por una hora.
Posteriormente se preincuba en la solucion PBS /Triton X-100 1%/ suero de cabra
(Gibco BRL, 2481) al 10%, durante tres hrs. a temperatura ambiente. Al finalizar la
- preincubacién se coloca el anticuerpo primario diluido 1:1000 durante 72 hrs. a 4°C, en
PBS / Tritdn X-100 1% / suero de cabra 10 %. Los anticuerpos primarios que se
utilizaron fueron: anticuerpos policlonales anti calbindina (Chemicon, AB1778) vy
anticuerpos policlonales anti Neuropilina-1 (Santa Cruz Biotecnology, sc¢5541).

Al finalizar la incubacién con el anticuerpo primario se lavan los embriones con PBS /
Triton X-100 1% durante 24 hrs. a 4°C, con un minimo de cuatro cambios.
Posteriormente se incuba con el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa (Jakson
Inmuno Research, 111-036-003), diluido 1:1000 durante 48 hrs. a 4°C en PBS / Tritén
X-100 1% / suero de cabra 10%. Al finalizar la incubacion con el anticuerpo secundario,
se lavan los embriones o cultivos con PBS /Tritén 1% durante 24 hrs. a 4°C, con un
minimo de cuatro cambios. La inmunotinciéon se revela con 3,3 Diaminobencidina ,
DAB, (Sigma, D5905) bajo el siguiente procedimiento:

1. Se disuelve una tableta de DAB de 20 mgr., en 20 mide Tris 0.1 M, apH 7.2, y
se centrifuga para eliminar la pastilla que se forma.

2. Seincuba en esta solucion de DAB los embriones © los cultivos durante 2 hrs. a
temperatura ambiente en la oscuridad.

3. Se afiade 6 pl de H202 al 30 % por cada 10 mi de solucién de DAB que se
agrego a los embriones o a los cultivos.

4. Se incuba con esta solucidon hasta alcanzar el contraste y color deseado
(aproximadamente 30 min.).
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Los cultivos de explantes fueron colocados en portaobjetos para su observacion bajo el
microscopio. Para ello se colocaron de cuatro a seis cultivos en un portaobjeto,
eliminando el exceso de liquido. Después se colocé glicerol (Mallinckrodt, 5092) entre
los cultivos para evitar que se sequen. Posteriormente, se coloca el cubre-objetos y se

sella para evitar la salida del glicerol.

Hibridacién in situ (Tomado de Puschel, Adams y Betz, 1995). Las muestras de DNA
(sondas) para las hibridaciones in sifu realizadas fueron obtenidas gracias a la
colaboracién que se cuenta con el iaboratorio del Dr. Marc Tessief'—Lavigne del
Departamento de Anatomia, Howard Huges Medical Institute (HHMI) y del
Departamento de Bioquimica y Biofisica, Universidad de California, San Francisco.

> Transformacion de las bacterias

Se colocaron 5 pl de cada muestra de DNA de ligacion (Vector) en 50 pl de células
competentes (E. Coli) en bafio de hielo durante 30 minutos y se dejaron incubando
durante 3 minutos a 37°C. Posteriormente se afiadieron 500 ulL de medio LB (3002-021,
-BIO101) bajo condiciones estériles a cada muestra y se dejaron incﬁbando durante 30
minutos a 37°C. Después del tiempo de incubacién se centrifugaron a 12,000 rpm
durante 1 minuto, Finalmente se sembraron las mezclas en cajas de petri con medio LB
con ampicilina (Roche, 835 242), previamente cubiertas con perlas de vidrio estériles
(aproximadamente de 6 a 10 perlas). Se dejaron incubando las muestras a 37°C
durante no mas de 20 horas. Se debe recalcar que todo se maneja en condiciones

estériles.

> Mini-preparacion (miniprep) para la obtencién de plasmidos

Las soluciones de este método se encuentran descritas de forma detallada en la
seccidén de soluciones. Se seleccionaron dos colonias de cada caja de petri cultivada y

se inocularon con ellas dos tubos de ensaye con 3 mL de medio L.B / ampicilina 2% c/u.
Se dejaron incubando en agitacion a 37 °C durante toda la noche (no mas de 20 horas).
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Después del tiempo de incubacidon se cosecharon 1.5 ml de las bacterias. Se
centrifugaron por 2 minutos a 13,500 rpm desechando el sobrenadante obtenido. L.os
1.5 ml restantes de bacterias se congelaron para su uso posterior. Al sobrenadante
obtenido, se le agregaron 100 pl de la solucidn |, agitando hasta resuspender la pastilla.
Posteriormente, se agregaron 200 pl de la solucién Il, mezclando por inversion de diez
a quince veces. Es importante sefialar que la solucion Hl debe ser preparada en el
momento. A la mezcla se le agregaron 150 pL de la solucion lll, agitando hasta
resuspender. Se centrifugaron durante seis minutos a 13,500 rpm. Entonces se
recupera el sobrenadante, no importando perder un poco de liquido con tal de que éste
salga limpio, sin contarhinacién por la materia que sedimenta después de la

centrifugacion.

Posteriormente se afiade un volumen de la soluciéon de Fenol-Cloroformo 1:1 (Glibco
BRL, 15513-039 y JT Baker, 9180-02, respectivamente) (la mezcla de Fenol-Cloroformo
se realiza en el momento) al volumen total recuperado, se agita y se centrifuga durante
un minuto a 13,500 rpm. Se recupera la fase superior (se debe tener cuidado de no
llevarse la proteina que se encuentra en la interfase) colocandola en otro tubo
eppendorf. Después se precipita el DNA afiadiendo dos volimenes de etanol al 100%,
agitando y dejandolo reposar durante diez minutos a temperatura ambiente. Se
centrifuga diez minutos a 13,500 rpm y se decanta. La pastilla se lava con etanol al
70%, haciendo inversiones y centrifugandd durante cuatro minutos a 13,500 rpm. La
pastilla se lava nuevamente con etanol a 100%, mediante inversiones y posteriormente
se centrifuga durante cuatro minutos a 13,500 rpm. El liquido se decanta y la muestra
se deja secar al aire. Finalmente, se resuspende la pastilla en 20 uL de agua destilada
libre de RNasas, incubandole durante treinta minutos a 37 °C. El DNA obtenido se

almacena a una temperatura de - 20°C.
» Geles de agarosa al 1%:

Para la visualizacion de las muestras de DNA obtenidas se utilizaron geles de agarosa
al 1% disueltos en TBE (ver soluciones). Los geles se dejaron correr por
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buffer de reaccion (al 10 % del volumen total), 1 ugr de DNA (1 a 5 ulL de acuerdo a la
concentracion final obtenida), finalmente se ajusta el volumen final a 30 pL con agua
libre de RNAasas. Para linearizar el DNA de los vectores se utilizaron las enzimas de

restriccién que se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4
Enzimas de restriccion utilizadas para la linearizacion del DNA
Sonda Enzima Marca
Slit 1 Pst1 Roche
Slit 2 Xhot ] GibcoBRL
Slit 3 EcoR1 Roche
sema 3A EcoRt Roche
sema 38 EcoR1 Roche
sema 3C EcoR1 Roche
sema 3E Sal 1 Roche
robo EcoR1 Roche
robo2 Not 1 Roche

La mezcla de reaccion se deja incubando durante 2 horas a 37 °C, y después del
tiempo indicado ia reaccién se detiene en frio, El DNA linearizado se puede almacenar
a —20 °C. Los fragmentos de DNA linearizados se visualizaron en geles de agarosa al
1%.

» Purificacion del DNA mediante la Técnica de Fenol-Cloroformo

El DNA cortado se purifica afiadiendo un volumen (similar al volumen de DNA
linearizado que se obtuvo) de una solucién de Fenol-Cloroformo 1:1 viv, y agitando por
inversién 3 veces en un tubo eppendorff. La mezcla se centrifuga por 10 minutos a
12,000 rpm. Después se retira con cuidado la fase acuosa que contiene el DNA (fase
superior), evitando la contaminacion de la solucién con la fase inferior. Se le agregaron
dos vollimenes de etanol al 100 % frio y 1/10 (del volumen obtenido después de la
extraccién con cloroformo y fenol) de Acetato de Sodio (JT Baker, 3470-01) 3M. Se
agitaron los tubos y se colocaron a —20°C durante 30 minutos. Después del tiempo de
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incubacion se centrifugaron por 10 minutos a 12,000 rpm, y se drena el sobrenadante
teniendo cuidado de no desprender la pastilla de DNA que se ha formado.

La pastilla de DNA se lava resuspendiéndoia en 300 a 500 uL de etanol al 70 % (diluido
en agua libre de RNAsas), y se centrifuga por 10 minutos a 12,000 rpm. Se drena &l
sobrenadante. Posteriormente, se agregar 200 plL de etanol al 100 %, se centrifuga
nuevamente durante 10 minutos a 12,000 rmp. Se drena el sobrenadante. Finalmente,
sin desprender la pastilla, se deja secar a 37°C y se resuspende en 20 pL de agua libre
de RNAsas. |

» Obtencién de la sonda de RNA

Todo el material que se utilizd para RNA se limpié con etanol puro. Se utilizaron
guantes durante todo el proceso y puntas con filtro en las pipetas. Se colocé en un tubo

eppendorf de 500 pL la siguiente mezcla:

1 ugr de DNA linearizado y purificado 1a5 uL
10 % del volumen de reaccion de la solucién de nucledtidos

marcados con DIG 10 X (Roche, no. cat. 1277073) 2 ul
Inhibidores de RNAsas (Roche, no. cat. 799025) 1 plL

La T7 o T3 RNA Polimerasa (GibcoBRL, no. cat. 18033-019) 2 uL

10 % del volumén de reaccion del buffer

de transcripcion 10 X (Roche, no.cat. 1465384) 2 ul
Agua libre de RNAsas 12 a8 pL

La mezcla de todos los componentes se dejd incubar a 37°C durante dos horas. Al
terminar el tiempo se afiadieron 2 ul. de DNAsa | (Roche, 776785) v se dej6 a 37°C
durante 15 minutos. Finalmente, se agregaron 80 uL de agua libre de RNAsas y se
mezcld por inversion. Para purificar 1a sonda se utilizaron Columnas Quick Spin G-50
Sephadex marca Roche (cat.1274 015), bajo el procedimiento siguiente:
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La columna se agita por inversion.

Se deja drenar por aproximadamente 10 minutos por efecto de la gravedad.

Se centrifugé- la columna para secarla a 2,200 rpm por 2 minutos.

Se coloca la muestra de RNA (100 ul.) en el centro de la columna. Se coloca

debajo de la columna el tubo recolector.

0N~

5. Se centrifuga a 2,200 rpm durante 2 minutos.
6. El liquido obtenido en el tubo recolector contiene la sonda de RNA, la cual se

almacena a -20 °C.
» Procedimiento seguido para la Hibridacion in situ

Hibridacion. Se fijaron los embriones de rata o raton con PFA al 3.5 % durante al menos
2 horas a temperatura ambiente o se dejaron fijando toda la noche a 4 °C. Se
disectaron los embriones en PBS, removiendo lo méas posible todas las membranas que
recubren el tubo neural. Se realizaron dos lavados con PBT durante 10 minutos cada
uno. Después se lavaron con metanol (JT Baker, 2093-03) al 50 % (diluido en PBT)
durante 10 minutos. Posteriormente, se realizaron dos lavados con metanol al 100%
durante 10 minutos cada uno (en este paso se pueden almacenar a —20 °C menos de
de metanol /PBT al 66%, 50 % y 33% consecutivamente. Los embriones se colocaron
en 2 mL de cada una de estas soluciones y se dejaron sedimentar antes de cambiar de
solucion. Se realizaron dos lavados con PBT de 10 minutos cada uno. Después se les
agregoé la Proteinasa K (Roche, 1413783) a una concentracién final de 10 ngr/ul en
PBT y se le dej6 actuar durénte 20 minutos, después del tiempo se removid la

Proteinasa K.

Se postfijaron los embriones durante 20 minutos en PFA al 3.5% con Glutaraldehido
(GTH, Electron microscopi science, 16310) al 0.1% en PBT, para que finalmente
queden10 mL de PFA al 3.5%, 40 uL de GTH al 25% y 100 pL Tween 20 (JT Baker,
X251-07) al 10%. Se realizaron dos lavados de 10 minutos con PBT. Posteriormente se
lavaron con una solucién 1:1 de PBT:mezcla de hibridacién durante 10 minutos, para
después se lavarlos con la mezcla de hibridacion sola hasta que los embriones
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sedimenten (aproximadamente 10 minutos). Posteriormente, se reemplaza la solucion
anterior con 1mL de la Mezcla de hibridacion fresca y se incuba mas de 1 hora a 70°C.
La incubacion se realizé6 en una camara himeda para evitar la evaporacion de las
soluciones, la cual contiene una solucién de formamida al 50 % en agua destilada.
Finalmente, se afiade 1mL mas de la mezcla de hibridaciéon precalentada el cual
contiene la SONDA (el mRNA antisentido) en un volumen tal que la solucidn de la
sonda sea 1/20 parte de la reaccion de hibridacion (8 uL de la sonda para 2 mL de
volumen final). Se deja incubar en la camara himeda a 70°C por 3 dias.

Post-hibridacion, lavados y_anticuerpo: Se realizan dos lavados con la mezcla de
hibridacién a 70°C durante 10 minutos. Posteriormente, se realizan tres lavados de 1
hora c/u con la mezcla de hibridacion a 70°C. Después se lavan los embriones durante
10 minutos con una solucion 1:1 de la Mezcla de hibridacion y TBST (ver soluciones) a
70°C. Luego se realizan dos lavados de 10 minutos cada uno y luego dos de 15
minutos cada uno con TBST. Se bloquean los embriones con una solucion de TBST /
suero de cabra inactivado al 10 % (el suero de cabra se inactiva calentandolo a 55-60
°C durante 30 minutos). E| anticuerpo anti-DIG (Roche, 1093274) se agrega después de

preabsorberlo mediante el siguiente procedimiento:

a) Se descongela la suspension bloqueante (Roche, 1096176),
manteniéndola en hielo. Se afiaden 5 ul. de suero de cabra y 1ul del
anticuerpo anti-DIG.

b) Se agita suavemente durante 1 hora o mas a 4°C.

¢) Se diluye la suspensién en un volumen final de 2 mL de una solucion de
TSBT/ suero de cabra al 10 %.

Se cambia la solucion de TSBT/suero de los embriones y se reemplaza por la solucién
que contiene el anticuerpo preabsorbido. Se deja incubando a 4°C todala noche.

Lavados post-anticuerpo v revelado: Se realizaron dos lavados con TBST de 10

minutos cada uno. Posteriormente, se realizan cuatro lavados de 1 hora cada uno con 6
ml de TBST. Se reemplaza el TSBT por TBST nuevo y se deja lavando toda la noche.
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Al dia siguiente se lava dos veces con NTMT {ver soluciohes) durante 10 minutos. Se
deja incubando a 37°C con una solucion que contiene la siguiente mezcla: 1.5 mL de
NTMT, 4.5 uL. de NBT (Roche, 1383 213) vy 3,5 uk de BCIP (Roche, 1383 211). Hay
que mantener en oscuridad la reaccién por un periodo de 30 a 40 minutos.
Posteriormente se lava tres veces con PBT durante 10 minutos. Los embriones asi
tratados se almacenan en una solucién 1:1 de PFA al 3.5% y PBS, a 4°C.

LLa hibridacion in situ de las sondas de Slit 1, 2 y 3 se realizaron en embriones de rata
en los estadios E11.5, E12.5 y E13.5, mientras que la expresién de los mRNAs de las
Semaforinas 3A, 3C, 3D y 3F se observd en embriones de ratén en los estadios E10.5,
E11.5 y E12.5, ya que en esta etapa del desarrolio los estadios entre estas dos
especies son equivalentes (Easter Jr, Ross y Frankfuter, 1993; Auclair, Marchand y
Glover, 1999).

» Materiales
|. Soluciones

a) soluciones para cultivos en geles de colagena e inmunohistoguimica

Ringer. Solucion salina Ringer pH 7.2: Se hace con una concentracion 0.1232 M de
NacCl, 0.0015 M de CaClx-2H»0, 0.0049 M de KClI.

Medio Opfi-Mix. Optimem 70%, Nutrimix F-12 23.5%, Suero fetal bovino 4.7% vy
Penicilina/Estreptomicina 1:100 0.5 %.

PBS. 8 gr de Cloruro de Sodio, 0.2 gr de Cloruro de Potasio, 1.15 gr de fosfato de sodio
dibasico (Na2HPO4), 0.2 gr de fosfato de potasio, monobasico ( KH2PO0O4).

PFA al 3.5 %. Paraformaldehido al 3.5% en PBS/pH 7.4.

PBS pH 7.3. Concentracion 0.0014 M de NaCl, 0.0026 M de KCI, 0.0042 M de
Na;HPO4y 0.0014 M de KHPO;.
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b) soluciones para la transformacion de células.
Medio LB en capsulas (BIO 101 Inc., 3002-021) disuelto en agua destilada estéril.
c) soluciones de la Miniprep:

Solucién I:  Glucosa 50 mM, EDTA 10 mM, Tris-HCI 25mM. El pH se ajusta a un valor

de 8.0. La solucion se esteriliza y se almacena a 4°C.

Solucién ll: Dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10 % y NaOH 10N

Solucién Il Acetato de K 3M y acido acético glacial 2M en agua tridestilada
d) soluciones para geles de agarosa al 1%

TBE 62.2 % de TRIS, 31.9% de 4cido borico y 5.4% de EDTA,

e) soluciones de la hibridacién in situ:

PBT = PBS + Tween 20 al 0.1%,

Mezcla de hibridacion para 300 mL
Formamida 50 % 150mL
SSC (20 X, pH 4.5) 13X 19.5 mL
EDTA (0.5M, pH8) 5mM 3mL
RNA de Levadura (20 mg/mL) 50 pgr/mL 750 plL
Tween-20 (10 %) 0.2 % 6 mL
CAPS (10 %) 0.5% 15 mL

- Heparina (50 mgr/ml) 100pgr/ml 600 pL
Agua destilada 105 mL
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IBST

Nacl

KCI

Tris —HCL pH 7.5 1M
Tween-20

Agua destilada

NTMT

NaCl 5M

Tris-HCI pH 9.5 2M
MgCL, 2M
Tween-20 10 %
Agua destilada

Para 1 litro

8gr

02¢gr

25 mL

11 gr

para llenar 1 litro

Para 50 ml
1 mL

5 mL
2.5mL
5mlL
37.5mL
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VIil. RESULTADOS

Objetivo 1. Estudio y caracterizacion de la proyecciéon del TPOC durante el

desarrollo embrionario en la rata.

En el ratdn (Mus musculus) las células del nTPOC situadas en la base del tallo épticb,
empiezan a proyectar en el estadio E9.5. Los axones prosiguen su proyeccion alrededor
de la frontera ventrocaudal del tallo 6ptico en direccién a la flexura cefalica. Para E10 los
axones del nTPOC pasan el cuerpo mamilar y llegan a la flexura cefalica, en la prosdmera
2. Para E11.5 el tracto se ha curvado y proyecta paralelo a la flexura cefélica. En este
mismo estadio, el TPOC confluye con el tracto del nervio trigémino (tmesV) en el
mesencéfalo. Por lo anterior el TPOC en el ratén es un tracto dorsal longitudinal que se
extiende desde la prosémera 6, hasta al menos el rombencéfalo (Easter Jr, Ross y
Frankfuter, 1993; Mastick y Easter, 1996).

Con el fin de describir la proyeccion de este tracto en la rata (Ratus norvergicus),
inicialmente se realizé6 una serie de tinciones inmunchistoquimicas, para identificar un
anticuerpo que ftifiera de forma especifica el TPOC. Se probaron anticuerpos contra
calretinina y contra calbindina D-28K (calbindina). De los dos anticuerpos utilizados, solo
los policlonales contra calbindina tifien tanto al ntcleo anterobasal o nTPOC como al fracto
mismo. Un vez que identificamos a la calbindina como marcador del TPOC, se realizaron
tinciones inmunohistoquimicas en el tubo neural de embriones de rata en estadios E11.5,
E12.5, E13.5 y E14.5 de rata. El uso de este anticuerpo reveld que en E11.5 aparecen las
primeras neuronas del nTPOC, las cuales proyectan caudalmente y dan origen al tracto
(Figura 8A). En el estadio E12.5 la proyeccién del tracto ha alcanzado el extremo caudal
del tallo optico (Figura 8B) y para E13.5 la proyeccién se une en su region caudal con el
Tracto Supra Optico, SOT, a la altura del tallo éptico (Figura 9A). En este estadio es
posible observar la proyeccién fasciculada de ambos tractos en direccion caudal.
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Figura 8
Inmunotinciones con calbindina en el tubo neural de embriones de rata
A) vista frontal, embrién de rata E11.5, B) vista lateral, embrion de rata E12.5
Im, linea media; to, tallo 6ptico; p2, prosémera 2; fc flexura cefalica
TPOC, tracto de la comisura postdptica; nTPOC; nucleo del TPOC.

Para E14.5 ya no es posible observar una proyeccion mas caudal del TPOC, la cual llega
a la prosomera 2 (Mastick,, Davis, Andrews y Easter Jr , 1997), sin embargo es posible
observar un engrosamiento del tracto a la altura del tallo dptico (Figura 9B). La dificultad
para ver la proyeccibn mas caudal de TPOC podria deberse a un cambio en las
propiedades intrinsecas del tracto, 'por lo que los anticuerpos anti-calbindina ya no lo
detectan, o bien podria deberse a un engrosamiento del tejido neuroepitelial que impide la

enfrada del anticuerpo hasta su blanco.

Figura 9
Inmunotinciones con calbindina del tubo neural de embriones de rata
AlVista lateral, estadio E13.5, se sefiala la proyeccion det TPOC
B) Vista frontal, estadio E14.5 en el cual se sefiala con la cabeza de la flecha la localizacion del TPOC
SOT tracto supra Optico; p1, prosémera 1
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Como puede observarse, las primeras etapas de proyeccién del TPOC en la rata, son
similares a las reportadas en el ratén {Easter Jr, Ross y Frankfuter, 1993; Mastick y Easter
1996; Shimamura, Hartigan, Martinez, Puelles y Rubeinstein, 1995). Estudios posteriores
que abarquen el control de la proyecciéh del TPOC en regiones mas caudales, podran
realizar tinciones con anticuerpos anti B-Tubulina clase lll, con la cual se puede detectar a
este tracto en estadios mas avanzados del desarrollo del ratén (Mastick y Easter, 1996).
La diferencia de dos dias entre el inicio de la proyeccion del TPOC reportada en ratén,
E9.5 y el inicio de la proyeccion de este tracto encontrada en la rata E11.5, es coherente
con reportes anteriores que establecen una diferencia de dos dias en el desarrolio de
ambas especies durante esta etapa del desarrollo embrionario (Auclair, Marchand y
Glover, 1999).

Con el objetivo de tener un modelo in vitro para estudiar la proyeccion del nTPOC, se
implement6 la técnica de cultivo de explantes de tejido neuroepitelial en geles de
colagena. Esta técnica consiste en la colocacion de un explante de tejido neuroepitelial
entre dos capas de colagena (principalmente del tipo 1), de tal forma que se establece una
matriz tridimensional alrededor del tejido permitiendo el crecimiento neuritico del explante,
en todas direcciones (Guthrie y Lumsden, 1994). Una ventaja del uso de los geles de
colagena para estudios in vitro, es que se pueden establecer gradienies de substancias
quimiotrépicas o troficas; asimismo los explantes pueden ser colocados y orientados de
forma precisa en relacién unos de los otros. Ademas, el ambiente quimico dentro del gel
asi como en el medio que lo rodea, pueden ser manipulados ya sea por el uso de
suplementos (proteinas de la matriz extracelular, factores de crecimiento en el medio), o
por la adicidbn de anticuerpos que bloqueen la actividad de las moléculas bajo estudio
(Guthrie y Lumsden, 1994).

Para obtener los explantes del tejido que contienen al nTPOC, primero se realizé la
diseccion del tejido neural del prosencéfalo, hasta dejarlo libre de los tejidos no neurales.
Debido a que en la rata el nTPOC se localiza en la base del tallo dptico (Figuras 8 y 9), se
tomd esta estructura como referencia para realizar los cortes del tejido, de tal forma que el
explante siempre contenia al nicleo. En una primera aproximacion se realizaron cortes
que contenian tanto el niiclec como al tallo 6ptico. Se logré con éxito establecer el cultivo
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en geles de colagena del nTPOC; se obtuvo un crecimiento importante de neuritas a los
dos dias de cultivo en la incubadora himeda de CO.. Los explantes cultivados fueron
tanto unilaterales (s6lo uno de los nucleos, Figura 10A), como bilaterales (contenian los
dos nTPOC a ambos lados de la linea media ventral, Figura 10B). Las neuritas de nTPOC
fueron identificadas mediante la técnica de inmunohistoquimica con anticuerpos contra

calbindina.

Un resultado importante es que se probd que la técnica de inmunchistoquimica con
anticuerpos contra calbindina es una herramienta poderosa para poder seguir la
trayectoria del tracto in vitro, tanto en embriones completos como en los cultivos de

explantes.

Figura 10
Cuitivo del nTPOC en geles de colégena, inmunotincidn con calbindina
A) Cultivo unilateral del nTPOC, B) cultivo bilateral que contiene ambos nTPOC

Posteriormente, se realizaron cortes mas pequefios, de tal forma que el explante sélo
contenia al nTPOC. Esto se hizo con el objetivo de describir como proyecta el nucleo in
vitro. Era necesario establecer de qué manera inicia este nucleo su proyeccién fuera de su
sitio de origen, para conocer si lo realiza de forma circunferencial o o realiza siguiendo un
patrén definido. Tras una serie de experimentos se encontré que el nlcleo del TPOC
proyecta sus neuritas por dos polos dominantes, localizados de forma opuesta uno del otro
(Figura 11).
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Figura 11
Cultivos del nTPOC en geles de colédgena, inmunotingién con calbindina

Objetivo 2. Identificacién de regiones del neuroepitelio que generan moléculas
quimiotrépicas capaces de controlar la proyeccién caudal de los axones del TPOC.

Los organizadores transversos son areas neuroepiteliales localizadas entre limites
estructurales dentro del tubo neural que son capaces de producir sefiales morfogenéticas
y establecer propiedades polarizantes en las regiones neurales que las rodean (Garda,
Echevarria y Martinez, 2001). Tomando como base el conocimiento que se tiene sobre los
organizadores transversos, se propuso probar el efecto que tendria la zona
retroquiasmatica, situada rostralmente al nTPOC, en ta proyeccion de este tracto. Por tal
motivo se realizaron cultivos en geles de coladgena en los cuales se colocd un explante de
nTPOC adyacente a un explante que contenia a la zona retroquismatica. Tras una primera
serie de experimentos para caracterizar el sistema se enconfré que existe una alta
migracion celular dentro del co-cultivo, por lo que se decidié no continuar con esta técnica
experimental. .o anterior debido a que se vuelve dificil determinar cudl es el efecto real de
la zona retroquiasmética, ya que un fendmeno de inhibicién podria deberse a la accion
propia de esta zona o bien, deberse a la presencia de una barrera fisica establecida por
las células en migracion (Figura 12).
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Figura 12
Cocultivo de la zona Retroquiasmatica y el nTPOC
Ampliacién de la zona sefialada, la fecha indica la migracion celular
Inmunotincién con calbindina

Por tal motivo se propone utilizar otra técnica experimental para la realizacién de estudios
posteriores que nos lleven a identificar qué regién del neuroepitelio se encuentra dirigiendo
el patron de proyeccién caudal del TPOC. Esta técnica consiste en realizar cultivos del
tubo neural completo de embriones ratén (Mus musculus), en membranas de
policarbonato. En estos cultivos es posible realizar electroporaciones con vectores de
expresion de diversas moléculas guia para expresarlas ectopicamente, y valorar asi su
papel en la regulacion de la proyeccién del nTPOC (Garda, Echevarria y Martinez, 2001).
Sin embargo, para realizar este tipo de experimentos es necesario primero establecer
cuéles son las moléculas guimiotropicas que pudieran estar involucradas en la regulacion

de la proyeccion de! tracto.

Con ese objetivo final se propusec en este proyecto estudiar los patrones de expresion de
moléculas quimiotropicas que pudieran estar participando en la regulacion de la
proyeccién del TPOC, para describir un mapa de la expresion de estas moléculas en el
prosencéfalo. Con base a este mapa se determinaran ias moléculas guia a ser
electroporadas en el cultivo de cerebros completos en mallas de policarbonato en

experimentos posteriores.
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El primer paso para cumplir este objetivo fue identificar qué receptores a moléculas guia
expresa el nTPOC. Tomando como base el trabajo de Anderson, Jackson, Fujisawa y Key,
(2000), en el cual se reporta la expresion selectiva de Npn-1 en una sub-poblacion de
neuronas del TPOC en Xenopus y su papel como molécula guia en la proyeccion de este
tracto, nos dimos a la tarea de comprobar la expresién de dos miembros de la familia de
receptores de Neuropilina en el nTPOC. Se realizaron cultivos en geles de colagena de
nTPOC vy se tifieron posteriormente mediante inmunohistoquimica con anticuerpos contra
npn-1 y contra npn-2, Como se muestra en la Figura 13A, la tincion para Npn-1 resultd
positiva, con lo que se comprueba la expresion de este receptor también en las neuritas de
TPOC de la rata. No se observé tincién alguna en los explantes de este nicleo con el
anticuerpo contra Npn-2. Para corroborar la expresién de Npn-1 por el TPOC in situ, se
realizd una tincidn inmunohistoquimica en el tubo neural del embrién con anticuerpos
contra Npn-1 y nTPOC (Figura 13B).

Figura 13
A) Cuitivo en Colagena de un explante del nTPOC inmunotedido con anticuerpos contra npn-1;
B) Vista lateral del prosencefalo de rata E13 5 inmunopositivo para npn-1

Tomando en cuenta que las neuritas del nTPOC resultaron positivas para Npn-1, se
realizé la hibridacién in sifu de las Semaforinas 3A, 3B, 3C y 3E que son las moléculas
ligando para Npn-1 (Chen, Chédotal, He, Goodman'y Tessier-Lavinge M, 1997; Nakamura,
Tanaka, Takahashi, Kalb y Strittmatter, 1998; Raper, 2000; Tagmanone y Comoglio, 2000;
Varela-Echavarria, Tucker, Plischel y Guthrie, 1997}, Solamente Semaforina 3A (Sema
3A) y Semaforina 3C (Sema 3C) mostraron patrones de expresién cercanos al sitio de
proyeccion del TPOC. Sema 3C se expresa alrededor del tallo optico y en una region
rostral a éste (Figura 14), y por otro lado Sema 3A se expresa también alrededor del tallo

e
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éptico y ademas en una regién ventral a esta estructura (Figura 15A). Esta zona de
expresion tanto de Sema 3A y como de Sema 3C, localizada ventral al tallo 6ptico, podria
estar participando en el control de la proyeccion del tracto. También existe la posibilidad
de que la Sema 3A esté siendo expresada por neuronas del TPOC, ya que su region de
expresion se sobrepone a la regién en la cual se localiza el nTPOC (Figura 15B).
Considero necesario realizar experimentos posteriores de co-expresion para verificar si la
expresion de Sema 3A se localiza rostral al nTPOC tracto o esta siendo expresada por

este nucleo.

Figura 14
Vista lateral de una hibridacion in situ de Sema 3C en el prosencéfalo de un embrion estadio E10 5 de ratdn

M

Figura 15
In situ para de Sema 3A en el prosencéfalo de un embrion de ratén E11
vista lateral del prosencefalo; B) Vista frontal del prosencefalo.
Las flechas sefialan los sitios de expresién

\;,.... el
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Prosencéfalo

Moesencéfalo

SEMA 3A

Prosencéfalo

fEY SEMA3ZC

- Figura 16
Esquema del patrén de expresion de Sema 3A y Sema 3C
En el prosencéfalo {P) y el mesencéfalo (M) de un embrién de ratén estadio E13
is, istmo

También se analizaron los patrones de expresion de las moléculas Slit y sus receptores
Robo, ya que forman parte de un sistema que participa en el control de la proyeccion de
tractos neuronales en el prosencéfalo (Ba-Charvet et al., 1999; Bagari et al., 2002; Erskine
et al., 2000; Ringstedt et al., 2000). Tres distintos genes sfit (slit 1, slit 2, slit 3) y tres
distintos genes robo (robo 1, robo 2, robo 3) han sido clonados en mamiferos, pero a la
fecha solo Robo1 y Robo 2 han demostrado ser receptores para las Slits (Mariliat et al,
2002). Primero se llevaron acabo las hibridaciones in situ para los receptores Robo. En las
hibridaciones in situ es posible observar_que tanto Robo 1 como Robo 2 se expresan en la
misma regién que el nTPOC. Debido a que en esa area del prosencéfalo sblo se
encuentra el nTPOC (Easter Jr, Ross y Frankfuter, 1993), podemos afirmar que las
neuronas del TPOC estan expresando los receptores Robo (Figuras 17A y B).
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Figura 17
A) Vista lateral de la hibridacién in sify de Robo 1, E13.5
B) Vista frontal de la hibridacién in situ de Robo 2, E13 5
‘Imr, linea media rostral

Debido a que se encontré que el nTPOC expresa los receptores Robo, se realizaron
hibridaciones in situ de las moléculas Slit 1, Slit 2 y Slit 3. Los resuitados indican que Slit 1
se expresa en el prosencefalo, principalmente en la region mas rostral de las vesiculas
telencefalicas y rodeando la parte caudal del tallo 6ptico (Figura 18A). Slit 2 se expresa en
regiones que flanquean la region de proyeccion del TPOC, es decir, se expresa dorsal y
ventralmente a la regién por la cual proyecta el tracto (Figura 18B). Por otro lado Slit 3 no

se expresa en esta regién del cerebro (Figura 19).

Figura 18
A) vista lateral del prosencéfalo, in situ para Slit 1, E13 5,
B) vista lateral del prosencéfalo in situ para Slit2 , E125
Las flechas indican la expresion de las moléculas Slit
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Figura 19
Vista lateral delprosencéfalo, in situ para Slit 3, E13.5

Como puede observarse el patrén de expresion en el prosencéfalo para cada una de las
moléculas Slit es distinto. En el rombencéfalo estas tres moléculas muestran regiones
comunes de expresion, principalmente a lo largo de la placa del piso. A continuacion se
brinda una descripcion mas detallada de los patrones de expresion de estas moléculas:

Slit 1 se expresa a lo largo de la placa del piso desde el romboencéfalo hasta donde
termina la flexura cefélica, en el diencéfalo. También se expresa en la placa del techo a lo
largo de todo el romboencéfalo teniendo como limite rostral la prosdmera 2. En el
mesencéfalo es posible observar un engrosamiento a la altura de la flexura cefélica. En el -
prosencéfalo Slit 1 se expresa en una franja que tiene como limite superior la region mas
rostral de las vesiculas telencefalicas, a la altura de la placa comisural, continua
dorsalmente al tallo dptico y tiene como limite caudal una regidn dorsal y caudal a éste.
Asimismo slit 1 se expresa en el borde caudal del tallo 6ptico (Figura 20).

Slit 2 se expresa a lo largo de la placa del piso y de la placa del techo, es posible observar
un engrosamiento de la expresién en la placa del techo a la altura del istmo y en la placa
del piso, en el mesencéfalo. En el prosencéfalo Slit 2 se expresa en una franja gruesa
paralela a la placa precordal, asi como en una franja dorsal al tallo 6ptico, que va desde la
regién mas rostral de esta estructura, hasta su region caudal, dejando libre asfi la region de
proyeccion del TPOC (Figura 20).

Slit 3 se expresa solamente en la placa del piso teniendo como limite rostral la mitad del
mesencéfalo. En la placa del techo solo se observa tincion en la region dorsal del istmo.

En el prosencéfalo no se observa expresion de Slit 3 (Figura 20},
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pr—— ... Mesencéfalo

A

is

__ Mesencéfalo

is

Figura 20
Esquema del patrén de expresién para las Slits
Procencéfalo y mesenceéfalo de E13, is, istmo.

El ligando Siit 2 muestra un patrén de expresion que sugiere ser complementario al patrén
obtenido con los receptores Robo. Para E12, que es cuando el TPOC inicia su proyeccion,

se observa que Slit 2 se encuentra delimitando el area de proyeccion de este tracto, es
decir, es posible observar expresion de Slit 2 dorsal y ventral a este tracto (Figura 18B). En
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el ratén se ha reportado que el TPOC proyecta por la region alar del prosencéfalo rostral
(Mastick et al, 1996), por lo que Ia expresién de Slit 2, que cubre la placa basal de esta
region del prosencéfalo, podria estar participando en la regulacién de la proyeccion de

esta tracto al delimitar la zona por la cual proyecta el tracto.

En la Figura 21 se muestra un esquema del prosencéfalo en el cual se representan de
forma conjunta a las moléculas Slit, por un lado, y a Sema 3A y Sema 3C, por otro. Este
esquema nos permite tener una vision global de algunas de las moléculas quimiotrépicas
que se expresan en la regidon y que podrian estar involucradas en la regulacién de la

proyeccién caudal inicial del TPOC.

Prosencéfato y . Prosencéfalo
Mesencéfalo. it

Magencéfalo

is

W suT2
EEE suTa2

SEMA 3A,3C

Figura 21
- Esquema del patron de expresion en el prosencéfalo de
las moléculas analizadas en el presente trabajo

Los resultados presentados hasta el momento han permitido obtener una descripcién
general del modelo de estudio (el TPOC) Esta descripcion servira para trabajos
posteriores, con el fin de describir en una forma mas detallada, los procesos moleculares
involucrados en la regulacién de la proyeccion caudal del TPOC en el prosencéfalo en
desarrollo de la rata. Esto a su vez contribuiréd a dilucidar las bases de la proyeccion

jongitudinal de tractos neuronales durante el desarrolio del SNC en mamiferos.
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IX DISCUSION

Uno de los resultados importantes de este estudio fue la identificacion de un marcador
para el TPOC. La tincién con calbindina resulté ser positiva para las neuritas del tracto,
por lo que se cuenta con una herramienta poderosa para seguir su trayectoria, ya sea

en cultivos o en estudios in vivo.

Se realizaron cultivos en geles de colagena para describir la proyeccion inicial del
TPOC y encontramos que el nucleo proyecta principalmente a traves de dos polos
dominantes. Mediante esta misma técnica se observd la expresion de Npn-1 por las
neuritas de este nacleo y se comprobd su expresion in sifu mediante una inmunotincion
con anticuerpos anti Npn-1 en el tubo neural completo de embriones E13.5. Con el
objetivo de identificar regiones del prosencéfalo que regulen la proyeccion del TPOC, se
realizaron co-cultivos de la zona retroquiasmatica y del nTPOC. Después de una serie

de experimen’tos preliminares, se detecté una alta migracion celular en ellos. Debido a
que este fendmeno podria enmascarar el efecto tropico de la zona retroquiasmética
sobre el nicleo neuronal, se decidié cambiar de estrategia experimental para identificar

las regiones del neuroeptelio que controlen la proyeccién del TPOC.

Se llevaron a cabo hibridaciones in situ de algunas moléculas quimiotrépicas, como otra
aproximacion para identificar las regiones del prosencéfalo que regulan ta proyeccién
del TPOC. Asi, se realizaron las hibridaciones de las Semaforinas 3A, 3B, 3C y 3E, asi
como de las moléculas Slit 1, Slit 2, Slit 3 y sus receptores Robo 1 y Robo 2, con el
objetivo de describir un mapa de los patrones de expresiéon de estas moléculas
quimiotropicas en el prosencéfalo. Con base en estos patrones de expresion se
propone a Sema 3A, Sema 3C y a las moléculas Slit 1 y Slit 2 como primeros
candidatos para evaluar su papel en el control de la proyeccion del TPOC, describiendo
el efecto que pudieran tener sobre la proyeccién de este tracto al ser expresadas
ectépicamente en cultivos de cerebros completos de embriones de rata.
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¢ Caracterizacion de la proyeccion del TPOC en la rata en desarrollo

- Existe una descripcion amplia de la proyecciéon del TPOC en el pez cebra (B. reiro)
(Hjorth y Key, 2001), en Xenopus (Anderson y Key, 1999) y en el ratdn (M. musculus)
(Easter Jr, Ross y Frankfuter, 1993; Mastick y Easter Jr, 1996)). La proyeccién del
TPOC en la rata desde el estadio E11.5 hasta el estadio E13.5 concuerda con la
reportada en el ratdn, pero difiere con la reportada en el pez cebra y en Xenopus. En el
pez cebra algunos de los axones del TPOC entran en la lamina basal mientras que
otros lo hacen en la lamina alar (Hjorth y Key, 2001). En Xenopus lo realizan siempre
por la placa basal (Anderson y Key, 1999) y no asi en el ratén donde todos los axones
pasan dorsalmente al fasciculo longitudinal medio (mif) y se unen con el tracto alar del
tmesV (Mastick y Easter Jr, 1996).

De acuerdo con la evidencia experimental obtenida de las inmunohistoquimicas
realizadas en este trabajo, encontramos que el TPOC proyecta de forma similar en la
rata y en el raton. Este hecho es importante ya que permite combinar diferentes
- técnicas metodoldgicas para el estudio molecular de la regulacidon de la proyeccion.
caudal de este tracto. Asi podemos utilizar tas técnicas de cultivo in vitro de tejidos
neuroepiteliales que se encuentran muy bien establecidas para el fejido de rata, y
utilizar las herramientas genéticas de los ratones (principalmente los knockout) para
_estudiar los efectos de diferentes moléculas quimiotropicas en la regulacién de la

proyeccién del TPOC.
+ Cultivos y co-cultivos de explantes en geles de colagena

Los cultivos de explantes de tejido neuronal en geles de colagena han sido una técnica
ampliamente utilizada para identificar regiones neuropeiteliales que regulan la
proyeccion de nlcleos neuronales especificos. Sin embargo para el modelo
experimental utilizado en este trabajo, los cultivos en geles de colagena no son la
técnica adecuada para brindarnos la informacion necesaria para determinar qué
regiones neuroepiteliales pudieran estar participando en la regulacion de la proyeccion
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del TPOC. Esto debido principalmente a que se encontré una elevada migracién celular
en los explantes y este hecho podria enmascarar el efecto que pudiera tener alguna

region del neuroepitelio sobre el nTPOC.

Sin embargo no debemos abandonar el uso de esta técnica, ya que en experimentos
posteriores se pueden realizar co-cultivos del nTPOC con agregados celuiares que
estén expresando y secretando las moléculas quimiofropicas identificadas en este
trabajo, como posibles candidatos a regular la proyeccion caudal del TPOC. Asi, de
acuerdo al papel quimiorrepelente que tienen tanto las Semaforinas como las moléculas
Slit sobre los axones en crecimiento, las neuritas del nTPOC en este tipo de cultivos
proyectarian los efectos de las moléculas Slit 1, Slit 2, Sema 3A, Sema 3C, sobre la

proyeccion del TPOC.

¢ Hibridacion in situ de las semaforinas.

En Xenopus, la expresiéon de Npn-1 por las neuronas del TPOC esté relacionada con la
formacién de la primera comisura de este tracto en el mesencéfalo. La sobrexpresion
de este receptor altera el patrén de proyeccion del TPOC, los axones entran a la
comisura ventral, pero fallan en cruzar la linea media. Los autores sugieren que los
niveles de expresion de Npn-1 por las neuronas del TPOC, son criticos para determinar
dénde estos axones alcanzan la linea media (Anderson, Jackson, Fujisawa y Key,
2000). Mediante inmunohistoquimica in vitro e in situ, observamos [a expresion de Npn-
1 por las neuronas el TPOC en el prosencéfalo de la rata en desarrollo. Esto sugiere
que también en la rata, este receptor participa en la regulacion de la formacién de las
comisuras del TPOC a o largo de su proyeccién caudal. Experimentos similares a los
realizados por Anderson et al. (2000) de sobre-expresion del gen, o bien estudios de
ratones knockout para este receptor, nos brindaran mayor informacién del papel de la
Npn-1 en la proyeccion de este tracto.

Lo relevante de los patrones de expresion obtenidos de las Semaforinas 3A y 3C es su
proximidad a la regién de proyeccion del TPOC, sin embargo aln no contamos con
suficiente evidencia experimental para determinar si la expresion de estas moléculas es
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rostral al tracto o estan siendo expresadas por la neuronas del nTPOC, Estos dos casos
nos brindan perspectivas diferentes sobre el papel de las semaforinas en la regulacion
de la proyeccién del TPOC. En el caso de que se compruebe que el mismo nlcleo
expresa tanto el receptor (Npn-1) como el ligando (Sema 3A), se tendra un modelo
experimental para estudiar los procesos moleculares intrinsecos al nTPOC, que
participan en regular que el niicleo celular responda primero a una sefial guimiotropica y
| posteriormente durante su desarrollo, responda a otra. Por otro lado si la expresion de
Sema 3A y Sema 3C, se localiza rostral y ventral al nucleo del tracto, su papel seria de
tipo tropico, ya que estarian orientando la proyeccion de los axones del TPOC en

direccion caudai.
o Hibridaciones in situ de la moléculas del sistema Slit-Robo

Marillat y colaboradores (2002) estudiaron los patrones de expresion de las tres
moleculas Slit identificadas en mamiferos, Slit 1, Slit 2 y Slit 3, y los receptores Robo 1y
Robo 2. Encontraron que existe un patron de expresion espacio-temporal definido de
los receptores robo en poblaciones neuronales que navegan distancias largas dentro
del SNC en desarrollo. Asimismo, enconfraron que los ligandos Slit se expresan de
forma complementaria a los receptores robo; esto es a lo largo de puntos estratégicos
por los cuales proyectan estas poblaciones neuronales. Lo anterior sugiere que estas
moléculas juegan diversos papeles en el contro) del desarrollo del SNC. Por ejemplo, el
sistema Slit-Robo participa activamente en el desarrollo correcto del sistema visual en
mamiferos (Erskine et al, 2000; Plump et al, 2002). Es relevante el estudio que se ha
hecho en ratones knockout para Slit 1 y Slit 2. En estos ratones se han observado
alteraciones en la proyeccion de varios tractos del prosencefalo tales como: el fracto
cortico-fugal, el cuerpo calloso y el tracto talamo-cortical (Bagari et al, 2002).

Los estudios realizados sobre el efecto que tiene el sistema Slit y Robo en la proyeccion
de las neuronas ganglionares de la retina (Erskine et al, 2000; Plump et al, 2002), asi
como toda la informacién con que se cuenta de su accién en la formacién de las
comisuras en D. melanogaster (Guthrie, 2001; Kidd et al, 1998), confirman que las
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interacciones entre las moléculas Slit y sus receptores Robo se requieren para regular
la proyeccion axonal en el lado ipsilateral del cerebro embrionario antes de que crucen
fa linea media en alguna regidn posterior. Tomando como base lo expuesto
anteriormente, podriamos sugerir que el sistema Slit-Robo estad participando en
asegurar la proyeccion ipsilateral del TPOC, durante su trayecto desde p6 hasta el

mesencéfalo.

- o Otras moléculas quimiétropicas en el prosencéfalo

En el prosencéfalo, se conoce poco sobre el patron de expresion de otras moléculas
con efectos tropicos reconocidos, tales como las Efrinas, las Neurotrofinas y las
Netrinas. Estudios posteriores seran necesarios para describir los patrones de
expresion de estas familias de moléculas en el prosencéfalo, con el fin de que el mapa
presentado en este trabajo, sea aun mas completo y brinde una mayor informacién
sobre la region por la cual proyecta el TPOC,

Sera importante establecer si el TPOC expresa también el receptor DCC y en caso de
que la respuesta sea afirmativa, describir su expresién de forma temporal. Lo anterior,
no solo porque en Xenopus se haya descrito su expresion en una sub-poblacion de
neuronas del TPOC (Anderson, Cooper, Jackson, Seaman y Key, 2000), sino porque en
la literatura se ha descrito la interaccién fisica entre dominios citoplasmicos del receptor
Robo con el receptor DCC, como un mecanismo de regulacion pdr el cual los axones en
crecimiento son capaces de aumentar su respuesta a las sefiales de repulsion
mediadas por las moléculas Slit, y a disminuir, al mismo tiempo, la respuesta de
atraccién mediada por las Netrinas (Stein y Tessier-Lavigne, 2001).

Finalmente con base al mapa de expresién descrito de las moléculas estudiadas en
este trabajo, es evidente que existe mas de un sistema que pudiera estar regulando la
proyeccién de este tracto. En la literatura existen descripciones en las cuales un nacleo
neuronal y el tracto que forma, son guiados hasta sus células blanco por més de un
sistema quimiotropico (Plump et al, 2002; Varela-Echavarria y Guthrie, 1997). Lo
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anterior no es de sorprenderse, ya que es necesario la accion de varios sistemas con el
fin de asegurar la correcta proyeccion de los tractos neuronales durante el desarrollo.

El presente estudio describe un mapa de los patrones de expresion de algunas
moléculas guia en una region del cerebro de la cual se sabe poco sobre la regulacion
de la proyeccién de sus tractos neuronales, Anteriormente, se han realizado grandes
esfuerzos por encontrar una correlacién entre dominios de expresién de genes y
patrones de proyeccion de tractos. Hjorth vy Key (2001), obtuvieron patrones de
expresién espacio-temporales de diversos genes en [a zona del prosencéfalo, con el fin
de comparar los dominios de expresion con las rutas por las cuales proyectaban los
tractos pioneros en el pez cebra. No encontraron una relacion clara entre los dominios
de expresion y las trayectorias de los tractos. En su trabajo proponen gue éstos no son
guiados por caminos continuos, definidos por un solo dominio de células que expresan
un gen regulativo en particular, sino que son guiados por numerosas sefales
independientes reguladas por una red compleja de genes. El trabajo que presentamos
se une a este esfuerzo por intentar establecer cuales son los mecanismos generales

que regulan la proyeccion de los primeros tractos neuronales en el prosencéfalo.
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X CONCLUSIONES

o Debido a que en los estadios embrionarics E11.5, E12.5 y E13.5 |la proyeccién
del TPOC en la rata es similar a las reportadas para el raton en los estadios E9.5, E10.5
y E11.5 (Easter et al, 1993; Mastick y Easter, 1996; Mastick et al, 1997), podemos
concluir que el tracto proyecta de forma similar en ambas especies, tomando en
consideracion que existe una diferencia de aproximadame'nte 2 dias entre los periodos
de gestacion de la rata y el ratdn en esta etapa del desarrollo (Auclair, Marchand y
Glover, 1999).

o Se determindé que la inmunotincion con calbindina D-28K es una técnica que
permite la tincién del TPOC y de su nuicleo, por lo que se tiene una herramienta valiosa
para poder seguir la trayectoria del tracto tanto en experimentos in vitro como in situ.

) El sistema de cultivo in vitro en geles de colagena es una técnica que permite el
crecimiento de neuritas del TPOC. Sin embargo debido a la alta migracidn celular que
se presentd en los explantes, se decidid que esta técnica no es la indicada para realizar
estudios que nos lleven a identificar tejidos neuroepiteliales que pudieran estar

regulando el patron de proyeccién del TPOC.,

. Mediante técnicas de inmunotincién se describié, tanto en cultivos como in situ,
la expresion de Npn-1 en las neuritas del nTPOC. Esto sugiere la participacion del
sistema Semaforina-Neuropilina en el control de la proyeccién del tracto.

. Mediante hibridacion in situ, se obtuvieron los patrones de expresién de las
semaforinas de la clase 3, ligandos reconocidos para el receptor npn-1. Se encontré
que Sema 3A y Sema 3C muestran un patron de expresion en el prosencéfalo cercano
al nTPOC, por lo que pudieran estar participando en la regulacién de la proyeccion
caudal del tracto.
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. Por otro lado utilizando hibridaciones in situ se describio también la expresion de
los receptores Robo1 y Robo 2 en los axones del TPOC.

. Con base en los patrones de expresion obtenidos por hibridacion in sifu de los
las moléculas Slit, se propone que el sistema Slit-Robo esta participando en la
regulacion de la proyeccion del TPOC via sus receptores Robo y por sus ligandos Slit 1
y Slit 2. '
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Xl PERSPECTIVAS

Los cultivos in vifro de cerebros completos de embriones en mallas de policarbonato
son un sistema que ha permitido con éxito el cultivo y manipulacion del tubo neural en
desarrollo. Un aspecto importante de estos cultivos es que se mantiene [a morfologia
del embrién, ast como la topografia de sus tractos neuronales. En este sistema es
posible realizar electroporaciones con vectores de expresién de diversas moléculas
guia de tal forma que la expresién etdpica de ellas es util para valorar el papel que
ejercen en la proyeccién de un tracto en particular (Garda et al, 2001). Se podra utilizar
esta técnica para caracterizar las moléculas involucradas en la proyeccion caudal del
TPOC.

Teniendo como base el patron de expresion de las moléculas slits y de las semaforinas
descrito en el presente trabajo, se proponen como primeros candidatos a electroporarse
a las moléculas slit 1, slit 2 y a sema 3A y sema 3C. Tomando en cuenta ef papel
quimiorreplente de ambas familias de ligandos, una expresion ectépica de estas
moléculas en una region caudal al nTPOC obligaria a sus axones a cambiar la direccion

de crecimiento, alejandose de la fuente ectopica de las moléculas guia.

Asimismo serad necesario establecer los patrones de expresién en el prosencéfalo de
otras moléculas quimiotrépicas, para tener una mejor descripcion de la zona de
proyeccion del TPOC. Tomando en cuenta la expresion del receptor DCC por una
subpoblacion de neuronas del TPOC en Xenopus (Anderson, Cooper, Jackson,
Seaman y Key, 2000) sera importante determinar si en la rata, este receptor también se
expresa en los axones del TPOC. Asimismo, sera necesario definir los patrones de
expresiéon de las netrinas en esta zona, con el fin de determinar si este sistema esta
participando también en la regulacion de la proyeccién de este tracto. En el caso de que
se encontrara un patron de expresion cercano al tallo 6ptico, sera necesario hacer
estudios de electroporacion del vector y evaluar su papel tropico sobre el nTPOC.
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