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Resumen

La creacion de los distintos linajes celulares que constituyen al sistema nervioso
durante el desarrollo en los mamiferos es un proceso finamente regulado en tiempo. Asi,
durante las etapas tempranas de la ontogenia, las células troncales neurales (CTNs)
esencialmente originan neuronas. Sin embargo, al transcurrir del tiempo, el potencial
neurogénico de éstas decae dando paso a una etapa gliogénica que se conserva a lo largo
de la vida postnatal en la mayor parte de las regiones del sistema nervioso. Actualmente,
el modelo sobre la transicion de neurogénesis a gliogénesis durante el desarrollo
considera: cambios en el nicho de las CTNs y diferencias en la remodelaciéon de la
cromatina y en la afinidad por los factores de transcripcién neurogénicos versus los
gliogénicos, como los responsables de la pérdida del potencial neurogénico. Sin embargo,
este modelo no contempla numerosos estudios de la zona subventricular, una zona en
que las CTN no pierden la capacidad de generar neuronas hasta etapas adultas. Tales
estudios han enfocado su atencién a moléculas reguladoras del ciclo celular que al ser
expresadas o inhibidas cambian el patrén del potencial de auto-renovacién y
diferenciacién de las CTNs.

De esta manera, nuestra propuesta es que moléculas que hasta ahora se

consideran como reguladoras del ciclo celular (p16, p19*%*

y Bmil) pudiesen también
participar en la modulacién del potencial de diferenciacion de las CTNs. Incorporar al
modelo la participacidon de estas moléculas reguladoras del ciclo celular contribuird a que
se explique el por qué de la irreversibilidad en el potencial de diferenciacion de las células

troncales neurales a lo largo del tiempo.

Con el propésito de analizar esa hipdtesis en nuestro estudio evaluamos la

expresion de p19ARF

y p16, inhibidores del ciclo celular, en la transicidon neuro-gliogénesis
asi como, la expresion de Bmil, que promueve la progresion del ciclo celular. Nuestros
resultados demuestran que al tiempo en que la etapa neurogénica llega a su fin la
expresion de Bmil disminuye. Por otra parte, no encontramos expresion de los

inhibidores del ciclo celular p16 y p19ARF

en las etapas estudiadas. Es por esto, que en
nuestro trabajo concluimos que la restriccidn del potencial neurogénico del las CTN
medulares se asocia con un decremento de la expresion y disponibilidad de Bmil de la

etapa neurogénica a la gliogénica.



Introduccion

Durante la ontogenia, las células troncales neurales (CTNs) dan origen a una
progenie capaz de diferenciarse en neuronas. El potencial de diferenciacién neuronal, sin
embargo, no es permanente sino que se restringe a etapas del desarrollo embrio-fetal en
la mayor parte de las regiones del sistema nervioso central. Los mecanismos que
conducen a esta pérdida rdpida y progresiva del potencial neurogénico de las CTNs
embrio-fetales son poco claros. Sin embargo, la concepcién dominante sugiere que la
interaccion de factores epigenéticos, microambientales y genéticos, con el paso del
tiempo, favorece la expresiéon de fenotipos gliales, situacion que restringe el potencial
neurogénico de las CTNs. Recientemente, se ha mostrado que las CTNs adultas producen
Bmil y HMGA2, moléculas que promueven la progresion del ciclo celular, durante la fase
neurogénica (Nishino et al. 2008; Molofsky et al. 2003) y p16 y p19"*
celular, cuando su potencial neurogénico decae con el tiempo (Molofsky et al. 2005;

, inhibidores del ciclo

Nagao et al. 2008). Esta observacién sugiere que ademas de la regulacién epigenética de
genes proneuronales y/o progliales, moléculas que hasta ahora se consideran como
reguladoras del ciclo celular, pudiesen también participar en la modulacién del potencial
de diferenciacion de las CTNs. Con base en estas observaciones, en el presente trabajo
evaluamos los cambios en la disponibilidad de p16, p19"*F v Bmil durante la transicién

neuro-glial del potencial de diferenciacién de las CTNs en la médula espinal del ratén.



Antecedentes

Generalidades sobre las CTNs

Las células consideradas troncales poseen capacidades para renovarse y dar origen
a multiples linajes celulares. En términos generales, existen dos categorias. Por una parte
estan las células troncales embrionarias que provienen de la masa interna del blastocisto y
son capaces de producir cualquier célula del embridn, es decir son totipotenciales. Por la
otra, se ubican las células troncales adultas que se encuentran en los tejidos de los
dérganos maduros y tienen como funciéon la de proveer de precursores destinados a
generar células de reemplazo al érgano del cudl forman parte. Si bien, anteriormente se
asumia que éstas solo podian generar células de linajes especificos relacionadas con el
organo correspondiente (Gilbert 2010a), evidencia reciente sugiere que las células
troncales adultas son mas plasticas de lo previamente pensado por lo que ahora se les
considera multipotentes ( Rao 2005; Pelayo et al. 2011).

En los mamiferos, las CTNs son multipotentes. Estas son capaces de dar origen a
neuronas, astrocitos y oligodendrocitos cuando se ubican en los nichos correspondientes a
lo largo de las paredes ventriculares del sistema nervioso central durante la vida prenatal
(neuroepitelio ventricular; Wesselschmidt & Mcdonald 1999), o en la regién
subventricular de las paredes medial y laterales de los ventriculos homdénimos durante la
vida postnatal (Lim & Alvarez-Buylla 1999). Su proporcién varia de acuerdo a la zonas y a
la etapa del desarrollo en la que se encuentre el individuo (Temple 2001). Mientras que
durante la vida embrionaria y fetal las CTNs son abundantes a lo largo del sistema
ventricular y ductal, en el animal adulto los nichos neurogénicos altamente activos se
restringen a las capas subependimarias del bulbo olfatorio, telencéfalo e hipocampo (Lim
& Alvarez-Buylla 1999). No obstante el hecho de que existen otras regiones que poseen
células troncales remanentes, como la médula espinal (Weiss et al. 1996).

Las poblacién de CTNs presentes a lo largo de la vida se origina a partir de procesos
de induccion, competencia y especificacion progresivos de precursores celulares que
aparecen en el neuroectodermo embrionario durante la gastrulacién tardia (Gilbert
2010b). Ahora sabemos que Noggin, Cordina, Folistatina y Cerberus son proteinas que
participan de manera activa en el mantenimiento del linaje troncal neural, a través de
anatgonizar el efecto de aquellas pertenecientes a la familia de las proteinas
morfogéneticas de hueso (Figura 1; ver Pelayo et al. 2011). Una vez especificadas, las CTNs
incrementan su numero a través de divisiones simétricas. Posteriormente, la mayor parte
de las CTNs asi originadas inician rondas de divisiones asimétricas que conducen a la
formacién de CTNs amplificadoras; y estas a su vez, a la de células blasticas que se
diferenciaran en los principales linajes celulares que constituyen al sistema nervioso.
Algunas de las CTNs que resultan de las primeras rondas de divisiones simétricas pueden



entrar en un estado quiescente quedando de reservorios celulares a partir de los cuales la
poblacién de CTNs amplificadoras puede ser, en algunos sitios, restituida con el paso del
tiempo
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Fig. 1 Esquemas que ilustran la secuencia de los eventos de la ontogenia neural que le dan origen
las CTNs y los factores que promueven la diferenciacion de su progenie hacia los linajes terminales
(Modificado de Kintner 2002).

A lo largo de la vida de un individuo, incluyendo su desarrollo embrionario, las
CTNs pueden ser de tres tipos: precursores neurales, células progenitoras intermedias y
glia radial (Gilbert 2010b). Como se menciond, estas células se dividen simétricamente,
situacion que permite la auto-renovacién y amplificacidon de la poblaciones troncales de
base, al tiempo que se generan células progenitoras intermedias o amplificadoras (Pelayo
et al. 2011) que poseen un mayor potencial proliferativo y un cierto compromiso para dar
origen a las precursoras de los linajes terminales. Las CTNs de base o precursores neurales
primitivos se caracterizan por expresar Nestina, Sox1 y Oct4 independientemente de la
edad gestacional o postnatal.

Las células progenitoras intermedias generan, mediante divisiones asimétricas,
otro progenitor y una célula blastica. En fases definidas del desarrollo, su potencial de
diferenciacién muestra una preferencia para dar origen a neuronas (Temple 2001). En
etapas avanzadas del desarrollo posterior al periodo neurogénico, es posible detectar a
otra poblacidn celular con caracteristicas de célula troncal. Esta poblacién de progenitores



se genera de la anterior y tiene diferencias con las células progenitoras intermedias, pues
conduce a la diferenciacion glial (Gilbert 2010b). Si bien las células progenitoras
intermedias requieren del factor de crecimiento de fibroblastos para proliferar, los
progenitores gliales muestran una dependencia exclusiva por el factor de crecimiento
epidérmico para su propagacion al menos bajo condiciones in vitro (Winkler et al. 1998).

La tercera poblacién de CTN es la glia radial. En el embridn, ésta aparece en etapas
previas a la neurogénesis. La glia radial posee prolongaciones que alcanzan la superficie
pial desde la base del neuroepitelio germinal en donde tienen su cuerpo. Si bien se ha
documentado extensamente que este tipo celular brinda guias que facilitan la migracién
de los neuroblastos (Gilbert 2010b), los astrocitos radiales también parecen capaces de
proliferar asimétricamente y dar lugar a precursores neuronales y gliales al menos a nivel
de la corteza cerebral (Gotz et al. 2002).

Modelos sobre la regulacion del potencial neurogénico.

Como se comentd previamente, aunque se desconoce con precision el (los)
mecanismo(s) que conduce a la pérdida del potencial neurogénico, se ha propuesto que
esta circunstancia se relaciona con eventos genéticos intrinsecos programados que
conllevan a la expresiéon de genes progliales que interrumpen la expresiéon de aquellos
relacionados con la neurogénesis (Figura 2). En apoyo a esta posibilidad, se ha observado
que las CTNs incrementan, en determinada ventana de tiempo, la expresién de factores
de transcripcién que desfavorecen el mantenimiento del potencial neurogénico (e.g.,
proteinas de unién a CRE) cuando adquieren el potencial de diferenciacién gliogénico
(Kintner 2002). Ademads de lo anterior, se ha documentado que las variaciones en la
disponibilidad de factores micro-ambientales (Figura 2; Jalali et al. 2001) promueven, a
través de mecanismos epigenéticos, por ejemplo la desmetilacién de la histona 4, la
diferenciacién glial (Juliandi et al. 2010; Pelayo et al. 2011) . Observaciones recientes, sin
embargo, apoyan la idea de que moléculas inicialmente consideradas como reguladoras
del ciclo celular pudiesen participar en la modulacidn del potencial de diferenciacion de
las CTNs. En particular, se observd que las CTNs adultas incrementan la disponibilidad de
pl6 vy p19ARF y p21 tan pronto como empiezan a perder su potencial neurogénico en
edades avanzadas de la vida (Molofsky et al. 2005; Nishino et al. 2008; Fasano et al. 2007).
De esta forma, es posible que los cambios en la disponibilidad de estas proteinas también
pudiesen participar en el control de la etapa de transicién neuro-glial de las CTNs embrio-
fetales (Figura 2), con la consecuente pérdida del potencial neurogénico troncal en etapas
tempranas de la ontogenia.
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Fig. 2 Modelos sobre la pérdida del potencial neurogénico. Representacion grafica de los
mecanismos por medio de los cudles la CTNs adquieren un compromiso neuronal o glial. En
etapas tempranas del desarrollo las CTNs favorecen la generacion de neuroblastos y bloquean la
diferenciacion glial al expresar preferencialmente una serie de factores de transcripcién
proneurales, miembros de la familia bHLH (hélice asa hélice basica) como Mash |, Phox2a, c-Ret.
Ademds genes como NGN1 y NeuroD son importantes para el compromiso neurogénico.
Conforme pasa el tiempo factores de transcripcion como CBP (proteina de uniéon a CRE) y CRE
(elemento de respuesta a AMP ciclico) se expresan mayormente y la CTN pierde su potencial de
diferenciacidon neurogénico. Asi mismo, cambios en los factores micro ambientales influyen en el
potencial de diferenciacion al activar o inhibir factores de transcripcion. Por ejemplo, la via de
Notch inhibe la actividad de las proteinas proneurales. También, se ha visto que la pérdida del
potencial neurogénico en las CTN es estimulada por el factor de crecimiento de fibroblastos-2
(FGF-2) y que la gliogénesis es estimulada por el factor inhibidor de la leucemia (LIF) y factor

neurotrdéfico ciliar (CNTF). ™ La expresidon de estas moléculas reguladoras del ciclo celular pudiese

participar como un nuevo elemento en la diferenciacién neuronal y/o en la restriccion del
potencial neurogénico de las CTNs.



Reguladores del ciclo celular: Generalidades y Participacion en las CTNs

El presente trabajo se enfoca en las moléculas reguladoras del ciclo celular en el
punto de control inicial para la progresién del ciclo. Este estd entre la fase G1 vy la fase S,
donde la formacion del complejo ciclina D-Cdk4/6 es necesaria para que hiperfosforile a la
proteina Rb. Que a su vez, liberard al factor de transcripcidon E2F. E2F recluta complejos
que ayudan a relajar la estructura de la cromatina, como las acetilasas de histonas (HATs);
las cuales, contribuyen a activar genes en la fase S, y permiten que el ciclo continte. En
éste punto dos de las proteinas inhibidoras de Cdks (CKI) que impiden que el ciclo celular

continde son pl6y 19°%°

. p16 compite con la ciclina D por la unién a la Cdk 4/6 y por lo
tanto, impide la formacion del complejo ciclina D-Cdk4/6 (Jacobs et al. 1999; Lowe and
Sherr 2003). Por su parte p19*% promueve la actividad de p53 al inhibir a la proteina
MDM?2, inhibidora de p53. La funcidn de p53 es promover la transcripcion de p21Cip,
mediante la unién de p53 fosforilado a la region regulatoria del gen que lo codifica. La
proteina p21 es un CKI que actua dejando inactivo el complejo ciclina-Cdk de los puntos
de control G1/S y S (Ciclina E/A-Cdk2). De tal manera que indirectamente p19*% también
retrasa la progresion del ciclo celular o induce a senescencia celular. A su vez, el locus
INK4a esta reprimido por Bmi-1y Hmga2 (Figura 3).
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Fig 3. Participacion de los inhibidores p16 y p19 ARF en la regulacion de la progresion del ciclo
celular a través de Rb y E2F en el punto de inicio G1/S.

Bmil es parte del grupo de genes polycomb, que comprende alrededor de 20 proteinas;
las cuales mantienen estable la represion transcripcional al formar distintos complejos
multiprotéicos (PRC) en sitios cromosomales especificos llamados elementos de respuesta



a polycomb (PRE). Por su parte, los PRC reprimen la transcripcién ya que favorecen en la
compactacion de la cromatina. Entre los principales blancos del grupo de proteinas
polycomb estan los genes homedticos, que regulan procesos durante el desarrollo como la
formacidn de patrones y la diferenciacién. (Sustackova et al. 2012)

Bmil fue identificado como el primer miembro funcional del grupo de genes polycomb y
codifica para una proteina nuclear de 45-kDa ampliamente expresada. Por ejemplo, se ha
encontrado expresiéon de Bmil en: células troncales embrionarias, placenta, timo,
corazon, testiculo y cerebro. Ademas, ha sido descrito ampliamente en las CTN durante el
desarrollo y su expresién se restringe conforme el desarrollo progresa. De hecho, ratones
deficientes de Bmil, ademds de tener anormalidades hematopoyéticas y en huesos;
desarrollan sintomas neurolégicos incluyendo ataxia, convulsiones y temblores de tres a
cuatro semanas después de nacer (Zencak et al. 2005). Los analisis histopatoldgicos
revelaron una arquitectura cerebral normal pero, con una reduccién significativa de
tamafio, particularmente en el cerebelo en sus capas granular y molecular. Un andlisis de
Bmil durante el desarrollo mostrd su amplia expresion en las células troncales neurales
del cerebelo, especialmente en las células progenitoras amplificadoras. El ratén recién
nacido depletado de Bmil tiene un numero reducido de precursores neuronales
inmaduros, mientras que tiene en abundancia células postmitéticas que expresan el CKI
p27. Asi, se ha observado que Bmil estd relacionado con el control de la proliferacidn y la
senescencia a través de varios mecanismos (Jacobs et al. 1999; Bruggeman et al. 2005).
Uno de tales mecanismos es la represion del locus INk4a. De tal forma, que un incremento
en pl6 contribuye en parte a la reduccién de la autorenovacion de CTN del telencéfalo de
ratones deficientes de Bmil.

El otro regulador del sitio INK4a es Hmga2. Este es un miembro de la familia de proteinas
del grupo de alta movilidad, que corresponde a proteinas asociadas a la cromatina
(Nishino et al. 2008). Estas pueden modular la transcripcién al alterar la estructura de la
cromatina, aunque no tienen una actividad transcripcional intrinseca (Reeves 2001). Se ha
observado que Hmga2 esta expresado en células indiferenciadas durante el desarrollo y su
expresion decrece conforme el desarrollo fetal progresa; ademas su expresion
incrementa la autorenovacién de células troncales fetales y posnatales jévenes en
comparacion con las células troncales adultas, al regular negativamente a pl16ink4a y
p19Arf.

Por otro lado, se ha observado que la via p19**"-p53 regula la autorenovacién vy la
diferenciaciéon dependiendo de la edad. Asi, CTN de etapas tempranas del desarrollo
tienen un bajo nivel de p19 y retienen el potencial de autorenovacion y neurogénico.
Mientras que CTN de etapas tardias, con niveles de expresién de pl9 mas elevados



poseen baja capacidad de autorenovacion y generan predominantemente glia. La
sobreexpresidn de Myc o inactivacidn de p19 revierte las caracteristicas de las CTN tardias
y les da fenotipo de CTN de etapas jovenes. Contrariamente la inactivacion de Myc o la
expresion inducida de p19 atenua la autorenovacion e induce a una gliogénesis precoz, a
través de la modulacién de respuesta a sefiales gliogénicas (Nagao et al. 2008).



Planteamiento del Problema

El modelo actual que pretende explicar los mecanismos que conducen a la pérdida del
potencial neurogénico en CTNs embrio-fetales enfatiza la participacion de genes progliales
y de su regulacién en este proceso. Estudios realizados en CTNs adultas, sin embargo,
sugieren que proteinas primeramente definidas como reguladoras de la progresién del
ciclo celular pudiesen también participar en la restriccion del potencial neurogénico
troncal. El presente trabajo evalud la validez de este Ultimo postulado en periodos del
desarrollo prenatal con el objeto de establecer si constituye un principio general de
organizacion.

Hipétesis
P16y p19ARF incrementardn su disponibilidad, al tiempo que Bmil disminuira durante la
fase de transicion neuro-glial en la médula espinal embrionaria del ratén.

Objetivo General

Analizar la expresion de p16, p19*%*

y Bmil durante la transicion neuro-glial en la médula
espinal embrionaria del ratén.

Objetivos Particulares

v’ Caracterizar los perfiles de disponibilidad y la localizacién de marcadores
neuronales (doblecortina; DCX por sus siglas en inglés) y gliales (proteina acida
fibrilar; GFAP por sus siglas en inglés) durante las etapas neurogénica, de
transicidén neuro-glial y gliogénica en la médula espinal del ratén in situ, mediante
técnicas de inmunocitoquimica.

v’ Caracterizar los perfiles de expresion de los genes que codifican para p16, p19ARF y
Bmil durante las etapas neurogénica, de transicion neuro-glial y gliogénica en la
médula espinal del ratén, mediante técnicas de PCR tiempo real.

v’ Caracterizar los perfiles de disponibilidad y la localizacion de p16, p19*%*

y Bmil
durante las etapas neurogénica, de transicion neuro-glial y gliogénica en la médula

espinal del ratdén in situ, mediante técnicas de inmunocitoquimica.



Metodologia

Animales

Los experimentos que se describirdn a continuacién fueron realizados en embriones
(n=16) obtenidos de ratonas de la cepa CD1 (n=12) sacrificadas por dislocacién cervical a
los 11 (etapa neurogénica; Nornes & Carry 1978) o 14 (etapa de transiciéon neuro-glial;
Nornes & Carry 1978) dias de gestacion, siguiendo los protocolos en Hendrich & Bullock
del 2004. En el caso de los ratones con un dia de edad (etapa gliogénica; Nornes & Carry
1978), se anestesiaron por hipotermia para después ser sacrificados por decapitacién.
Durante la gestacidn las ratonas fueron mantenidas en condiciones estandar de bioterio,
bajo ciclos de obscuridad/iluminacién de 12 h y teniendo libre acceso a agua y alimento.
Los protocolos empleados fueron aprobados por la comisién de ética para la
experimentacion con animales del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la
Universidad Nacional Auténoma de México.

Obtencion, procesamiento y andlisis de las muestras de la médula espinal para la
valoracion de la expresion de Bmil, p16 y p19 por medio de PCR.

Los animales se sacrificaron de acuerdo a lo descrito en el parrafo precedente. Una
vez sacrificados los ejemplares, las médulas espinales cervicales fueron disecadas bajo el
microscopio estereoscopico. Para cada ensayo (n=4), se colectaron muestras de tres
animales por edad, las cuales se almacenaron a -70°C hasta su uso.

Con el objeto de extraer RNA mensajero, para los experimentos de PCR de punto
final se utilizd el estuche RNeasy Mini Kit de Qiagen (No. Cat. 74104). Siguiendo sus
instrucciones el tejido (20-30 mg) fue homogenizado en amortiguador comercial RTI y
centrifugado por 3 min a 8000 g a temperatura ambiente. El sobrenadante colectado se
diluyé vol/vol con etanol al 70% y se pasd a través de una columna RNeasy Mini
centrifugada a 8000 g por 15 seg a temperatura ambiente. El volumen decantado se
descarté y la columna volvié a centrifugarse pero ahora afiadiéndose 700 pl de
amortiguador RW1. Nuevamente, después de descartar el volumen decantado, la columna
se centrifugd por dos minutos, pero ahora agregando 500 pl de amortiguador RPE.
Finalmente, la columna se colocé en un tubo limpio de 1.5 mL y se le agregd 30ul de agua
libre de RNAsas, ejecutandose una centrifugacion final a 8000 g por un minuto.

En la extraccion de RNA para las reacciones de PCR cuantitativo se utilizé Trizol
grado biologia molecular. Se agregdé 1 mL de Trizol por cada 50 mg de tejido, y en éste se
macerd el tejido. Se dejo incubar las muestras por 5 min y se le agregé 200 pl de
cloroformo. Se agitaron los tubos y se incubaron por 3 min a temperatura ambiente. Al
homogenado resultante se le centrifugd por 15 min a 12000 rpm a 4°C. En este punto el
homogenado se separd en tres fases. Se transfiridé la fase acuosa e incolora a un tubo



limpio y el resto se deshechd de acuerdo a lo establecido para deshechos de Trizol. A este
sobrenadante se agregdé 500 pl de isopropanol y se dejé reposar por 8 h. Posteriormente,
la mezcla se centrifugd 10minutos a 12000 rpm a 4°C y descartd el sobrenadante. El pellet
resultante se lavd por lo menos 3 veces con etanol al 75% y finalmente, se dejé secar. El
RNA fue disuelto en 30 pl agua estéril libre de RNAsas.

La calidad del RNA mensajero aislado, mediante ambas técnicas, fue verificada en
un gel de agarosa (1%) y su concentracidn se estimé mediante nano-espectrofotometria.
Posteriormente las muestras fueron almacenadas a -70°C hasta su uso.

Para producir DNA complementario (cDNA) a partir del RNA mensajero purificado
se tomaron 2 ug de RNA pre-tratado con DNAsa | durante 15 min a 37°C, seguido de la
adicién de 0.5 pl de EDTA (60 uM) para evitar su degradacién. Posteriormente, la
retrotranscripcion del RNA se llevé a cabo utilizando el estuche de transcripcién reversa
de alta eficiencia siguiendo el protocolo recomendado por el proveedor (High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit; Applied Biosystems; Cat. 4368814). En breve, el RNA
mensajero se mezcld con 10 ul de la solucidn de retrotranscripcion constituida por 2ul de
amortiguador RT 10 x, 0.8 ul de mezcla de dNTP 25 x (100 mM), 1 ul de oligonucledtido
de T, 2 ul de RT Random Primers 10 x, 1 pl de la enzima transcriptasa reversa MultiScribe y
3.2 ul de agua libre de RNAasas. Esta mezcla se colocé en el termociclador programado
para desarrollar ciclos de retrotranscripcién de 10 minutos a 25°C, 120 min a 37°Cy 5 min
a 85°C. El cDNA obtenido se almacend a -20°C hasta su uso.

Para amplificar los transcritos de p16, p19 ARF

y Bmil utilizamos el estuche de
amplificacién disefiado por Promega (Cat. M7502) de acuerdo a sus recomendaciones. Las
caracteristicas de los protocolos empleados y las sondas utilizadas para la amplificacion de
los transcritos referidos se presentan en el Tablal. Como controles positivos de pl6 se

empled pulmén adulto y para p19 AR bazo adulto (10 semanas en el caso de los adultos).



Gen Protocolo Oligonucleétidos
Desnaturalizacion Alineacion Extension Sentido Antisentido
pl6 95°C 2 min 52°C 1min 72°C 1min CCCAACGCCC | GCAGAAGA
GAACT GCTGCTACG
TGAA
p194FF 95°C 2 min 52°C 1min 72°C1min | TGAGGCTAG | CAGAAGAG
AGAGGATCT | CTGCTACGT
TGAGA GAA
Bmil 95°C 2 min 53°C 1min 72°C 1min AGAAGAGAT | CAACTTCTC
TTTTATGCAG | CTCGGTCTT
CTCA CA

Tablal. Protocolos y oligonucleétidos empleados para la amplificacion de los transcritos de
p16, p19 %y Bmil.

Se realizaron ensayos de PCR cuantitativo para p19”%

. En estos utilizo el equipo
Rotor Gene segun las especificaciones del proveedor con un protocolo de 2 pasos (30 seg
a 95°Cy 60 seg a 60°C) con 20, 50 y 100 ng de cDNA; y posteriormente, con un protocolo
de tres pasos (30 seg a 95°C, 30 seg a 52°Cy 60 seg a 72°C). Sin embargo, los ciclos que se
presentaron fueron demasiado tardios por lo que fue imposible obtener un dato que

permita calcular la expresién relativa.

En el caso del PCR en tiempo real de Bmil, también se utilizé el equipo Rotor Gene
con un protocolo de 2 pasos (30s a 95°C y 60s a 52°C) en el que se agregd 20 ng de cDNA a
cada reaccién. Para la reaccidén utilizamos el reactivo SYBER GreenER de la marca
Invitrogen con No. de Cat. 11762-500 y los mismos oligonucleétidos que para el PCR de
punto final. Cada reaccién se puso por triplicado y los resultados se normalizaron con el
gen de mantenimiento GAPDH (Gliceraldehido Fosfato Deshidrogenasa) que forma parte
del juego de normalizadores Primer Design (No. De Catalogo ge-PP-6). Se escogid este gen
de mantenimiento debido a que un analisis con el software GeNorm, del juego de
normalizadores Primer Design, lo identificd como un gen de mantenimiento estable a lo
largo de las tres edades estudiadas (E11, E14 y P1). El gen de mantenimiento se amplificé
en las mismas condiciones. Se realizé una curva de disociacién de 52° a 95° C para
verificar, entre otras cosas, que amplificara un solo producto.

Se analizaron 6 grupos de 3 médulas de cada edad. Debido a que nuestro interés
era realizar una cuantificacion relativa de la expresion, la cuantificacion del RNAm fue
mediante el método de 2* -AACT. Para que el método de AACT sea valido es necesario
que las eficiencias del gen blanco y el gen normalizador sean aproximadamente iguales
(Livak and Schmittgen 2001). Para comprobar lo anterior, se realizé un ensayo en el que se




amplificd Bmil y GAPDH en 5 diluciones de cDNA base 10 iniciando en una concentracion
de 100 ng hasta 0.01 ng. Estas reacciones de amplificacidn se realizaron por triplicado de
modo que se obtuvo el Ct promedio tanto del gen problema Bmil como del gen
constitutivo GAPDH. Después, estos valores se graficaron contra el logaritmo de la
concentracion de cDNA y se obtuvo los valores de pendiente, R’ y eficiencia de reaccioén.
La eficiencia se calculé mediante la férmula E= 10 ‘%) -1 donde la letra S corresponde a la
pendiente de la curva estandar y la letra E a la eficiencia. En nuestro caso la eficiencia de
Bmil fue de 1.1397 mientras que la eficiencia de GAPDH fue de 1.1333 por lo que
consideramos que si son similares para poder aplicar el método de 2/ -AACT.

El método de 2” -AACT consiste en fijar un umbral de amplificacion en la fase lineal
de la reaccion que todas las curvas de amplificacidon pasen. Lo anterior, permite obtener
un numero de ciclo en el cual la curva de reaccién pasa el umbral, y es este valor el que se
conoce como Ct. De esta manera se obtienen valores de Ct para el gen a cuantificar y para
un gen de mantenimiento, cuya expresibn no cambia entre las condiciones
experimentales (en nuestro caso GAPDH). Asi, el valor de Ct del gen de mantenimiento se
resta al valor de Ct del gen problema como una forma de normalizar nuestros resultados.
Al resultado de esa diferencia se le llama ACt (Guénin et al. 2009). Debido a que esta es
una cuantificacién relativa, una de las edades se toma como calibrador para ver el
aumento o disminucion de la expresién en las otras dos edades. En nuestro caso tomamos
a la edad neurogénica E11 como calibrador, debido a que en esta edad las CTN tienen
potencial neurogénico y nuestro interés es saber qué ocurre cuando el potencial
neurogénico se pierde. Asi, al valor de ACt de E14 y P1 se le restd el valor de ACt de E11y
el valor resultante es el AACt. Finalmente, al valor de AACt se le eleva como potencia base
2. De esta manera se obtiene un valor normalizado de la expresidon de Bmil en donde E11
siempre serd igual a 1y las otras edades pueden subir o bajar su expresidn con respecto a
1.

Para saber si el cambio entre una edad y otra es estadisticamente significativo se
aplicaron dos pruebas por separado. El valor de significancia para ambas pruebas fue
definido en un valor de p<0.05. Una prueba ANOVA de una via donde mediante una
prueba de comparaciones multiples de Tukey solo se observaron diferencias significativas
entre E14 y P1; y la prueba T de Student donde se observd diferencia significativa entre
E11vsP1 y E14 vs P1.

Obtencioén, procesamiento e inmunotincion de la médula espinal cervical.

Los embriones obtenidos se fijaron por inmersién en paraformaldehido amortiguado
diluido al 4% durante 24 h, a una temperatura de 4°C. Posteriormente, los embriones se
deshidrataron a través de un gradiente de soluciones de sacarosa al 10%, 20% y 30%.
Finalmente, los embriones se incluyeron en el compuesto OCT (marca NEG 50 Thermo



Scientific No. Cat. 6502) y se congelaron con 4-metilbutano pre-enfriado con hielo seco.
Para el caso de las muestras obtenidas a partir de crias de un dia de vida postnatal, se
disecaron las médulas espinales en fresco y se fijaron y crio-protegieron siguiendo el
mismo procedimiento descrito para los embriones.

Para la ejecucion de los ensayos de inmunocitoquimica, primero se obtuvieron
cortes coronales (20 um) de los embriones y de las médulas espinales a nivel del
segmento cervical utilizando un criostato (-19°C). Los cortes se colocaron directamente
sobre laminillas cubiertas previamente con gelatina. Posteriormente, éstas se secaron al
vacio por 20 min. A continuacion, las muestras se incubaron con una solucidn que permite
desenmascarar antigenos (BioSB) diluida 1:20 a una temperatura de 65°C durante 1 h,
seguida de un periodo adicional de 15 min a temperatura ambiente. El tejido se lavo
cuidadosamente con solucidn salina (0.15 M) amortiguada con fosfatos (PBS; 0.1 M, pH
7.4) adicionada con tritén al 0.5% (PBS-T) en tres ocasiones, siendo cada lavado de 6 min.
En seguida, las muestras se incubaron con una solucién amortiguada de suero de caballo
(8%) diluido en PBS por 30 min a temperatura ambiente, para luego ser incubadas con los
anticuerpos primarios policlonales obtenidos en cabra y dirigidos contra Sox2 (1:500 en
PBS-T; Santa Cruz; Cat. Sc-17320) u obtenidos en conejo y dirigidos contra Bmil (1.250 en
PBS-T; ABcam Cat. ab38462), toda la noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente, se
realizaron tres lavados de 10 min con PBS-T y las muestras se incubaron con los
anticuerpos secundarios policlonales correspondientes obtenidos en burro y dirigidos
contra cabra acoplados a Alexa 555 (1:1000 en PBS-T; Molecular Probes; Cat. A21432) o
contra conejo (1:500 en PBS-T; Millipore; Cat. AP182B) por dos horas a temperatura
ambiente. Las muestras destinadas a la identificacion de Sox2 fueron lavadas con PBS-T,
incubadas con suero de cabra diluido en PBS-T y subsecuentemente destinadas para la co-
identificacion de la proteina doble cortina y de la proteina acida fibrilar glial (ver parrafo
siguiente). Por otro lado, las muestras destinadas para la identificacion de Bmil fueron
lavadas e incubadas con el complejo avidina-peroxidasa preparado de acuerdo a las
instrucciones del proveedor (VectaStain; Vector Laboratories; Cat. Pk-6100) durante 90
min a temperatura ambiente. Estas muestras se lavaron con PBS y se incubaron por 8 min
a temperatura ambiente con 3,3-diaminobenzidina y peréxido de hidrégeno (Vector
Laboratories; Cat. SK-4100) para revelar la actividad de la enzima peroxidasa. La reaccion
de revelado fue detenida mediante el lavado generoso de las muestras con PBS, para
luego ser secadas al aire e inmediatamente montadas con cytoseal (Fisher Cat.8310-4).

Como fue referido arriba, las muestras inmunotefiidas para Sox2 fueron
subsecuentemente incubadas con anticuerpos primarios obtenidos en cabra y dirigidos
contra DCX (1:500 en PBS-T; Santa Cruz; Cat. Sc-8066) o en pollo y dirigidos contra GFAP
(1:1000 en PBS-T; Chemicon; Cat. AB5541). Después de 20 h, se realizaron 3 lavados de 10



min cada uno con PBS-T y las muestras se incubaron con anticuerpo secundarios
biotinilados obtenidos en burro y dirigidos contra cabra (1:1000; Millipore; Cat. AP180B) o
dirigidos contra pollo (1:500; Millipore; Cat. AP194B), respectivamente, durante dos horas
a temperatura ambiente. El tejido se lavd en tres ocasiones durante 10 min con PBS y se
incubd con el complejo avidina-fluoresceina (1:200 en PBS; Vector Flourescent; Vector
Laboratories; Cat. A-1100) durante 90 min a temperatura ambiente. Acto seguido, y
después de varios lavados con PBS, las muestras se contra-tifieron con DAPI (1 mg/ul en
PBS; Boehringer; Cat. 236276) por un minuto a temperatura ambiente. Finalmente,
después de dos lavados con PBS, las muestras fueron montadas empleando un agente
anti-decaimiento (Anti-fading mountig medium; Dako-Thermo Scientific; Cat. 8310-4).

Las observaciones tanto de las muestras inmunotefiidas con fluoroforos, como de
aquellas inmunocitoquimicamente marcadas, fueron llevadas a cabo a través de un
microscopio de campo claro/fluorescencia DSU Olympus BX51WI.



Resultados

La médula espinal cervical es un modelo adecuado para evaluar la pérdida del
potencial neurogénico.

Los estudios de inmunocitoquimica mostraron que la localizacion de la poblacién
de CTNs positivas para Sox2 se restringe a la pared del canal medular (Figura 2A). Estas
células, abundantes durante la etapa neurogénica (E11), decaen en cantidad en las fases
de la transicion neuro-gliogénica (E14) y aun mas en la fase gliogénica (P1). Si bien esto
puede deberse a la disminucién del didmetro del conducto central medular, también
podria reflejar un proceso de senescencia replicativa. Por otro lado, se confirmé la fase
neurogénica de las CTNs en la médula espinal cervical corresponde a los dias embrionarios
previos a E14 mientras que la gliogénica discurre posterior a esta edad. Las células
positivas a DCX, un marcador de neuroblastos, predominaron en E11 mientras que sdlo se
apreciaron aquellas positivas a GFAP hasta P1 (Figura 4B). Estos datos validan el modelo
anatdmico elegido para abordar el fenémeno estudiado.
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Fig.4 Cortes coronales de la médula espinal cervical inmunotefiidos para Sox2 (™), DCX ( =)y

E11l

A)

GFAP ( ™) obtenidos de embriones de ratén de edad gestacional E11 y E14 dias, y a partir de crias
recién nacidas (P1). Los cortes fueron contra-tefiidos con DAPI. Note la disminucién de DCX y la
aparicidon de GFAP conforme avanza el desarrollo. Escala=100 um .



Elementos celulares de la médula espinal del raton no expresa P16, ni modifican
la expresion correspondiente a p194kF en E11, E14 y P1.

Los estudios de amplificacion de punto final de p16 mostraron que (Figura 5A) no se
expresa en la médula espinal en las edades evaluadas.

A) E11 E14 P1 Pulmodn
p16 .
ActB "
E11 E14 P1 Bazo
B)
plQARF o > & - -
ActB A e -
C)

p19ARF
E11,E14,P1

plgARF é
Bazo E

Fig. 5 Imagenes representativas de la electroforesis en gel de agarosa de los productos de
amplificacion obtenidos a través de la técnica de PCR de punto final con las que se documenta la
ausencia del transcrito para p16 (A) y la ausencia de cambios para el transcrito de p19 (B) en la
médula espinal cervical a las edades E11, E14 y P1. Muestras de tejido de pulmdn y bazo adultos
de 10 semanas, se utilizaron como controles positivos. C) Graficos que ilustran los resultados del
PCR cuantitativo que muestra la amplificacion tardia de E11, E14 y P1 en comparacion con el bazo
como control positivo. Eje de las X ciclos de amplificacidn, eje de las Y fluorescencia que emite el
amplificado. A menor numero de ciclos de amplificacion, mayor es la abundancia del transcrito.



Por su parte, el analisis de los transcritos p19ARFde punto final muestra que se expresa
poco, si bien esta técnica no nos permite discernir si hay cambios en la expresion de
p19°% (Figura 5B). Con respecto al PCR de tiempo real, éste muestra que la expresion en el
tejido de las tres etapas es tan baja que la curva de amplificacién no alcanza el umbral
para ser detectada y cuantificada (Ver Fig. 5C). Por lo anterior, podemos decir que la

ARF

expresion de p19™" es muy baja y no varia con el transcurrir del desarrollo.

La transcripcion y la traduccion de la proteina Bmil por los elementos celulares
de la médula espinal del ratén disminuyen en P1.

Los estudios de amplificacién de punto final y de tiempo real del transcrito de Bmil
mostraron que la disponibilidad de éste tiende a elevarse en E14 con relacién a E11, para
luego descender en P1 con relacidn a ambas edades (Figura 6 A). Ademds, ndtese que
Bmil estd altamente expresado en E11, tiene amplia variabilidad en E14 y desciende
significativamente en P1 (Figura 6B). Estos datos se corroboraron cualitativamente por
estudios de inmunocitoquimica. Las células del neuroepitelio germinal ependimario
mostraron una intensidad de la inmunotincién mayor a E11, variable en los individuos a
E14 y reducida a P1 (Figura 6C).
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Fig. 6 Expresion y disponibilidad de Bmil en la médula espinal cervical del embrién murino. A)
Imagen representativa de la electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de punto
final en el que se observa la expresién de Bmil en E11, E14 y P1. Se amplificd el gen GAPDH como
control de la reaccién. B) Cuantificacion relativa del RNAm de Bmil en las tres edades estudiadas.
* Diferencia significativa mediante prueba T entre E11 y P1. # Diferencia significativa entre E14 y
P1 mediante la prueba de comparacién multiple de Tukey y mediante la prueba T. p<0.05 en
ambas pruebas. C) Imagenes representativas de la disponibilidad de Bmil en la medula espinal
cervical de embriones murinos de 11 y 14 dias embrionarios y el primer dia posnatal. Las CTNs se
encuentran alrededor del canal central. Imagenes a 10x, barra representa 100 u.m. C’) Insertos
de un acercamiento a las CTNs del canal central en las que se observa la disponibilidad de Bmil.
Imagenes a 60x, barra de escala son 10 um.



Discusion

Durante la ontogenia del sistema nervioso, la mayor parte de las CTNs pierden su
capacidad para dar origen a neuronas. Los mecanismos que conducen a esta pérdida
rapida y progresiva del potencial neurogénico de las CTNs son poco claros. No obstante, la
concepcion dominante sugiere que la interaccion de factores epigenéticos
microambientales con genéticos intrinsecos favorece la expresién de fenotipos gliales,
situacion que conduce a la restriccion de potencial neurogénico troncal. Recientemente,
se ha mostrado que las CTNs adultas producen Bmi 1 y HMGA2 durante la fase
neurogénica (Nishino et al. 2008; Molofsky et al. 2003) y p16 y p19 cuando su potencial
neurogénico decae con el tiempo (Molofsky et al. 2005; Nagao et al. 2008). Estos datos
apoyan la idea de que moléculas que hasta ahora se consideran como reguladoras del
ciclo celular pudiesen también participar en la modulacién del potencial de diferenciacién
de las CTNs (Bruggeman and Van Lohuizen 2006; Molofsky et al. 2005). Con base en esta
idea y siguiendo el modelo derivado de las observaciones hechas en las CTNs adultas,
evaluamos si existian cambios en la disponibilidad de p16, p19 y Bmil durante la
transicién neuro-glial en la médula espinal fetal del ratén. En contra de la hipdtesis
planteada, nuestros resultados mostraron que la expresidon de p16 es virtualmente nula,
que la de p19”"% no se modifica en funcién de la etapa ontogenética y que sélo la de Bmil
disminuye durante la fase gliogénica. En conjunto los resultados sugieren que el control
del proceso de diferenciacién de las CTNs en etapas tempranas y tardias del desarrollo
involucra distintas vias de regulacion que en el presente trabajo no abordamos.

Es importante mencionar que los hallazgos negativos reportados en este trabajo
son compatibles con estudios previos que ilustran una expresién baja de pl6 en
neuroesferas obtenidas del telencéfalo embrionario (Nagao et al. 2008; Molofsky et al.
2005) y de p19 ** durante el desarrollo prenatal del cerebro (Molofsky et al. 2005;
aunque ver Nagao et al., 2008). Si bien estudios previos no han dado una explicacion clara
de estos resultados pues uno esperaria que ambas proteinas estuviesen presentes
durante la formacién del sistema nervioso dada su participaciéon en el control de la
progresion del ciclo celular, el hecho de que Bmil esté presente en las tres etapas
estudiadas podria explicar la ausencia y la baja disponibilidad de los transcritos de p16 y
p19ARF. Bmil reprime la expresion del locus Ink4 a partir del cual se transcriben pl16 y
p19°%. Si la caida de Bmil esta relacionada con la pérdida del potencial neurogénico y/o
la adquisicion del gliogénico no se puede concluir a partir de nuestros resultados. No
obstante, estudios previos indican que Bmil es fundamental para mantener el fenotipo
troncal de las CTNs (Molofsky et al. 2005).

Un dato que consideramos de particular importancia fue la magnitud de la
dispersion de la expresion de Bmil durante la etapa neuro-gliogénica (E14). Nosotros



interpretamos esta variabilidad como el resultado de un proceso asincrénico en el cual las
distintas CTNs alcanzan el punto de transicion en momentos diferentes del desarrollo.
Aungque el significado de este fendmeno es desconocido, Miyama y colaboradores (1997)
mostraron que las CTNs que despliegan distinta duracién del ciclo celular dan origen a
neuroblastos que se diferencian en distintas clases de neuronas. De esta forma, quizas un
cambio en la duraciéon del ciclo (representada en nuestros experimentos por la
variabilidad de la expresion de Bmil) podria conducir a que las CTNs en la médula espinal
cervical de raton perdieran su potencial neurogénico y adquirieran el gliogénico (datos de
Edel & Belmonte 2010; Caviness et al. 2003 apoyan esta hipdtesis). Al respecto, es
importante mencionar que Bmil ha sido involucrado como regulador de la senecencia
replicativa (Jacobs et al. 1999; Bruggeman et al. 2005), un fendmeno asociado a la
prolongacién del ciclo celular. Finalmente, y dado que Bmil es un regulador polycomb que
forma estructuras multiméricas, esta proteina pudiera promover cambios epigendmicos
durante la transicion neuro-gliogénica, a través de facilitar la metilacién (i.e., represion) de
genes pro-neurales y/o la acetilacion (i.e., expresion) de aquellos pro-gliales.

Perspectivas

Las perspectivas de este trabajo incluyen evaluar la hipdtesis de que existe un
cambio en la duracién del ciclo celular de las CTNs conforme avanza el desarrollo. La cual,
serd evaluada en un estudio préximo mediante la medicién del ciclo celular de CTNs de
etapas neurogénicas en comparacién con aquellas de etapas gliogénicas. Asi mismo se
plantea la posibilidad de que cambios epigendmicos durante la transicién neuro-
gliogénica, promovidos por Bmil, sean un elemento importante en el modelo de pérdida
del potencial neurogénico de las CTNs. Estas posibilidades deberan ser evaluadas en el
futuro.
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