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Portada articulo 56

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
células blanco. Para ello, los axones en crecimiento proyectan a través de grandes
distancias dentro del SNC y la periferia hasta hacer contacto con sus blancos. Estas
proyecciones axonales muestran patrones altamente estereotipicos por lo que resulta
importante determinar coOmo se generan los patrones de proyeccion neuronal, asi como
establecer cuales son los factores moleculares que regulan y que llevan a cabo este
proceso. Actualmente se sabe que en el establecimiento de los patrones de proyeccion
axonal se involucra la accién conjunta de diversas moléculas moduladoras las cuales se
encuentran conservadas evolutivamente (Goodman, 1994). Entre los factores mas
conocidos se encuentran el efecto de moléculas quimiotropicas (Tessier-Lavigne y
Goodman, 1996) y el efecto de factores neurotroficos (Davies, 2000). Asimismo, los
estudios de las relaciones entre dos 0 mas de estos factores, sugieren que éstos trabajan
en conjunto para dirigir a los axones durante su trayectoria en el neuroepitelio hasta su
blanco final (Erskine y McCaig, 1997; Ming et al., 2001).

Procesos inductivos crean diferencias moleculares regionales que inician distintos
programas de proliferacion, migracion y diferenciacién en diferentes regiones del tubo
neural, que dan 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 morfologicas 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 neuromeras a lo largo del tubo neural: el rombencéfalo

se divide en ocho rombomeras (rl a r8), el mesencéfalo no sufre divisiones posteriores y



el prosencéfalo se divide en telencéfalo y el diencéfalo, que a su vez se dividira en el

hipotalamo y el talamo.

Durante las primeras etapas del desarrollo embrionario el tubo neural adquiere
regionalizaciones moleculares que permiten a las células neuroepiteliales diferenciarse en
los distintos tipos celulares nerviosos y de sostén. La especificacion de las células en el
eje D/V es iniciada por la expresion diferencial de dos factores: la proteina Sonic
Hedgehog (Shh) que se secreta en la notocorda y posteriormente en la placa del piso; y
proteinas de la superfamilia de los TGF-B, en particular las proteinas morfogenéticas del
hueso (BMP’s, por sus siglas en inglés) que se expresan en el ectodermo dorsal al tubo
neural, y posteriormente en la placa del techo. Estos dos factores se expresan en forma de
gradiente e interactian para instruir la sintesis de diferentes factores de transcripcion a lo
largo del eje dorso-ventral. A lo largo del eje rostro-caudal se han identificado
organizadores transversos que secretan factores morfogenéticos tales como Shh, Wnt-1, y
Fgf8 que permiten al tubo neuronal subregionalizarse y asi especificar los subtipos
celulares. Una vez determinada la identidad celular, las células diferenciadas proyectan
sSus neuritas a sus blancos y reciben inervacidon de sus aferencias, iniciando asi la

formacioén de la red neuronal caracteristica del cerebro adulto.

Desarrollo de los principales tractos longitudinales del SNC

Se usa el término de "axones pioneros’ para los primeros tractos neuronales que
inician su proyeccion axonal abriéndose camino a través del neuroepitelio en estadios muy
tempranos en el desarrollo embrionario. Este conjunto de tractos pioneros sirven de
andamio o de estructura basica sobre la cual otros tractos neuronales, llamados tardios,
envian sus proyecciones axonales y establecen asi su patron de proyecciéon (Easter y
Taylor, 1989; Wilson et al., 1990). En el raton entre los dias gestacionales 8.5y 9.5 (E8.5y
E9.0) se observan ya los primeros axones inmunotefliidos con anticuerpos anti B-tubulina
en la region de la placa alar del mesencéfalo. S6lo un dia después, el SNC se ha vuelto un

complejo circuito de axones que dificulta su estudio de forma global (Easter et al., 1993),



por lo que esta ventana de tiempo resulta vital durante el estudio de la proyeccion axonal

pionera.

En el raton se consideran tractos longitudinales pioneros al tracto mesencefalico del
nervio trigémino (tmesV, por sus siglas en inglés), al fasiculo longitudinal medio (mlf), al
tracto de la comisura postoptica (tpoc) y al tracto mamilotegmental (mtt). Aln cuando el
tmesV y el mlf inician su proyeccion en sentido ventral, la elongacion principal de sus
axones se realiza en direccion longitudinal, por lo que se les clasifica dentro de este rubro.
A continuacion se presenta una descripcion detallada de los tractos pioneros descritos en

el raton.

Durante el estadio E9.0 se encuentran presentes sélo algunos axones del tmesV el
cual tiene su nucleo neuronal en la frontera rostral del mesencéfalo. El tracto proyecta en
direccién caudal alejandose de la flexura cefalica, creando un tracto dorsomedial. Para el
estadio E9.5 se observan proyecciones neuronales del que sera el fasiculo longitudinal
medio (mlf), que tiene su origen neuronal en la region rostral del mesenceéfalo. El nucleo
neuronal del mif asi como sus axones, se localizan siempre ventral a la proyeccion del
tmesV. En este mismo estadio es posible observar las primeras proyecciones axonales en
sentido caudal del tracto de la comisura postoptica (tpoc), cuyo nucleo neuronal se localiza

en la base del tallo 6ptico en la region hipotalamica rostral (Easter et al., 1993).

Para E10.0, el tmesV se encuentra llegando al rombencéfalo a la altura de la
rombémera 1. El tpoc se encuentra proyectando en sentido caudal con un patrén curvado
paralelo a la flexura cefalica siempre en la regién alar del tubo neural. El tracto
mamilotegmental (mtt) inicia su proyeccion en direccion al mesencéfalo y tiene su origen
neuronal en la futura region del cuerpo mamilar. Sus proyecciones se establecen en
direccién caudal y son siempre ventrales al tpoc. Por ello, se puede concluir que existen

dos tractos pioneros longitudinales en el prosencéfalo, el tpoc y el mtt (Easter et al., 1993).

Asi para E11.5 se han establecido dos grandes tractos longitudinales en el tubo
neural del ratén. El tpoc se ha unido al tmesV en la region mesencefalica formando en
conjunto un tracto axonal longitudinal que va de la region mas rostral del tubo neural hasta

el rombencéfalo. De forma paralela el mtt se une en el mesencéfalo al tracto mlf
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estableciendo un camino longitudinal desde la futura region del cuerpo mamilar hasta el
rombencéfalo siempre de forma ventral al tracto formado por el tpoc-tmesV (Easter et al.,
1993).

Los axones pioneros poseen un papel fundamental en el establecimiento de la
arquitectura neuronal del cerebro adulto. En el pez cebra se ha observado que tres tractos
envian proyecciones que convergen con el tpoc: (i) el tracto supra éptico (SOT) cuyo
origen estd situado en el nucleo telencefalico, (ii) el tracto dorsodiencefalico (DVDT) cuyo
origen esta situado en la epifisis, y (iii) el tracto de la comisura posterior (TPC) que se
origina en el nucleo dorsal. En la ausencia del tpoc, estos tractos fallan en establecer su
proyeccion longitudinal normal (Anderson y Key, 1996). En el pollo existe evidencia de
que la proyeccion reticulo-espinal se ve afectada cuando se alteran las sefiales ancladas
al sustrato localizadas en el fasciculo longitudinal medio (mlf) (Hernandez-Montiel et al.,

2003), un tracto pionero.

Diversos estudios han revelado que los axones pioneros exhiben una relacion
espacio-temporal dindmica en relacion a las poblaciones de células neuroepiteliales que
expresan diferentes agentes reguladores. Se postula que los axones en crecimiento no
son guiados por un camino continuo, definido por un solo dominio de células que expresen
una molécula reguladora especifica, sino que son guiados por diversas sefales clave
independientes y reguladas por una red compleja de sustratos (Hjorth y Key, 2001;
Hernandez-Montiel et al., 2003). Actualmente se sabe que en el establecimiento de estos
patrones de proyeccion axonal se involucra la accion conjunta de diversas moléculas
moduladoras, conservadas evolutivamente (Goodman, 1994). Asimismo, se ha
determinado que los mecanismos de elongacién de las proyecciones axonales se pueden
agrupar en dos comportamientos celulares generales: la proyeccion lineal simple y el
cambio en la orientacion de la proyeccién axonal (cambio de direccion, identificacion de

células blanco y fasciculacion).

Mecanismos generales que guian el crecimiento axonal

Los factores que guian el crecimiento axonal son diversos. Actian en conjunto y en

etapas precisas del desarrollo estableciendo la arquitectura propia del cerebro adulto.
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Entre los factores mas conocidos se encuentran el efecto de moléculas guia sobre los
conos de crecimiento (Tessier-Lavigne y Goodman, 1996; Davies, 2000; Erskine et al.,
2000; Bagri et al., 2002; Hernandez-Montiel et al., 2003; Hernandez-Montiel et al., 2008).
Actualmente se sabe que estas moléculas estan involucradas en cuatro tipos
generales de sefalizacion: 1) la quimiorrepulsion y 2) la quimioatraccion por moléculas
secretadas que difunden en el cerebro y cuyo efecto es de largo alcance; y la sefializacién
de corto alcance 3) permisiva o 4) inhibitoria mediada por proteinas ancladas al sustrato
como las proteinas de membrana o de matriz extracelular. Ejemplos de moduladores de
corto alcance son las moléculas de adhesion celular (CAMs), las efrinas, las semaforinas
transmembranales y las moléculas de la matriz extracelular (ECM). Entre los moduladores
de largo alcance estan las semaforinas secretadas, las Slit, las Netrinas y las BMP’s
(Tessier-Lavigne y Goodman, 1996; Augsburger et al., 1999). Actualmente se sabe que las
sefales de largo alcance controlan la direccién del crecimiento axonal, mientras que las
sefales de corto alcance, estan involucradas en la formacién de las rutas o caminos que
seran seguidos por los axones en crecimiento (Varela-Echavarria et al., 1997; Chisholm y

Tessier-Lavigne, 1999).

En la Figura 1 se presentan de forma esquematica las respuestas de una neurita
hipotética durante su proyeccién axonal a estimulos de corto y largo alcance. Tanto las
regiones rojas como azules son sefiales quimiodifusibles que forman gradientes
decrecientes de expresion desde su sitio de sintesis, los cuales son detectados por los
conos de crecimiento de las neuritas (verde). ElI axdn crece alejandose de la sefal
quimiorrepelente (azul) y orienta su crecimiento hacia la sefial quimioatrayente (rojo). La
sefal puede ser de corto alcance e inhibitoria para el axdén en crecimiento o bien puede

constituir una ruta que permita el crecimiento axonal.
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Figura 1. Mecanismos involucrados en la navegaciéon axonal. Los
diagramas resumen las sefiales de largo y de corto alcance que guian a
los axones hasta encontrar sus blancos.

Muchos de los mecanismos de sefializacion involucrados en la guia de los axones
en crecimiento se encuentran conservados en insectos, nematodos y vertebrados, y
probablemente se originaron en un metazoario ancestral comun. En general, los
vertebrados tienen un mayor nimero de cada uno de los ligandos y receptores, lo que
pudiera reflejar eventos de duplicacion génica en el linaje de los vertebrados. El estudio de
estas familias de moléculas ha permitido concluir que el control molecular del crecimiento
y proyeccion axonal a lo largo del desarrollo, se encuentra mediado por la combinacion de
varias de estas seflales que presentan patrones de expresidn espacio-temporal

caracteristicos, y que finalmente permiten a los axones llegar hasta sus células blanco.

Control molecular de la proyeccion axonal longitudinal

Durante las etapas tempranas del desarrollo embrionario del sistema nervioso
central, los axones en crecimiento proyectan en dos direcciones principalmente: una a lo
largo del eje dorso-ventral (D/V) del embrién, que corresponde a las proyecciones
circunferenciales; y la otra a lo largo del eje anterior-posterior (A/P), y que representan a
las proyecciones longitudinales. A la fecha, aun no se han caracterizado de forma
exhaustiva las regiones del neuroepitelio y las moléculas que generan el patron A/P y D/V
en el tubo neural de las diversas especies que se utilizan como modelo en la biologia del
desarrollo, aunque se cuenta con una caracterizacion de los patrones de expresion de
varios genes y de las fronteras que éstos establecen durante el desarrollo embrionario
(Rubenstein et al., 1994; Hjorth y Key, 2001). Este hecho hace que el estudio de los
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factores moleculares que guian el crecimiento longitudinal de los axones sea complejo y

por ello de relevancia.

El SNC esta compuesto por una gran variedad de tractos neuronales longitudinales
gue se extienden rostral y caudalmente. A pesar de que en estudios recientes se han
demostrado que la quimioatraccion y la quimiorrepulsion axonal juegan un papel
importante en guiar a las neuritas durante su proyeccion circunferencial, los mecanismos
de proyeccion axonal a lo largo del eje longitudinal, asi como la determinacion de la
polaridad rostro-caudal de los tractos, han sido poco estudiados. AuUn no se entiende en
detalle como subpoblaciones especificas de axones son guiadas selectivamente a través
de puntos criticos recorriendo largas distancias, lo que les permite establecer los primeros
tractos durante el desarrollo.

Actualmente se sabe que muchos de los patrones organizados en el eje A/P
requieren la presencia de estructuras neuroepiteliales transversas (organizadores
transversos) que tienen propiedades inductoras y son capaces de definir fronteras: el
istmo, la zona limitants y el anillo neural anterior son ejemplos de este tipo de
organizadores (Rubenstein et al., 1994; Shimamura et al., 1997; Garda et al., 2001). Por
otro lado, basados en experimentos in vitro e in vivo, diversos grupos de investigacion han
obtenido evidencia que sugiere la existencia de otras sefales localizadas en el substrato
de crecimiento, distintas a los organizadores transversos, que brindan direccionalidad y
que guian a los axones de distintas poblaciones neuronales a proyectar a lo largo del eje
longitudinal. Ejemplos de este proceso son las células dopaminérgicas situadas en el
mesencéfalo (Nakamura et al., 2000), las neuronas de la epifisis situadas en la region
dorsal también del mesencéfalo (Kanki y Kuwada, 2000) y la region del istmo que actla

guiando la proyeccion de la neuronas reticulares (Hernandez-Montiel et al., 2003).

Asimismo, se han identificado en el raton factores morfogenéticos que muestran
también un rol importante en guiar a diversos grupos neuronales en su camino hasta sus
células blanco. Tal es el caso de los genes Shh y Wnt-1 en las neuronas dopaminérgicas
en el mescencéfalo (Hammond, Vivancos et al. 2005), Pax-6 con las neuronas de tracto de
la comisura postoptica (Andrews y Mastick, 2003; Nural y Mastick, 2004) y de Fgf8 sobre

las inervaciones talamicas en el area cortical (Shimogori y Grove, 2005).
10



Sumando a lo anterior existe evidencia de la presencia de sefales quimiodifusibles
que guian activamente a los axones a lo largo del eje longitudinal. Ejemplos de este tipo
de accion en el rombencéfalo son la expresion de las Efrinas que brindan direccién a la
proyeccion longitudinal de los axones longitudinales a lo largo de la médula espinal
(Imondi et al., 2000), la expresion del sistema Slit-Robo en la placa del piso, que guia a los
axones longitudinales pioneros en el tallo cerebral y los mantiene lejos de la linea media
ventral (Mastick et al.,, 2010) y la acciéon similar de las Semaforinas que previenen el

recruzamiento de los axones en la region ventral de la médula espinal (Zou et al., 2000).

En el mesencéfalo se ha demostrado el papel de la placa del piso guiar a los
axones longitudinales a través de las proteinas Slit y sus receptores Robo. La eliminacién
de la placa del piso altera los patrones de expresion de las Slit en el mesencéfalo y
modifica las trayectorias longitudinales, sugiriendo un papel de las Slit en el control de la

proyeccién longitudinal de estos tractos (Farmer et al., 2008).

En el prosencéfalo o cerebro anterior existen pocos trabajos que identifiquen
moléculas guia en la proyeccion de los axones longitudinales de la zona. Uno de ellos es
el trabajo realizado por Kastenhuber y colaboradores (2009) en el cual mostraron
evidencia de la participacion de los sistemas de sefializacion Netrina-DCC, Robo-Slit, y los
sulfatos de heparina en el posicionamiento lateral de los axones longitudinales de las
neuronas domapinérgicas diencefalicas. Por otro lado, se ha demostrado la participacion
del sistema Slit-Robo en el control de la proyeccion longitudinal de los tractos cortico-fugal,
talamo-cortical y del cuerpo calloso en el prosencéfalo (Bagri et al., 2002; Lopez-Bendito et
al., 2007). Sin embargo, aun queda mucho por analizar del papel de las moléculas

quimodifusibles o de las regiones neuroepiteliales en esta area del cerebro.

El reconocimiento de regiones neuroepiteliales del prosencéfalo asi como de
moléculas guia que estén involucrados en el establecimiento de los patrones de
proyeccion A/P, permitira tener un mayor conocimiento de los mecanismos moleculares
involucrados en el proceso de guia axonal, los cuales hasta ahora no estan del todo

comprendidos.
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II. ANTECEDENTES

El tracto de la comisura postoptica, el TPOC

El TPOC es un fasciculo dorsal longitudinal que se origina en la base del tallo éptico
y que proyecta sus axones en direccion rostro-caudal. En el ratdbn (Mus musculus) las
células que dan origen al tracto, el nTPOC, situadas en la base del tallo 6ptico, empiezan
a proyectar en el estadio E9.5 siguiendo una proyeccion alrededor de la frontera
ventrocaudal del tallo 6ptico en direccién a la flexura cefélica dado origen asi al TPOC.
Para E10 los axones del nTPOC pasan el cuerpo mamilar y llegan a la flexura cefélica,
extendiéndose hasta la region ventral de la placa alar diencefélica (Nural y Mastick, 2004).
Para E11.5, el tracto se ha curvado y proyecta paralelo a la flexura cefalica estableciendo
un camino dorsal longitudinal que se extiende desde la regibn mas anterior del embrién
hasta el romboencéfalo. En este mismo estadio, el TPOC confluye con el tracto del nervio
trigémino (tmesV) en el mesencéfalo (Mastick y Easter, 1996). Por lo anterior el TPOC en
el ratdbn es un tracto dorsal longitudinal que se extiende desde la regidbn mas rostral del

tubo neural hasta el rombencéfalo (Easter et al., 1993; Mastick y Easter, 1996).

El TPOC es también uno de los primeros tractos que se forma durante el desarrollo
del prosencéfalo en otras especies. Esta conservado durante la evolucion de los
vertebrados ya que se presenta en las especies vertebradas estudiadas hasta ahora
incluyendo el raton, el Xenopus (Anderson y Key, 1999), el pez cebra (Ross et al., 1992) y
el pollo (Chedotal et al., 1995). 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 el
Xenopus proyecta siempre por la placa basal del embrién (Anderson y Key, 1999); no asi
en el ratébn donde todos los axones pasan dorsalmente al fasciculo longitudinal medio (mlf)
y se unen con el tracto tmesV en la regién alar del embrién (Mastick y Easter 1996). Sin
embargo, en todas estas especies el tracto se origina en la region mas rostral de la lamina
terminalis del prosencéfalo y se extiende en direccién longitudinal-caudal hasta el

mesencéfalo.
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La relevancia del TPOC como un tracto pionero se ha demostrado en Xenopus
cuando en su ausencia, la proyeccion del tracto supra Optico (Anderson y Key, 1996) asi
como de los axones retinales (Taylor, 1991) resulta aberrante. Asimismo, en el pez zebra
su ausencia afecta la proyeccion y elongacion de los axones provenientes del nucleo de la

comisura posterior en distintos puntos de decision (Chitnis et al., 1992).

Control molecular de la proyeccion axonal del TPOC

Se sabe poco sobre los mecanismos moleculares que controlan la proyeccion
longitudinal del TPOC durante el desarrollo embrionario. En Xenopus se han descrito los
efectos de un exceso de sulfatos de condroitina asociados a proteoglicanos (SPG
chondroitin sulfate proteoglycans), en la proyeccion de los axones del TPOC a través de la
linea media ventral. En cultivo, un exceso de los SPG provoca proyecciones dorsales del
tracto o que éste continle proyectando longitudinalmente sin llegar a formar la comisura
ventral (Anderson et al., 1998). En esta misma especie, se ha observado que un aumento
en los niveles de expresion del receptor Neuropilina-1 (Npn-1) en el TPOC genera errores
en este tracto y le impide alcanzar la linea media ventral estableciendo patrones de
proyeccion anormales (Anderson et al., 2000). Sumado a lo anterior, existe evidencia de
qgue la pérdida de las interacciones dependientes de DCC (receptor de las Netrinas) tanto
in vitro como in vivo evita que los axones del TPOC crucen la linea media ventral en el

mesencéfalo (Anderson et al., 2000).

En el pez cebra (Danio rerio) se ha realizado un estudio extenso sobre la posible
correlacion entre los patrones de expresion de varios genes de desarrollo temprano y la
proyeccion inicial de los tractos pioneros en el prosencéfalo. En el caso especifico del
TPOC, al inicio de su proyeccion cruza dominios celulares que expresan los genes Shh,
Nkx2.2 y DIx2; cuando los axones llegan al mesencéfalo cruzan inicialmente un dominio
gue 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 largo de fronteras definidas por los genes analizados en este estudio, sino que existen
diferencias espacio-temporales en la relacion entre la trayectoria de los axones del TPOC
y los dominios de expresion que atraviesa (Hjorth y Key, 2001). Por otro lado, también en
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esta especie se demostro que las interacciones del sistema Slit-Robo son necesarias para
un desarrollo normal de los axones longitudinales, incluyendo el TPOC. Mediante
experimentos de falta de funcién de los tres receptores Robo, se encontr6 que éstos
poseen funciones complementarias en la localizacion dorso-ventral del TPOC (Devine y
Key, 2008).

Los patrones de expresion en otros vertebrados de las Slits y Robos en etapas
tempranas del desarrollo del prosencéfalo, sugieren también su participacion en el control
de la proyeccion del TPOC. En el pollo (Gallus gallus), la proteina Slitl se localiza en la
region ventral de prosencéfalo en una region rostral al tallo 6ptico y a la regidon que da
origen al TPOC (Li et al., 1999). En murinos también se ha caracterizado la expresion de
estas moléculas guia en el prosencéfalo pero en estadios posteriores al desarrollo del
TPOC (Bagri et al., 2002; Marillat et al., 2002).

Hasta el momento, los estudios realizados con el fin de determinar cuéles son las
moléculas que regulan la proyeccion caudal del TPOC no dejan claro cuéal es el
mecanismo que controla la proyeccion de este tracto. AUn son necesarios mas estudios
con el objetivo de tener un mejor conocimiento de los factores que regulan su proyeccion

principalmente en sus primeras etapas.

Las proteinas Slit y sus receptores Robo

Las proteinas Slit han sido descritas como moléculas quimiorreplentes en una gran
variedad de grupos neuronales y de sus axones incluyendo varias poblaciones en el SNC
(Brose et al., 1999; Nguyen Ba-Charvet et al., 1999; Erskine et al., 2000; Bagri et al., 2002;
Nguyen-Ba-Charvet et al.,, 2004). Las Slit son proteinas extracelulares de gran tamafo
(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-Lavigne, 1999). En D. melanogaster, C.
elegans y D. rerio se conoce solo una molécula Slit, mientras que tres genes distintos Slit
han sido identificados en mamiferos expresandose en distintas regiones del SNC (Holmes

et al., 1998; Itoh et al., 1998; Brose et al., 1999; Li et al., 1999; Marillat et al., 2002).
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Asimismo, se han identificado la expresion de los receptores para las moléculas Slit, los
receptores Robo (Lee et al., 2001; Marillat et al., 2002; Camurri et al., 2004; Sundaresan et
al., 2004; Lopez-Bendito et al., 2007). Esta familia de receptores muestra una alta
conservacion en diversas especies ya que se les han encontrado en invertebrados y en
vertebrados (Brose et al., 1999; Kidd et al., 1999).

El papel del sistema Slit-Robo como moléculas guia se encuentra bien
documentado. 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 (Ypsilanti et al., 2010 ; Chisholm y Tessier-Lavigne, 1999; Zinn y
Sun, 1999). La accion repelente de las Slits en la linea media ventral se ha visto
conservada evolutivamente ya que este mismo fenbmeno se observa en embriones de
pollo (Reeber et al., 2008) y de raton (Zou et al., 2000; Long et al., 2004). Asimismo, su
accion como moléculas quimiotrépicas ha sido reportada en diversos grupos axonales
como en los axones del bulbo olfatorio (Li et al., 1999), los axones craneales motores
(Hammond et al., 2005), y los axones de las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo
ventral (Bagri et al., 2002; Dugan et al., 2011).

Existe evidencia también de la participacion de las Slits y los Robo en el cerebro
anterior. 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
(Nguyen Ba-Charvet et al., 1999). En el sistema visual se ha caracterizado la funcién de
las proteinas Slits en el posicionamiento y formacion del quiasma o6ptico (Plump et al.,
2002). Estudios de pérdida de funcién de los receptores Robo han proporcionado
evidencia de que son necesarios para la proyeccion correcta de los tractos cortico-
espinales y talamo-corticales (Lopez-Bendito et al., 2007); confirmando que la funcion de
estas moléculas guia se encuentra conservada a lo largo del SNC y no sélo esta confinada

a la médula espinal.
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[ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a que los mecanismos que regulan la proyeccion axonal longitudinal ain no
se encuentran del todo descritos, es necesario identificar modelos de trabajo que nos
permitan su estudio. Tomando en consideracion que se cuenta con una descripcion
detallada de la proyeccion longitudinal del TPOC (Figura 2), a lo largo del desarrollo de
varias especies, y que se tienen herramientas metodologicas especificas para su estudio
in vitro, se puede afirmar que la proyeccion del TPOC es un modelo apropiado para
estudiar los mecanismos que regulan la proyeccion axonal longitudinal durante el

desarrollo embrionario de los vertebrados.

Aln no se conocen cuales son las moléculas que participan activamente en guiar la
proyeccién longitudinal de este tracto, por lo que aln queda mucho por investigar al
respecto. En este trabajo se estudié la proyeccion del TPOC enfocandonos en las
primeras etapas del desarrollo embrionario del raton con el objetivo de identificar si el
sistema Slit y Robo actia directamente en el control de la proyeccion del tracto y
establecer si las sefiales mediadas por Slit y Robo son necesarias para guiar su

trayectoria in vivo.

Figura 2. Descripcion del sistema de estudio A) Inmunotincién con
calbindina D-28K del nTPOC (B) Proyeccion longitudinal de los
primeros ndcleos neuronales en el desarrollo embrionario.
Abreviaciones: p, prosémeras; r, rombomeras; M, mesencéfalo; op,
tallo o6ptico; I, istmo; RTS, neuronas reticuloespinales; sMMT
neuronas del tracto mamilotegmental; INC, neuronas del nucleo
intersticial de Cajal; sRFT neuronas del fasiculo reticular.
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IV. HIPOTESIS

La sefializacion mediada por las moléculas quimiotrépicas del sistema Slit-Robo
participa en el control de la proyeccion caudal a lo largo de la ruta longitudinal del tracto de
la comisura postoptica, TPOC.

V. OBJETIVOS

Objetivo General

Analizar el papel de las regiones neuroepiteliales del prosencéfalo que controlan la
direccion del crecimiento longitudinal del TPOC durante el desarrollo embrionario del ratén
a través del estudio del efecto del sistema Slit/Robo sobre la proyeccién longitudinal del
tracto.

Objetivos particulares:

1. Caracterizar la proyeccion del TPOC durante el desarrollo embrionario del raton

por medio de tincion inmunohistoquimica.

2. Describir los patrones de expresion las de las moléculas quimiotrépicas Slits y

Robos en los estadios E9.5 a E11.5 de ratén.

3. Establecer la técnica de cultivo in vitro de cerebros completos de embriones de

raton.
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4. Estudiar el efecto de la expresion ectopica de las moléculas Slit en la regulacion de
la proyeccion del TPOC, mediante electroporacion del tejido neural de cerebros

completos de embriones de raton.

5. Evaluar la proyeccion del TPOC en ausencia de la funcion de los receptores Robo

in vitro.

6. Evaluar el efecto de la pérdida de funcion de Slit y Robo, sobre la proyeccion
longitudinal del TPOC, mediante el estudio de embriones de ratones nulos
(knockout) para estos genes.
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VIl. MATERIAL Y METODOS

Animales. Se utilizaron ratones CD-1 (Mus musculus) de 9.5, 10.5 y 11.5 dias de
gestacion, E9.5, E10 y E11.5 respectivamente. La mafana del dia del tapon vaginal se
considera como el dia embriénico o estadio E0.5 que equivale a 12 horas post coito. Los
ratones fueron sacrificados mediante dislocacion cervical e inmediatamente se realizaron
incisiones abdominales para extraer todos los embriones y colocarlos en solucién Salina

Ringer (Ver apéndice) para mantener el tejido vivo.

La dislocacion cervical de los animales se llevo acabo de acuerdo a la Norma sobre
especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de
laboratorio, NOM-062-Z00-1999, que se encuentra dentro del Catdlogo de normas
oficiales mexicanas (SECOFI, 1999). Asi mismo se tomo en cuenta el documento titulado
“The Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”, avalado por el Institute of
Laboratory Animal Resources, NRC, USA, institucion que guia el tratamiento que se les

da a los animales de laboratorio.

Inmunohistoquimica de embriones completos. Se utilizaron embriones de raton E9.5,
E10.5y E11.5 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, St. Louis, MO, EUA) al 3.5%, por al menos dos horas a 37°C, o bien se
fijaron toda la noche a 4°C. Las muestras se lavaron durante 24 horas en PBS (ver
apéndice ) / Tritdbn X-100 (JT Baker, 198-07, Deventer, Holanda) al 1% a 4°C, con un
minimo de cuatro cambios, para quitares los residuos de PFA. Después se cambi6 la
solucion de lavado por PBS/ Tritén 1% X-100 / H,0O; al 0.1% (JT Baker, 2186-01, Deventer,
Holanda) y se dejaron en esta solucion durante dos horas a temperatura ambiente. Al

finalizar se lavaron con PBS/ Triton 1% X-100 por una hora.

Se preincubaron los embriones en la solucion PBS /Tritbn 1% X-100/ suero de
cabra (Gibco BRL, 2481, Carlsbad, CA, EUA) al 10%, durante tres horas a temperatura

ambiente. Al finalizar la preincubacién se colocé el anticuerpo primario anti-Calbindina
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(conejo, 1:1000; CHEMICON, Millipore, AB1778, Billerica, MA, EUA) durante 72 horas a
4°C, en PBS / Triton al 1% X-100 / suero de cabra 10%. Al finalizar la incubacién con el
anticuerpo primario se lavaron los embriones con PBS / Tritdbn 1% X-100 durante 24 horas
a 4°C, con un minimo de cuatro cambios. Posteriormente se incubaron durante 48 horas a
4°C con el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa (Jackson ImmunoResearch, 111-
036-003, Pensilvania, Philadelphia, EUA), diluido 1:1000 en PBS / Tritdn 1% X-100 / suero
de cabra 10%. Al finalizar la incubacion con el anticuerpo secundario, se lavaron los

embriones con PBS /Triton 1% durante 24 horas a 4°C, con un minimo de cuatro cambios.

Doble inmunofluorescencia. Se utilizaron embriones de raton completos E10.5
preservados en PFA al 3.5%, por al menos dos horas a 37°C, o bien se fijaron toda la
noche a 4°C. Los embriones fijados se lavaron extensivamente y se crioprotegieron en
sacarosa (JT Baker, 4842-07, Deventer, Holanda). Se realizaron cortes transversales
secuenciales de 12 um de grosor que fueron colectados en laminillas. Se marcaron con
anticuerpos primarios anti B-tubulina Il (ratén, 1:1000, E7, del Developmental Studies
Hybridoma Bank, lowa, IA, EUA) y anti Robol policlonal (Long, Sabatier et al., 2004). La
deteccion se llevo a cabo con anticuerpos secundarios marcados con Cy3 y Alexa 483
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).

Sistema de cultivo in vitro de cerebros de ratén. Se implement6 en el laboratorio la
técnica de cultivo del tubo neural de embriones de ratén, tomando como base al trabajo
reportado por Echevarria et al, 2001. En resumen, las ratonas prefiadas fueron
sacrificadas por dislocacion cervical, los embriones fueron retirados del vientre y
colocados en Ringer estéril durante todo el proceso de diseccion de los tejidos
extraembrionarios. Al embrion limpio se le retiraron los arcos branquiales y se cortd
coronalmente a la altura de las vesiculas oticas. Posteriormente, se abrié a lo largo de la
placa del techo y se realizé una incision en la placa del piso a la altura de la flexura
cefélica, de tal forma que el embrién adquiere la forma de un libro abierto.

Finalmente, se colocaron dos embriones en una membrana de policarbonato con la
region ventricular hacia arriba. Las membranas fueron colocadas en cajas de cuatro

21



pozos (una membrana por pozo) con 700 pl de medio neurobasal suplementado con suero
de caballo (GIBCO, 16050-122, Carlsbad, CA, EUA) y con ampicilina (Roche, 835-242,
Basel, Suiza), de tal forma que quedaran flotando sobre el medio de cultivo. Las cajas se
colocaron en una incubadora a 37°C, en una atmosfera himeda con 5% de CO,. Esta
técnica muestra alta viabilidad y mantiene a los axones pioneros tales como el fasciculo
longitudinal medio (mlf) y el tracto mesencefalico del nervio del trigémino (TmesV),

proyectando en trayectorias similares a las mostradas in vivo (Echevarria et al., 2001).

Hibridacion in situ. Los patrones de expresion de Slitl, Slit2, Robol y Robo2 se
determinaron en embriones de raton CD1 usando sondas marcadas con digoxigenina,
obtenidas del laboratorio del Dr. Marc Tessier-Lavigne de la division de Investigacion de la
compafia Genentech Inc., en el Sur de San Francisco, California, EUA. Para la hibridacion

se utilizo la técnica modificada de (Wilkinson, 1992).

Se fijaron los embriones de 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 mas posible las membranas que recubren el tubo
neural. Se realizaron dos lavados con PBT durante 10 minutos cada uno. Después se
deshidrat6 el tejido con lavados en metanol (JT Baker, 9093-03, Deventer, Holanda) al
50% y metanol al 100% durante 10 minutos cada uno. La rehidratacién se realizé
mediante lavados consecutivos con gradientes descendientes de metanol en PBT al 66%,
50% y 33%. Se realizaron dos lavados con PBT de 10 minutos cada uno para eliminar el
metanol. Después se les agregd Proteinasa K (Roche, 1413783, Basel, Suiza) a una
concentracion final de 10 pg/ml en PBT durante 20 minutos. Inmediatamente los
embriones se postfijaron durante 20 minutos en PFA al 3.5% con glutaraldehido (GTH,
Electron Microscopy Sciences, 16310 Hatfield, PA, EUA) al 0.1% en PBT. Se realizaron
dos lavados de 10 minutos con PBT, seguidos de un lavado con una solucién 1:1 de PBT:
mezcla de hibridacién durante 10 minutos para después colocarlos en la mezcla de

hibridacion sola hasta que los embriones se hundieron.

La incubacion se realizd en una camara himeda con una solucion de formamida al

50% (JT Baker; M520-07, Deventer, Holanda) en agua destilada. Finalmente, se afiadio
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1ml mas de la mezcla de hibridacion precalentada el cual contenia la sonda (el mMRNA
antisentido) en un volumen tal que la solucion de la sonda fuera 1/20 parte de la reaccion
de hibridacion (8 ul de la sonda para 2 ml de volumen final). Se dejaron los embriones
incubando en la camara humeda a 70°C por 3 dias. Al término de este tiempo, se
realizaron dos lavados con la mezcla de hibridacién a 70°C durante 10 minutos seguidos
de tres lavados de 1 hora c/u con la mezcla de hibridacion a 70°C. Se lavaron los
embriones durante 10 minutos con una solucién 1:1 de la Mezcla de hibridacion y TBST
(ver soluciones) a 70°C, seguidos de dos lavados de 10 minutos cada uno y luego dos de
15 minutos cada uno con TBST a temperatura ambiente. Se bloquearon los embriones con
una solucién de TBST / suero de cabra inactivado al 10% (GIBCO, 1621-0072, Carlsbad,
CA, EUA). Se cambié esta solucion y se reemplaz6é por la solucion que contiene el
anticuerpo anti-digoxigenina 1:2000 y se dej6 incubar a 4°C toda la noche.

Se realizaron dos lavados con TBST de 10 minutos cada uno seguidos de cuatro
lavados de 1 hora cada uno con 6 ml de TBST. Se reemplazé el TSBT por TBST nuevo y
se dej6 lavando toda la noche. Al dia siguiente se lavd dos veces con NTMT (ver
soluciones) durante 10 minutos. Se dejo incubando con una soluciébn que contiene la
siguiente mezcla: 1.5 ml de NTMT, 4.5 ul de NBT (Roche, 1383 213, Basel, Suiza) y 3,5 ul
de BCIP (Roche, 1383 211, Basel, Suiza). Los embriones asi tratados se almacenaron en
una solucion 1:1 de PFA al 3.5% y PBS, a 4°C.

Electroporacion ectopica de las moléculas Slit y de delta Robol. Los embriones de
raton estadio E9.5 fueron retirados del vientre y colocados en solucién Ringer estéril
durante todo el proceso de diseccién de los tejidos extraembrionarios y durante la
electroporaciéon. Al embridn limpio se le retiraron los arcos branquiales y el exceso de
tejido no neural, se le realiz6 una incisién en la regidon mas caudal del tubo neural para
permitir el flujo de liquido en el interior del tubo. El proceso de electroporacion se realizo
introduciendo el ADN al tubo neural del embridbn mediante una microinyeccion hasta cubrir
el prosencéfalo por completo. Después se colocaron los electrodos, el catodo en el lado
derecho y el &nodo en el lado izquierdo del cerebro del raton en una region caudal al tallo
optico para asegurar la introduccion del vector en el tejido neural en la zona de interés.
Posteriormente se administraron tres pulsos eléctricos (de 30 V y 50 ms cada uno), con

un intervalo de 1s entre cada pulso.
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La concentracion de ADN utilizada para cada vector fue de 4ug/ul. Se utilizd un
colorante verde/azul para visualizar la inyeccion del ADN al tubo neural (Fast Green,
SIGMA, St. Louis, MO, EUA). Después de la electroporacion el embrion se cultivd por 48
horas como se ha descrito anteriormente con una incision en la placa del piso a la altura
de la flexura cefalica, de tal forma que el embrién adquiere la forma de un libro abierto.
Finalmente, el cultivo se inmunotifid con anticuerpos anti-calbindina para visualizar la
proyeccion del TPOC. Se tomaron fotografias digitales de los cultivos y las distancias de
elongacion se midieron mediante el programa computacional Corel Draw, tomando como
inicio del tracto las primeras neuronas positivas a calbindina y como el final la regiébn mas
distal del mayor fasciculo de las neuritas del TPOC. El andlisis mateméatico de los
resultados se realizé con el programa computacional MiniTab (Minitab Inc., State College,
PA, EUA). A las muestras se les aplicoé un analisis de homogenidad de varianza y la

prueba t-student para determinar si la diferencia de las medias era significativa.

Los vectores de expresion fueron obtenidos del laboratorio del Dr. Yi Rao del
Departamento de Anatomia y Neurobiologia de la Escuela de Medicina de la Universidad
de Washington, EUA. Se trabajo como grupo control un conjunto de embriones
electroporados con el vector de expresion para la proteina verde fluorescente (GFP),
mientras que el grupo experimental fue electroporado con una mezcla 1:2 de los vectores

de expresion.

Estudios de ratones nulos para Slits/Robo. Se utilizaron ratones dobles mutantes para
slitl/2 que se obtuvieron de la cruza de heterocigotos Slitl-/-; Slit2 +/- o Slitl+/-Slit2+/-
gue se han mantenido mediante cruzas de 6 a 10 generaciones. Los ratones mutantes
para Robol, Robo2 y Robol/2 se mantuvieron mediante cruzas con ratones silvestres
CD1. Los embriones fueron genotipados mediante PCR. Los homocigotos silvestres o los
heterocigotos obtenidos de las cruzas fueron utilizados como controles para el andlisis de
la proyeccion. Los embriones fueron sacrificados en el estadio E10.5 y fijados en
paraformaldehido al 4% en PBS 0.1 M a 4°C. Las ratones nulos fueron obtenidos con la
colaboracién del Dr. Marc Tessier-Lavigne de la divisién de Investigacién de la compairiia

Genentech Inc., en el Sur de San Francisco, California, EUA (Grieshammer et al. 2004;
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Long et al. 2004; Lopez-Bendito et al. 2007) y analizados en colaboracion con Amy L.
Altick del laboratorio del Dr. Grant S. Mastick del Departamento de Biologia de la

Universidad de Nevada en Reno, EUA.

Para analizar las proyecciones del tracto se utilizo6 un marcador lipofilico
fluorescente Dil, tanto en los embriones mutantes como en los embriones control, como ya
se habia reportado (Mastick y Easter 1996; Nural y Mastick 2004). Se analizaron el
siguiente numero de embriones mutantes: Slitl+/+; Slit2+/+, n=2. Slit1+/+; Slit2+/-, n=1.
Slitl+/+; Slit2-/-, n=3. Slit1+/-; Slit2+/+, n=2. Slitl+/-; Slit2+/-, n=6. Slit1+/-; Slit2-/-, n=4.
Slitl-/-; Slit2+/+, n=3. Slitl-/-; Slit2+/-, n=6. Slit1-/-; Slit2-/-, n=5. Robol+/+; Robo2+/-, n=6.
Robol+/+; Robo2-/-, n=5. Robol+/-; Robo2+/+, n=4. Robol+/-; Robo2+/-, n=3. Robol-/-;
Robo2+/+, n=6. Robol-/-; Robo2-/-, n=5.
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VIIl. RESULTADOS

Caracterizacion de la proyeccion del TPOC durante el desarrollo embrionario del

raton por medio de tincién inmunohistoquimica

Se realizaron inmunotinciones con anticuerpos anti calbindina en embriones de
ratbn (Mus musculus) en estadios de E9.5 a E11.5. En E9.5 se puede observar la
aparicion del nacleo neuronal que da origen al TPOC, el nTPOC, en una region rostral y
ventral al tallo 6ptico (datos no mostrados). En E10.0 los axones prosiguen su proyeccion
alrededor de la frontera ventrocaudal del tallo éptico en direccién caudal siguiendo la
region alar del tubo neural y han llegado al inicio de la flexura cefalica (Fig. 3A). Para
E11.5 el tracto se ha curvado proyectando de forma paralela a la flexura cefalica y se
encuentra en el mesencéfalo (Fig. 3B). Estos resultados concuerdan con los ya reportados
mediante inmunitincion con anticuerpos anti B-tubulina Ill y marcadores lipofilicos (Easter
et al., 1993; Mastick y Easter, 1996). Estos resultados indican que los anticuerpos para
calbindina son un marcador viable de los axones del TPOC en embriones de raton en los

primeros estadios de su proyeccion.
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Figura 3. Embriones de ratdn inmunotefiidos con anticuerpos anti calbindina.
A) Embrion del E10.5, B) Embrién de E11.5. Barra de escala 200 pm.
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Identificacién regiones del neuroepitelio que generen moléculas quimiotrépicas

capaces de controlar la proyeccidon caudal de los axones del TPOC

Tomando en cuenta el patron de proyeccion del TPOC y enfatizando que los axones
del mismo nunca invaden regiones basales del tubo neural, se realizaron una serie de
experimentos para identificar regiones del neuroepitelio que estuvieran secretando
moléculas con efectos quimiotropicos sobre los axones del TPOC y que su accion en
conjunto determinen su patron de proyeccién. Con este objetivo se estudiaron los patrones
de expresion de moléculas quimiotropicas involucradas en las proyecciones longitudinales

axonales pioneras como las semaforinas, las netrinas y las moléculas Slit.

El primer paso para cumplir este objetivo fue identificar qué receptores a moléculas
guimiotropicas expresa el nTPOC. En la literatura se encuentra reportado que durante los
estadio tempranos de desarrollo del raton (E9.5 a E10.5), no se observa expresion de las
netrinasly 2 en el prosencéfalo, ni de sus receptores DCC y UNC-5 en la region donde se
encuentra el NnTPOC (Funato et al., 2000). Por lo que se ha descartado la participacion de
estas moléculas en el control de la proyeccion del TPOC en los primeros estadios de

desarrollo del raton.

En Xenopus, se ha documentado que la expresion de Npn-1 por las neuronas del
TPOC esté relacionada con la formacion de la primera comisura de este tracto en el
mesencéfalo. La sobreexpresion de este receptor altera el patron de proyeccion del TPOC,
sus axones entran a la comisura ventral, pero fallan en cruzar la linea media. Los autores
sugieren que los niveles de expresién de Npn-1 de las neuronas del TPOC, son criticos
para determinar el lugar donde estos axones alcanzan la linea media (Anderson, Jackson
et al., 2000). Debido a lo anterior realizamos una serie de hibridaciones in situ para definir
los patrones de expresion de las proteinas de la familia de las Semaforinas solubles
(Semas3) ligandos conocidos para las Neuropilinas (Chen et al., 1997; Varela-Echavarria
et al., 1997; Nakamura et al., 1998; Raper, 2000; Tamagnone y Comoglio, 2000).
Encontramos que ninguna de las Semas se expresa en la region del tallo 6ptico, salvo
Sema3A gue se expresa en el estadio E11.5 alrededor del tallo 6ptico; sin embargo, para

este estadio la proyeccion del TPOC ya ha alcanzado regiones mas caudales, por lo que
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el patron de expresion de Sema3A no coincide con el estadio en el cual inicia la

proyeccion del tracto en la rata (datos no mostrados).

Posteriormente se estudiaron los patrones de expresion de los receptores Robo y
sus ligandos las Slit, ya que forman parte de un sistema que participa en el control de la
proyeccion de tractos neuronales en el prosencéfalo (Nguyen Ba-Charvet et al., 1999;
Erskine et al., 2000; Ringstedt et al., 2000; Bagri et al., 2002). Tres distintos genes Slit
(Slit1, Slit2, Slit3) y tres distintos genes Robo (Robol, Robo2, Robo3) han sido clonados
en mamiferos, pero a la fecha s6lo Robol y Robo2 han demostrado ser receptores para
las Slit en estas especies (Marillat et al. 2002). En las hibridaciones in situ para los
receptores Robo, es posible observar la expresiéon de ambos genes en los estadios E9.5-
E11.5 en la region rostral donde se localiza el tallo éptico (ver Figura 4, cabeza de flecha),
la cual co-localiza con la regién que da origen al TPOC. Debido a que en etapas iniciales
en esa area del prosencéfalo sélo se encuentra el nTPOC en ratén (Easter et al., 1993)
podemos sugerir fuertemente que las neuronas del TPOC estan expresando los
receptores Robo (comparar la Figura 3A con la Figuras 4H y 4K).

Para comprobar si los axones del TPOC expresan los receptores Robo se realizé
una doble inmunitincion con anticuerpos anti B-tubulina para detectar a los axones (Figura
5A) y anticuerpos anti Robol (Figura 5B), en cortes transversales de embriones de raton
E10.5. Obtuvimos una co-localizacion de ambos anticuerpos en esta region del
prosencéfalo en particular en la region donde se localiza el NnTPOC (Figura 5C). Lo anterior
indica que las neuronas del TPOC expresan los receptores Robol y sugiere que

responden a la sefializacion mediada por las proteinas Slits.

Debido a que se encontré que el nTPOC expresa los receptores Robo, se realizaron
hibridaciones in situ de los genes Slitl, Slit2 y Slit3 en embriones de raton. Encontramos
que tanto Slitl, Slit2 pero no Slit3 se expresan en regiones ventrales del prosencéfalo en
desarrollo en estadios desde E.9.5 hasta E11.5, con patrones que sugieren su
participaciéon en la formacion del TPOC (Figura 4). A continuacion se brinda una

descripcion mas detallada de los patrones de expresion de estas moléculas:
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Slitl. En E9.5 Slitl se detecta en regiones ventrales y rostrales del tallo éptico y en
un camino continuo desde la regién ventral del diencéfalo hasta el rombencéfalo (Figura
4A). A lo largo de E10.5 y E11.5 Slitl muestra un patrén de expresion que delimita

dorsalmente la ruta por la cual proyecta el tracto (Figura 4B y 4C).

Slit2. En E9.5 la expresion de Slit2 es similar a la de Slitl pero ocupando una
region mas estrecha del neuroepitelio y en una region mas ventral. También se puede
observar en la region preoptica rostral y dorsal al tallo optico. Para E10.5 y hasta E11.5
Slit2 se expresa ademas en un domino ventral a lo largo de toda la extension rostro-caudal
del diencéfalo. En E11.5 se observa una expresion fuerte alrededor del tallo éptico (Figura
4D-F).

En E9.5 y E10.5 existe una region libre de Slit2 que coincide con la localizacion del
NnTPOC (Figura 4E, cabeza de flecha) entre los dominios predpticos y del diencéfalo
ventral de este gen. Por lo que este ligando podria estar participando en evitar la
proyeccion del TPOC hacia regiones ventrales del embrién en estadios posteriores del

desarrollo, cuando las neuritas del TPOC ya han elongado hasta la flexura cefalica.

Slit3. Desde E9.5 hasta E11.5 Slit3 no muestra un patrén de expresion en la region
del prosencéfalo. Pero fue detectado en una region ventral desde el mesencéfalo hasta la
meédula espinal (datos no mostrados) como ha sido reportado con anterioridad (Yuan et al.,
1999).
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Slit1

Slit2

Robo1

Robo2

Figura 4. Patrones de expresion de Sltl, Slit2, Robol y Robo2 en embriones de
raton. Vista lateral de los embriones. Barra de escala 100 um. Cabeza de flecha: region
donde se localiza el nTPOC.
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. Tallo 6ptico )

Figura 5. Doble imnunotinciéon del TPOC en un corte trasversal
de embrién de ratén E10.5. A) Tincién con B-tubulina Il en verde.
B) Tincion con Robol en rojo. Barra de escala 50 pm.

Considerando los patrones de expresion obtenidos para Slitl y Slit2 propusimos
que el papel de estas moléculas sobre las neuritas del TPOC, era el de evitar la
proyeccién ventral y dorsal del tracto en el prosencéfalo, mientras que en especifico Slit2
prevendria el crecimiento ventral del tracto en regiones basales del neuroepitelio. Lo
anterior seria consistente con el trabajo reportado por Bagri y colaboradores (2002), en el
cual proponen que las moléculas Slit participan en evitar que otros tractos en el
prosencéfalo, los tractos cortico-fugal y talamo cortical, crucen la linea media ventral,

manteniendo asi su posicion dorsal.

Desarrollo de un sistema de cultivo in vitro de cerebros completos de embriones de

raton

Esta técnica consiste en realizar cultivos del tubo neural completo de embriones de
ratbn (Mus musculus), en membranas de policarbonato por 48 horas. Estos cultivos
permiten la visualizacion del neuroepitelio completo, asi como un seguimiento de la
dependencia temporal de los cambios que sufre el embrion durante el desarrollo.
Asimismo, es posible realizar electroporaciones con vectores de expresion de diversas

moléculas guia para expresarlas ectopicamente y valorar asi su papel en la regulacion de
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la proyeccion del nTPOC (Echevarria et al., 2001). Las 48 horas durante las cuales el
sistema de cultivo es viable son suficientes para realizar los experimentos que nos lleven a

evaluar el papel de las proteinas Slitl y Slit2 en el control de la proyeccion del TPOC.

Hemos comprobado que a las 24 y 48 horas de cultivo, se mantiene de forma
aceptable la morfologia de las principales regiones en las cuales se divide el tubo neural
durante su desarrollo, a saber el prosencéfalo, el mesencéfalo y el rombencéfalo.
Asimismo, hemos encontrado que la proyeccion del TPOC en el cultivo sigue una patrén
de proyeccion que es representativo de la reportada durante los primeros estadios del
desarrollo del ratén in vivo (Easter et al., 1993; Mastick y Easter, 1996). Mediante tinciones
inmunohistoquimicas con anticuerpos anti-calbindina hemos observado que la proyeccion
del TPOC mantiene su direccion caudal y que la proyeccion elonga conforme transcurre el

tiempo de cultivo, obteniendo una distancia mayor en los cultivos de 48 horas (Figura 6).

Figura 6. Inmunotincién de un cultivo de 48 horas
de un embrién de ratébn E9.5. Inmunotincion con
anticuerpos anti-calbindina. To, tallo optico. Barra de
escala 200 pm.

Para comprobar si los patrones de expresiéon de las Slit, en particular Slitl, se ven
alterados por la manipulacién que sufren los embriones al colocarlos en cultivo, y con el fin
de establecer si la expresién sigue un patrén similar al que encontramos in vivo, se
realizaron hibridaciones in situ para este gen a las 24 y a las 48 horas de cultivo (Figura 7).

Observamos que los patrones de expresion de Slitl se conservan en los cultivos de forma
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similar a la que encontramos en el embriébn completo. A las 48 horas de cultivo adn es
posible observar el patron de expresion de Slitl en la region ventral del prosencéfalo,
aunque ya se ha perdido un poco la expresion dorsal al tallo 6ptico. Estos resultados
concuerdan con los reportados por Echevarria y colaboradores (2001), quienes analizaron
el patron de expresion de varios genes en este sistema de cultivo y demostraron que
mantienen su patrones de expresion espacio-temporales, indicando que los ejes anterior-

posterior y dorso-ventral se mantienen en este tipo de explantes.

Figura 7. Patron de expresion de slitl en cultivos de encéfalo completo. A) Tiempo cero ratén
de E9.5, B) Embrion con 24 horas. de cultivo, C) Embrién con 48 horas de cultivo. La linea
punteada indica la linea media ventral del embrién; to, tallo 6ptico; M, mesencéfalo; vo, vesicula
Otica.
Con base en estos datos, podemos concluir que los cultivos de cerebro completo de
embriones de ratdn, son una técnica viable para el estudio in vitro de la proyeccion inicial

de TPOC.

Andlisis del efecto de la expresion ectopica de Slitl y Slit2, en la regulacién de la
proyeccion del TPOC en cultivo

Expresion ectépica de Slitl. Se realizaron electroporaciones para evaluar el papel de la
expresion ectopica de Slitl sobre el patron de proyeccion del TPOC. Tomando como base
los cultivos de tubo neural se electroporé un vector de expresion para la proteina Slitl en
una region caudal al tallo 6ptico en la region alar a la altura del hipotalamo ventral donde
no hay expresion enddgena de este ligando. Asi, al iniciar su elongacion las neuritas del
TPOC, se encontraran con una regién que expresa Slitl, y que de acuerdo a su efecto
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quimiorrepelente, desviara la direccion de proyeccion del TPOC o bien detendra su
elongacion. Los cultivos se dejaron incubando por 48 horas y posteriormente se
inmunotifieron con anticuerpos anti-calbindina para visualizar la proyeccion del tracto. Se
tomaron imagenes de los cultivos y se midio la distancia de elongacion mediante un

programa computacional.

En una descripcion cualitativa de los cultivos control (n=30), no se observan
diferencias entre los patrones de proyeccion del TPOC en el lado no electroporado
(izquierdo) en comparacion con el lado electroporado solo con GFP (derecho), por lo que
la elongacion del tracto parece ser simétrica en este grupo. Al medir la distancia de
proyeccion del TPOC entre ambos lados del embridn, encontramos que la media de
elongacion de las neuritas entre los dos lados no es estadisticamente diferente (p=0.892),
por lo que concluimos que la manipulacion experimental asi como la electroporacién con

GFP no altera la proyeccién del TPOC en el lado derecho.

En los cultivos experimentales (n=30), aquellos electroporados en el lado derecho
con Slitl y GFP, encontramos que las medias de elongaciéon del TPOC entre el lado
derecho (electroporado) y el lado izquierdo, no son estadisticamente diferentes (p=0.155).
Esto nos indica que la expresion ectopica de Slitl no altera la elongacion de las neuritas
del TPOC (Figura 8). Resultados similares se obtuvieron al comparar las medias de
elongacion del TPOC entre el lado derecho del grupo control (electroporado sélo con GFP)

y ese mismo lado pero del grupo experimental (electroporado con Slitl y GFP).

0.4 4
0.31
0.2 4

0.1+

Longitud (mm)

Izquierda Derecha

Figura 8. Valor de la media obtenida de la
elongacion del TPOC en electroporaciones con
Slitl. Cultivos experimentales, electroporados en el
lado derecho con Slit1:GFP.
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Sin embargo, encontramos que en el 20% de los casos (6 embriones de 30), el
TPOC proyecta de forma aberrante, extendiendo sus neuritas hacia regiones del
neuroepitelio que in vivo no invade (Figura 9). Lo anterior muestra evidencia de que si bien
Slitl no afecta la elongaciéon del TPOC, si afecta en algunos casos el patron de proyeccion

del tracto.

N .\
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bt

Figura 9. Cultivos electroporados con Slitl e imnunotefiidos con anticuerpos anti-
calbindina. Cultivos electroporados con Slitl y GFP en el lado derecho. Lado izquierdo grupo
control sin electroporacion. Las flechas muestran las elongaciones de las neuritas del TPOC,
mientras que la linea punteada muestra la localizacién de la linea media frontal; to, tallo dptico.
Barra de escala 200 pm.

Expresion ectdpica de Slit2. Tomando en cuenta que el TPOC expresa los mensajeros
para los receptores Robol y Robo2 los cuales se unen de manera similar a Slitl y a Slit2,
realizamos electroporaciones también con un vector de expresion de Slit2 en una regién

ectdpica, equivalente a la descrita para Slit1.

En los cultivos control (n=27) el TPOC proyecta de forma simétrica a cada lado del
tubo neural (p=0.659). En los cultivos experimentales se observa una reduccion en la
elongacion de las neuritas del TPOC en el lado derecho electroporado con Slit2, en
comparacion con las neuritas del lado izquierdo no electroporado. Comparando
estadisticamente ambos lados del embrion, encontramos que esta diferencia es
significativa (p=0.02, Figura 10). Asimismo, al comparar las distancias de la proyeccién del
TPOC entre los lados derechos de los cultivos controles (electroporados sélo con GFP)
con respecto a los cultivos experimentales (electroporados con Slit2), encontramos que
hay una reduccion estadisticamente diferente (p=0.031) de la elongacion de las neuritas

en los cultivos experimentales (no se muestra la grafica).
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Figura 10. Valor de la media obtenida de la
elongacion del TPOC en electroporaciones con
Slit2. Cultivos experimentales electroporados en el
lado derecho con Slit2:GFP.

También hemos observado proyecciones aberrantes en regiones por las que el
TPOC no proyecta in vivo en un total de 7 de 27 experimentos (Figura 11), lo que sugiere
que Slit2 esta actuando sobre las neuritas del TPOC reduciendo su elongacién y en
algunos casos induciendo proyecciones aberrantes del tracto.
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Figura 11. Imnunotincién con calbindina de un
cultivo electroporado con Slitl. Las flechas
indican la elongacién de las neuritas y la linea
punteada indica la linea media ventral; To; tallo
optico. La cabeza de flecha indica al nTPOC vy las
flechas indican la elongacién de las neuritas del
TPOC. Barra de escala 200 pm.
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Evaluacion de la proyeccion del TPOC en ausencia de la funcion de los receptores

Robo in vitro

Para profundizar el estudio del papel del sistema Slit/Robo en el proceso de guiar
al TPOC, analizamos el efecto de la expresion de un dominante negativo para el receptor
Robol (dnRobol), el cual carece del dominio de transduccion de sefales. Asi, ademas de
evitar la transduccion de la sefial mediada por Slit, secuestra estas moléculas en los
tejidos que rodean la regién donde se expresan, evitando su accién sobre las neuritas del
TPOC (Liu et al., 2004; Hammond et al., 2005). Este vector de expresion se electroporo en
embriones de raton E9.0 en la regién donde se localiza el nTPOC. Cuando comparamos la
longitud del TPOC de los cultivos electroporados con dnRobol y con GFP no se
observaron diferencias significativas en la elongacion de las neuritas (p=0.28, n=30, Figura
12).

Sin embargo, pudimos observar errores de proyeccion en 6 de los 30 cultivos
realizados, similares a los observados con las electroporaciones exdgenas de las
proteinas Slitl y Slit2. De forma sorprendente, se encontré que en 9 de los 30 cultivos se
puede observar un desplazamiento en sentido dorsal de los cuerpos neuronales del
NTPOC y en cuatro de estos cultivos se pueden observar también efectos de errores en la
proyeccion axonal del tracto, un fenotipo nunca observado en el neuroepitelio de los

cultivos control (Figura 13).
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Figura 12. Medias obtenidas de la elongacion del TPOC.
En cultivos experimentales, electroporados en el lado
derecho con dnRobol: GFP.
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Figura 13. Inmunotincién con calbindina de un
cultivo electroporado con dnRobol en el nTPOC.
Las células del nTPOC se desplazaron en sentido
dorsal en el lado electroporado indicadas en con a
cabeza de flecha. La elongacion aberrante del TPOC
esta indicada por la flecha completa, la linea punteada
indica la linea media ventral To, tallo éptico Barra de
escala a 200 pm.

Evaluacion el efecto de la pérdida de funcién de Slits y Robo, sobre la proyeccién
longitudinal del TPOC, mediante el estudio de embriones de ratones nulos

(knockout) para estos genes.

Este andlisis lo llevo a cabo Amy L. Altick del laboratorio del Dr. Grant S. Mastick del
Departamento de Biologia de la Universidad de Nevada en Reno, EUA. Para evaluar la
pérdida de funcién del sistema Slit-Robo en la proyeccion del TPOC, se estudiaron
embriones de ratones E9.5 a E11 nulos para Slitl, Slit2, Robol y Robo2. Se utilizé un
marcado lipofilico Dil en el nTPOC para marcar de forma anterdgrada los axones en

crecimiento en estos embriones.

Los embriones dobles mutantes homocigotos, que carecen de los cuatro alelos para
los receptores Robo, muestran defectos de proyeccion severos (Figura 14B-F). Las
proyecciones iniciales se asemejan a las encontradas en los ratones silvestres, con fibras
proyectando en un fasciculo compacto a lo largo de la region ventral del tallo Optico y
abriéndose un poco conforme proyectan a través del diencéfalo a la altura del talamo. En
los dobles mutantes un subgrupo de axones diverge de forma anormal alrededor del tallo

Optico y gira dorsalmente en la regidén predptica, como los observados en los cultivos
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neuronales (Figura 14F). Muchos axones del TPOC proyectan en direccion del diencéfalo
pero se abren perdiendo la fasiculacion del tracto y muestran proyecciones aberrantes en
sentido dorsal y ventral (Figura 14D). Otro subgrupo proyecta ventralmente hacia y a
través la linea media del hipotdlamo (Figura 14E), un fenotipo nunca visto en los ratones

silvestres.

Para estudiar la posible accion redundante entre los receptores Robo, mutantes
sencillas para cada uno de estos receptores también fueron examinadas. Mientras que la
pérdida de Robol genera un patrén similar al del ratdn silvestre (Figura 14B), la pérdida de
Robo2 afecta a una fraccion de los embriones estudiados (2 de 5) en los cuales el tracto
se abre conforme los axones pasan a través del talamo (Figura 14C). El fenotipo Robo2-/-
fue menos severo que el observado en los dobles mutantes, ya que no se observaron

errores drasticos de proyeccion alrededor del tallo éptico y hacia la linea media ventral.

También se realizaron marcajes del TPOC en embriones con combinatorias de los
alelos para Robol y Robo2 (n=24), la mayoria de estos embriones muestran un fenotipo
similar al del ratén silvestre. Pero en 5 de los 25 individuos, algunos de los axones
realizaron proyecciones dorsales alrededor del tallo 6ptico, sin embargo cabe resaltar que
los errores no fueron tan drasticos como los observados en los doble mutantes. Este
analisis sugiere que tanto el receptor Robol como el Robo2 son suficientes para guiar la
proyecciéon del TPOC en su trayectoria mas rostral a través del diencéfalo (no se muestran

figuras).
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Figura 14. Patrones de proyeccién del TPOC en ratones nulos para robol, robo2, slitl y slit2.
Marcaje con Dil del TPOC en embriones de ratén E10.5-E11. A) Diagrama del prosencéfalo anterior (rostral
a la izquierda) mostrando la trayectoria del TPOC asi como la localizacion de los cristales del Dil. B y C)
Mutantes sencillos para Robol y Robo2. D) Doble mutante para Robol/2 mostrando errores en la
proyeccién del TPOC (corchetes) y una proyeccion menos angosta. E) vista de la linea media ventral de un
doble mutante para Robol/2 donde el TPOC invade la linea media ventral. F) vista aumentada de un
embrion mostrando proyecciones dorsales alrededor del tallo éptico. G) Homocigoto mutante para Slitl. H)
Heterocigoto mutante para Slitl/2 mostrando proyecciones alrededor del tallo 6ptico (corchete). I) Mutante
para Slit2 que muestra una proyeccion del TPOC mas ancha (corchetes) y se observa de forma bilateral en
2 de los 3 embriones estudiados. J) Mutante doble para Slitl/2 que muestra errores graves de proyeccion.
Os, tallo 6ptico; vml, linea media ventral. Barra de escalaaB-Dy G-Ja 100 umyen EyF a 50 um.

Para probar la funcién de las moléculas Slits en el control de la proyeccién del
TPOC se analizaron embriones nulos de raton para Slitl y Slit2, asi como un conjunto de
ratones con varias combinatorias de estos dos alelos. En general, los mutantes nulos para
Slitl presentan una proyeccion normal del TPOC (Figura 14G), mientras que Slit2 tiene un
papel mas importante ya que ratones homocigotos con alelos nulos presentan errores de
proyeccion del TPOC (Figura 14l). De forma sinérgica estos errores son mas evidentes en
ratones doble mutantes para estas proteinas (Fig. 141, J), donde los axones del TPOC
muestran errores de proyeccion severos proyectando ventral y dorsal a su habitual
trayecto de tal forma que el tracto se abre y pierde su fasiculacion. En 5/5 mutantes los
errores de proyeccién son similares a los que presentan los ratones dobles mutantes de
Robol/2. Asimismo y debido probablemente a los cambio de direccion que presentan

estos axones el tracto parece ser mas corto en los mutantes dobles de Slit que en los
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embriones control. En los ratones con combinatorias de los alelos nulos, la penetrancia del
fenotipo se reduce y es posible observar estadios intermedios en los errores de
proyeccién, incluyendo proyecciones aberrantes en las regiones dorsales y ventrales
(Figura 14H).
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IX. DISCUSION

En este estudio se ha presentado evidencia de la expresion y la funcién de las
proteinas Slit y Robo que muestra su participacion en el control de la proyeccion del TPOC
en el prosencéfalo. Asimismo mostramos evidencia de que el sistema Sli-Robo determina
la posicién dorso-ventral de las neuronas que dan origen al TPOC, nTPOC, situadas en la
region rostral del tallo 6ptico. Caracterizamos el patrén de expresion de Slitl y Slit2 (E9.5-
E11.5) en el prosencéfalo rostral del raton y encontramos que limita la trayectoria del
TPOC en regiones alares del diencéfalo, evitando la elongacion de las neuritas en sentido
ventral. Por otro lado se comprobo la expresion de los receptores Robol y Robo2 por las

neuritas del TPOC mediante hibridacion in situ e inmunohistoquimica.

Para estudiar el efecto de la accion enddgena del sistema Slit-Robo se realizaron
electroporaciones de vectores de expresion de Slitl y Slit2 en embriones de raton E9.5,
encontrando que la expresion ectdpica en una region caudal a la proyeccion del TPOC
produce proyecciones aberrantes del tracto en sentido dorsal al tallo 6ptico asi como una
disminucion en la elongacion de las neuritas para el caso de Slit2. Por otro lado, la
expresion ectopica de un dominante negativo para el receptor Robol (dnRobol) en la
region donde se localiza el nTPOC genera errores de proyeccién, similares a los
observados con las electroporaciones exdégenas de las proteinas Slitl y 2. De forma
sorprendente, se observl un desplazamiento en sentido dorsal de los cuerpos neuronales

del nTPOC un fenotipo nunca observado en el neuroepitelio de los cultivos control.

Mediante la colaboracién con Amy L. Altick del laboratorio del Dr. Grant S. Mastick
del Departamento de Biologia de la Universidad de Nevada en Reno, EUA, se estudi6 la
proyeccion del TPOC en embriones de ratones E9.5 a E11 nulos para Slitl, Slit2, Robol y
Robo2. Se encontré que en los embriones dobles mutantes homocigotos para las Slits
muestran defectos de proyeccion en el TPOC el cual va perdiendo su fasiculacion. En el
caso del doble mutante de los Robo, un subgrupo de axones gira dorsalmente en la region
predptica, el resto proyecta en direccion del diencéfalo pero se abren mucho perdiendo la

fasiculacion del tracto.

42



Patrones de expresion de Slits y Robos en el prosencéfalo y su relacion con la

proyeccioén longitudinal del TPOC.

Se han realizado esfuerzos por encontrar una correlacion entre dominios de
expresion de genes de desarrollo temprano y los patrones de proyeccion de tractos
pioneros. Hjorth y Key (2001), obtuvieron patrones de expresion espacio-temporales de
diversos genes en la zona del prosencéfalo del pez cebra en desarrollo, con el fin de
comparar los dominios de expresion con las rutas por las cuales proyectaban los tractos
pioneros en esta especie. No hay evidencia de una relacion clara entre los dominios de

expresion y las trayectorias de los tractos.

Esta reportado que durante los estadio tempranos de desarrollo del ratén (E9.5 a
E10.5), no se observan patrones de expresion de las Netrinas, ni de sus receptores
(Funato et al., 2000). Por otro lado en experimentos previos hechos en el laboratorio,
encontramos que las Semaforinas solubles no muestran patrones de expresion que
coincidan en tiempo en la regién del prosencéfalo donde se encuentra el nTPOC. Por lo

gue estas familias de moléculas quimiotropicas se descartaron para estudios posteriores.

Marillat y colaboradores (2002), estudiaron los patrones de expresion del sistema de
sefalizacion Slit-Robo moléculas Slit identificadas en mamiferos, Slitl, Slit2 y Slit3, y los
receptores Robol y Robo2, encontrando 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, se sabe que el sistema Slit-
Robo participa activamente en el desarrollo correcto del sistema visual y olfativo en
mamiferos (Li et al., 1999; Erskine et al.,, 2000; Plump et al., 2002). Este patrén de
expresion parece estar conservado ya que Robol y Robo2 se localiza en estas mismas
regiones en etapas iniciales del desarrollo del prosencéfalo del pez cebra (Lee et al.,
2001). Asimismo, se ha caracterizado la expresion de este sistema para regular la
proyeccion axonal en el lado ipsilateral del cerebro embrionario antes de que crucen la
linea media en D. melanogaster (Kidd et al., 1998; Guthrie, 2001).

Con los datos de los patrones de expresion in situ de las proteinas Slit y Robo

encontramos que los dominios de expresion de Slitly Slit2 delimitan la trayectoria del
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TPOC durante su proyeccién a lo largo de esta region en E9.5-E11. Asimismo, Slit2 se
expresa en la region ventral del diencéfalo limitando la proyeccion de las neuritas en este
dominio de expresion. Estos hechos concuerdan de forma general con los reportados en
el raton y en el pollo (Holmes et al., 1998; Li et al., 1999). Los mRNAs de Robol y Robo2
se detectaron en embriones de raton en la region del neuroepitelio que contienen a
NTPOC, patron que se observa también en el pez cebra (Lee et al.,, 2001). Asi, las
proteinas Slit estarian limitando la proyeccion del TPOC en el prosencéfalo de raton en
desarrollo, impidiendo la proyeccion ventral de éste, mecanismo similar al que se ha

descrito para Slitl en el tAlamo en desarrollo (Bagri et al., 2002).

Existe evidencia en la literatura de la participacion de otras moléculas en el proceso
de guiar al TPOC por su trayectoria en el prosencéfalo. El patron de proyeccion del TPOC
depende de otras moléculas como el gen morfogenético Pax6 y la proteina R-caderina. En
los embriones de raton mutantes para Pax6, el TPOC proyecta hacia el tAlamo ventral y
falla en establecer su trayectoria normal. La parte proximal del tracto se observa muy
fasciculada y se va abriendo en la regién caudal del tallo 6ptico. Sin embargo, se
observan algunos errores de proyeccion en sentido dorsal alrededor del tallo 6ptico e
incluso dentro de la vesicula cerebral. Muchos de estos axones formaron horquillas y
vueltas inesperadas. Mas aun, en algunos casos axones entraron en territorios ventrales
(Mastick et al. 1997).

Debido a que Pax6 es un gen morfogenético importante para el establecimiento de
esta zona, se analizd su efecto sobre a la expresidn de proteinas quimiotropicas. Se
encontré que la expresion alterada de las R-caderinas en ratones mutantes para Pax6
parece ser la responsable de algunos de los errores de proyeccion del TPOC descritos
anteriormente (Andrews y Mastick, 2003; Nural y Mastick, 2004). Asi, ademas de regular
la expresion de las R-caderinas y otros miembros de la misma familia que han sido
relacionados con la funcién de los receptores Robo (Rhee et al., 2002), Pax6 podria estar
regulando algunos aspectos de la sefalizacion Slit-Robo, en particular en regiones

caudales de la proyeccion del tracto.

En etapas posteriores del desarrollo del ratén, en particular en el estadio E15, el

TPOC expresa las moléculas de adhesion celular L1 y PSA-NCAM, las cuales participan
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en la fasiculacion de axones provenientes de las fibras opticas al TPOC (Chung et al.,
2004). En la literatura existen descripciones en las cuales un nucleo neuronal y el tracto
que forma, son guiados hasta sus células blanco por mas de un sistema quimiotrépico
(Varela-Echavarria et al., 1997; Zou et al., 2000; Plump et al., 2002; Hernandez-Montiel et
al., 2008). Lo anterior no es de sorprenderse, ya que es necesaria la accion de varios
sistemas redundantes con el fin de asegurar la correcta proyeccion de los tractos

neuronales durante el desarrollo.

Modificacion in vitro de la expresion Slitl y Slit2, en la regulacion de la proyeccién
del TPOC en cultivo

Sumado a los patrones de expresion del sistema Slit y Robo que sugieren su
participacion en el control de la proyeccion del TPOC, en el laboratorio se ha demostrado
que las neuritas del nTPOC responden a la proteina Slitl y Slit2 en cultivos de colagena.
Tomando en cuenta lo anterior, realizamos modificaciones de los patrones de expresion de
los genes Slitl y Slit2 en cultivo. Lo que observamos fue que la expresion ectépica de
Slitl y Slit2 en un dominio perpendicular a la proyeccién del TPOC induce errores de
proyeccion de las neuritas alejandose de la fuente de expresion de las Slits alrededor de la
regién caudal del tallo éptico, fenbmeno no visto en los cultivos control. Asimismo, en el
caso de los cultivos con Slit2 ex6geno, se observé una disminucién de la elongacion de las

neuritas.

Estos hallazgos son evidencia de que los axones del TPOC son capaces de
responder a la sefializacion mediada por Slitl y Slit2. Los resultados muestran que Slitl y
Slit2 participan en el posicionamiento dorso-ventral del TPOC durante su proyeccion
inicial, delimitando la region por la cual puede elongar e impidiendo la proyeccion hacia
regiones ventrales y dorsales. Un mecanismo similar de posicionamiento dorso-ventral se
ha descrito para otros tractos longitudinales principales del prosencéfalo en desarrollo
tales como el tracto-corticofugal, cortico-talamico, el cuerpo calloso, el tracto cortico-
espinal, el talamo-cortical, el tracto lateral olfatorio, asi como algunos tractos
hipocampales (Nguyen Ba-Charvet et al., 1999; Bagri et al., 2002; Nguyen-Ba-Charvet et

al., 2002; Lopez-Bendito et al., 2007).
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Algunos de estos tractos como el cortico-talamico, cortico-espinal y el talamo-
cortical se enciman y siguen al TPOC en su trayectoria, sugiriendo que el TPOC funciona
como un andamio para ellos. Algunos de los defectos de proyeccién que se observan en
los estudios de estos tractos pueden ser secundarios a errores en la trayectoria del TPOC,

pero que no fueron analizados en los articulos mencionados.

Tomando en cuenta que el patron de expresion de las proteinas Slit delimita la
region por donde proyecta el TPOC, que las neuronas del nTPOC expresan el receptor
Robol, que el nTPOC reacciona a las proteinas Slit y que la electroporacion ectdpica de
los ligandos Slit produce proyecciones aberrantes del TPOC, proponemos un modelo en
el cual las moléculas Slit participan en evitar que las neuritas del TPOC proyecten en
sentido ventral y dorsal en relacion al nTPOC, estableciendo asi la proyeccion
caracteristica de este tracto en las prosémeras mas rostrales. Este hallazgo es congruente
con la idea propuesta por Bagri y colaboradores (2002), respecto a que las moléculas Slit
participan en evitar la proyeccion en direccion ventral de tractos tardios en el prosencéfalo,
haciendo que éstos siempre mantengan sus proyecciones por las regiones dorsales del

encéfalo.

Proyeccion del TPOC en ausencia de la funcién de los receptores Robo

La expresion de un dominante negativo del receptor Robol, dnRobol, en la regién
del nTPOC causa proyecciones aberrantes del tracto hacia regiones dorsales en el
extremo caudal del tallo 6ptico. Este efecto es similar al encontrado en el desarrollo del
rombencéfalo del pollo donde la expresiébn de dominantes negativos para Robo genero
que en las neuronas motoras craneales proyectaran hacia la linea media ventral
(Hammond et al., 2005). Cabe mencionar, que en los cultivos estudiados no se observaron
proyecciones de las neuritas en direccién ventral en el diencéfalo. Esto podria deberse a la
presencia de una actividad residual del receptor Robol y a la presencia del receptor
Robo2, el cual no fue manipulado en estos experimentos. Sumado a lo anterior, en los
cultivos de embriones completos de ratébn en presencia de quimeras Robol/2-Fc para

bloquear la sefializacibn Robo/Slit, se observé que los axones del TPOC proyectan de
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forma anormal alrededor del tallo Optico dirigiéndose en direccion dorsal. Asi, los
resultados obtenidos por la M. en C. Claudia Garcia Pefa en el laboratorio confirman la
accion de las Slit directamente sobre el control de la proyeccién del TPOC.

De forma sorprendente la expresion del dnRobol causd un desplazamiento del
NTPOC en direccion dorsal al tallo éptico en un tercio de los cultivos analizados. Esa
regidbn muestra una expresion fuerte de Slit2 en el estadio E9.5 (Figura 4D,E). Esto sugiere
que la expresién del receptor y la accion de Slit2 permiten el posicionamiento dorso-ventral
del nTPOC en el tallo 6ptico. Consistente con estos resultados se ha encontrado que las
moléculas Slit y Robo participan en el posicionamiento de las neuronas colinérgicas en el
telencéfalo basal del raton (Marin et al. 2003) y en otros grupos neuronales de embriones
de Drosophila (Kraut y Zinn, 2004; Santiago-Martinez et al., 2006).

El sistema Slitl y Slit2 son necesarios para guiar la proyeccion del TPOC

El analisis de la proyeccion del TPOC en embriones mutantes para el sistema
Slit/Robo realizada por Amy L. Altick del laboratorio del Dr. Grant S. Mastick del
Departamento de Biologia de la Universidad de Nevada en Reno, muestra que en los
embriones mutantes para Robol y Robo2 el tracto se desfascicula de forma amplia.
Asimismo, se observan proyecciones aberrantes hacia la region del hipotalamo ventral que
incluso llegan a cruzar la linea media ventral. También se observa que algunos de los
axones proyectan de forma dorsal alrededor de la regién caudal del tallo 6ptico, fenotipos

gue nunca se presentan en los embriones silvestres.

El estudio de los embriones mutantes para Slitl y Slit2 revel6 fenotipos similares a
los observados en los mutantes Robo. De hecho, estos fenotipos se observan incluso en
los ratones nulos para Slit2, aunque con un nivel de penetrancia menor. Lo anterior
sugiere un papel predominante de Slit2 sobre el control de la proyeccion del TPOC.
Debido a que no se observan anormalidades en la proyeccién del tracto en los ratones
nulos simples para Robol o Robo2, concluimos que la actividad de los receptores es
redundante. Estos resultados van de acuerdo con los estudios realizados por Devine y Key

(2008), en el pez cebra en el cual analizan el papel de la sefalizacion mediada por Slit-
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Robo sobre el control de la proyeccion axonal longitudinal. En este estudio se demuestra
que los receptores Robo son necesarios para mantener la proyeccion fasciculada del
TPOC y que el sistema Slit-robo participa en el posicionamiento dorso-ventral del tracto.
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X. CONCLUSION GENERAL

En conclusion se ha presentado evidencia que relaciona a las proteinas Slitl y
Slit2 y a los receptores Robol y Robo2 en el control de la proyeccion del TPOC. Los
datos aqui presentados sugieren que en el prosencéfalo rostral las proteinas Slit limitan la
region por la cual pueden proyectar los axones del TPOC especificando una posicion
dorso ventral del tracto. Nuestros resultados muestran que tanto Slitl como Slit2 participan
en el posicionamiento dorso-ventral del TPOC durante su proyeccion inicial, canalizandolo
en un camino muy definido y directo en sentido caudal e impidiendo su elongacion a
areas dorsales y ventrales del prosencéfalo en desarrollo. Dado el caracter pionero de
esta proyeccion, es probable que este mecanismo de guia axonal tenga relevancia en la
proyeccién de otros grupos axonales que crecen sobre esta via.
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APENDICE DE SOLUCIONES

Ringer. Solucion salina Ringer pH 7.2: Se hace con una concentracion 0.1232 M de NacCl,
0.0015 M de CaCl2-2H20, 0.0049 M de KCI.

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 ( KH2PO4).

PEA 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 Na2HPO4
y 0.0014 M de KH2PO4.

PBT = PBS + Tween 20 al 0.1%,

Mezcla de hibridacion para 300 mL

Formamida 50% 150mL
SSC (20 X, pH 4.5) 1.3 X 19.5 mL
EDTA (0.5M, pH8) 5mM 3 mL
RNA de Levadura (20 mg/mL) 50 ugr/mL 750 pL
Tween-20 (10%) 0.2% 6 mL
CAPS (10%) 0.5% 15 mL
Heparina (50 mgr/ml) 100ugr/mi 600 pL
Agua destilada 105 mL
TBST Para 1 litro

Nacl 8gr

KCI 0.2gr

Tris -HCL pH 7.5 1M 25 mL

Tween-20 11 gr

Agua destilada

para llenar 1 litro

NTMT Para 50 ml
NaCl 5M 1mL
Tris-HCI pH 9.5 2M 5mL
MgCL2 2M 2.5 mL
Tween-20 10% 5mL
Agua destilada 37.5 mL
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Slit-Robo Signals Regulate Pioneer Axon
Pathfinding of the Tract of the Postoptic
Commissure in the Mammalian Forebrain

mmw ' AmyL. A]ﬁck, Ehuq:thGafm-PeEa, Hilevet Feyza Nural,
]IegaE:hﬂar.rn, Anﬂyahlﬁnlw Grant 5. Mastick,”

and Alfredo Varels-Echavarria

"Institute de MNeurohiodogia, Universidad Macional Anténoma de Mindoo, Cuenstarn, e o

of Biology, University of Nevada, Foeno, Mevada

Institute de Meurocienciz, Universidad Miguel Hemandez, Alicante, Spain

During eary vertebrate forebrain development, pionaar
axons establish a symmetrical scafiold descending lon-
gitudinally through the mstral forebrain, thus forming
tha tract of tha postoptic commissuma (TPOC). In
mouse embryos, this tract bagins to appear at embry-
onic day 9.5 (E9.5) as a bundle of axons tightty con-
strminad at a specific dosovental leval. We have char-
acterired the participation of the Sit chemorepellants
and their Robo eceptors in the contral of TPOC axon
projection. In E9.5-E11.5 mouse embryos, Robol and
Aobo? are exprassed in the nucleus ongin of the TPOC
{nTPOC), and Slit exprassion domains flank the TPOC
traiectory. Thase findings suggested that these proteins
are important factors in tha domovantral positioning of
the TPOC axons. Consistently with this role, Sit2 inhib-
ited TPOC axon growth in collagen gal cultures, and
intarfaring with Robo function in cultured embryos
induced projection emors in TPOC axons. Momover,
absance of both Siit1 and Slit2 or Robo1 and Robo? in
mutant mousa embryos revealad abarrant TPOC trajac-
tories, resulting in abnomal spreading of the tract and
misprojactions imto both vertral and dorsal tissues.
Thase results reveal that Slit-Robo signaling regulates
the domsoventral position of this pionser tract in tha
developing forabrain.  © 2011 Wiley-Liss, Ino.

Key words: knockout mouse; axonal projactions; brain
devalopmant; calbindin; axonal growth

Discrete sources ﬂlﬂmﬁ: cues in the developing
brain contml axon goo along longimdind routes and

orchestrate the formation of complex pathways (Eskine
et al., 2000; Bagri et al., 2002; Hemandez-Montiel et al,
3003, 2008). In mbnmg the earliest scaffold oct‘]mgim—
duu]ﬂmsm-ﬁ:tmdu:mgﬂ:ﬂi:nmdwc t & the
tmact of the postoptic commisure (TPCOC) The relevance
of this tract = a pioneer pathway has been revealed by its
ahlation in Xemopus embryos mild‘: canses abermnt pro-
jection of the supraoptic mct (Andeson and Key, 1996)
and of retinal axors [Taylor, 1991). Momrover, in zebm-
fish, its alsmence affects the pathfinding of wxons from the

C 2010 Wil ey Lk, Ine.

nudes of the posterior commisure at two different
choice points (Chimis et al., 1992),

As in other vertebrate embryos, the TPOC & the ear-
liest tract to form in the mouse dien alon, On E9.5,
TP aeore emerge from a nenronal nuclews located rostral
and ventral to the optic stalk (Exster et al,, 1993; Mastick and
Easter, 1996). By E10, the tract ha extended through the
ventral smpect of the diencephalic alar plate, where it merges
with other cady longitudinal axon bundles (Muml and
Mhstick, 2004). By E11.5, the maa reaches the midbrain and
metges with the mact of the mesencephalic nuclewrs of the
trigeminal nerve, The TPOC is conserved in vertehrate evo-
lution; in all venebrate examined, including mouse,
Kemopis [Anderson and Key, 1999), zebrafieh (Ros et al,
1992), and chick (Chedotal et al, 1995), the trct originates
and extends longimdinally from the msmlmost part of the
Lumina terminalis in the forebmin to the hindbrin,

Addmonal Soppoming Informason may be foond i che online wersion
af thi srmcle.
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