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1. Resumen

El desarrollo del sistema nervioso es un proceso secuencial donde primero se establece la placa neural a
partir del ectodermo en el dominio dorsal del embrién. Posteriormente los bordes laterales se engrosan,
se doblan y finalmente se fusionan en la linea media para dar origen al tubo neural. Por ultimo, el tubo
neural se diversifica al segmentarse en vesiculas las cuales dan origen al prosencéfalo, al mesencéfalo y al
romboencéfalo. Es en la frontera entre el mesencéfalo y el romboencéfalo que existe un tejido con Ila
capacidad de organizar el desarrollo de esta region. Este tejido es conocido como el organizador del
cerebro medio y posterior (MHB). Los factores transcripcionales como OTX2, GBX2, PAX2, y EN2, asi como
los morfégenos FGF8 y WNT1 son los elementos que le confieren al MHB sus capacidades inductivas y

morfogenéticas.

En esta regidn se observa la expresion de receptores para el acido lisofosfatidico (LPA) y de la enzima
Autotaxina (ATX), la cual sintetiza al LPA. La mutacion nula para Atx ocasiona defectos en el cierre del tubo
neural y la modificacion de los niveles y dominios de expresién de los genes del MHB por lo que se deduce

que el lipido bioactivo LPA participa en el establecimiento y desarrollo del MHB.

Las fosfatasas de fosfolipidos (PLPPs) son enzimas que desfosforilan a lipidos bioactivos como el LPA,
convirtiéndolos a sus formas inactivas y a su vez modulando las vias de sefalizacidn que estos fosfolipidos
activan. De las tres isoformas del PLPPs, la PLPP3 es Unica que posee un patrén de expresion dinamico

durante el desarrollo embrionario y su mutacion nula es letal.

Dada la coincidencia en los patrones de expresién de Plpp3, Atx y receptores para el LPA en el MHB, asi
como la similitud de los fenotipos entre los embriones mutantes para Atx y Plpp3, en este proyecto se
evalué el papel que tiene la PLPP3 en el establecimiento del MHB y en el desarrollo del cerebro medio y

posterior.

Encontramos que los niveles de expresidn de los genes Otx2 y Pax2 disminuyeron en ausencia de la PLPP3,
mientras que en el caso de Wnt1 y Fgf8 la ausencia de la enzima ocasiona un aumento en la region del
MHB. Estas alteraciones no fueron similares a las encontradas en mutantes de Atx por lo que se sugiere
que la PLPP3 tiene funciones adicionales a la desensibilizacion de receptores de LPA. También se observd
que la morfologia del neuroepitelio en la regién adyacente al MHB en embriones carentes de la PLPP3
presentd surcos estereotipicos que no se observaron en embriones control. Estos surcos no parecen ser
ocasionados por modificaciones en los indices de muerte celular o proliferacidn focalizadas en la region

del MHB. Una posible explicacidn para su aparicién es un defecto en la estabilidad del neuroepitelio.



2. Abreviaturas

1s Etapa de 1 somita

ANR Cresta Neural Anterior (Anterior Neural Ridge)

Atx Gen de Autotaxina

Cas-3 Caspasa 3

E8.5 Dia embrionario 8.5

En2 Gen de Engrailed 2

Fgf8 Gen del Factor de Crecimiento de Fibroblastos 8 (Fibroblast Growth Factor)
Gbx2 Gen de Gastrulation Brain Homeobox 2

LPA Acido lisofosfatidico

LPA; Receptor 1 para LPA

Lparl Gen del Receptor 1 para LPA

MHB Frontera entre el Mesencéfalo y el Romboencéfalo (Midbrain Hindbrain Boundary)
Otx2 Gen de Orthodenticle Homeobox 2

Pax2 Gen de Paired Box 2

PHH3 Fosfo Histona H3

PLPP3 Fosfatasa de fosfolipidos 3

rl Rombdmero 1

S1pP Esfingosina 1 fosfato

Wntl Ortdlogo del gen wingless en Drosophila




3. Introduccion

3.1 Desarrollo del sistema nervioso central

El desarrollo embrionario en mamiferos puede ser visto como un proceso secuencial donde primero se
establece un plano general del cuerpo o de la estructura en formacién y posteriormente los diversos
componentes que conforman a este plano se diversifican y especializan de acuerdo con su programa de
destino celular (Joyner y Martin, 1987). Un ejemplo de este proceso puede observarse en el desarrollo

embrionario del sistema nervioso central.

El desarrollo del sistema nervioso central en el ratén consiste en tres etapas: la induccién de la placa

neural, el cierre del tubo neural, y la segmentacion y regionalizacidn del tubo neural.

Después de la gastrulacion se lleva a cabo la induccidon de la placa neural, una estructura epitelial
embrionaria derivada del neuroectodermo, tejido ubicado en la regién dorsal del embrién. Al centro de la
placa neural se forma un surco en forma de ‘U’ llamado surco neural, el cual divide a la placa neural en el
futuro lado derecho e izquierdo del embridn. En etapas posteriores los bordes de la placa neural, ubicados
en ambos lados del surco, se engrosan y elevan para formar los pliegues neurales. Los pliegues neurales
posteriormente se doblan hacia la linea media de la placa neural y se fusionan para formar al tubo neural

(Gilbert, 2014).

El cierre del tubo neural o neurulacidn en ratén comienza en el dia embrionario 8.5 (E8.5) alrededor de la
etapa de seis a siete somitas (6s-7s), cuando aparecen de forma secuencial tres puntos de cierre ubicados
en la regidn anterior de los pliegues neurales. Estos puntos inician y propagan la neurulacién en toda la
extension del embrion (Copp, 2005). El cierre del tubo neural inicia en el punto de cierre 1, ubicado en la
frontera entre el romboencéfalo y la regidon cervical. A continuacién, en la etapa de 12s a 15s, aparecen
otros dos puntos de cierre, el 2 se ubica en la frontera entre el prosencéfalo y el mesencéfalo y el 3 aparece
en la region mas rostral del romboencéfalo. La propagacion bidireccional de la fusion de los pliegues

neurales a partir de los tres puntos de cierre es lo que finalmente da origen al tubo neural.

En la Ultima etapa, la region cefalica del tubo neural se segmenta en tres neurémeros o vesiculas primarias:
el prosencéfalo en la parte anterior, el mesencéfalo o cerebro medio y el romboencéfalo o cerebro
posterior, el cual delimita con la médula espinal. El romboencéfalo a su vez se divide en ocho vesiculas
mas pequefias llamadas rombdémeros (r1-r8). Mas adelante en el desarrollo, alrededor de E10.5, se forman
las cinco vesiculas secundarias. El prosencéfalo se divide en el telencéfalo en la parte anterior y el

diencéfalo en la parte posterior, el mesencéfalo persiste como la misma estructura y el romboencéfalo se
7



divide en el metencéfalo en la parte anterior (r1), el cual dard origen al cerebelo y al puente en su dominio

ventral, y en el mielencéfalo en la parte posterior (Gilbert, 2014).

3.2 Organizador de la frontera entre el mesencéfalo y romboencéfalo

Durante el desarrollo y la regionalizacion del tubo neural existen moléculas que son capaces de modificar
y especificar el destino celular, el cual se encuentra determinado por elementos genéticos. Estas moléculas
son secretadas dentro de las fronteras de regiones en el embrién conocidas como organizadores, los cuales
dictan el establecimiento de patrones, identidades celulares y el modelado de nuevas estructuras. Las
sefales de los organizadores actuan sobre tejidos adyacentes mediante sefales verticales o sobre células
adyacentes, ubicadas dentro del mismo tejido que el organizador, mediante sefiales planares. El modelado
de la placa neural rostral depende de estas sefiales planares y verticales para poder llevarse a cabo

(Simeone, 2000).

En el neuroepitelio de la regidn del istmo, constriccién ubicada en la frontera entre el mesencéfalo y el
romboencéfalo (MHB por sus siglas en inglés), existe un anillo de tejido que posee propiedades
polarizantes y morfogenéticas al ser capaz de organizar el establecimiento de patrones e identidades
celulares en el tubo neural, asi como inducir y estabilizar el desarrollo del mesencéfalo y del metencéfalo

(Joyner, 1996; Simeone, 2000).

La capacidad que tiene el MHB de organizar el desarrollo del tubo neural anterior fue demostrada
mediante la inversidn rostro-caudal de injertos que contenian esta regién del tubo neural en embriones
de pollo (Marin y Puelles, 1994). En los experimentos donde se realizd la inversidon del tejido que
Unicamente incluia al futuro mesencéfalo se produjo un mesencéfalo con polaridad anteroposterior
normal ya que el tejido del injerto se reorientd de acuerdo con su nuevo contexto para corresponder con
la direccion anteroposterior en la cual se inserté. Por otro lado, cuando se realizé la inversidon del futuro
mesencéfalo junto con el tejido istmocerebelar adyacente, se modificd la citoarquitectura del
mesencéfalo. El extremo originalmente rostral del injerto formé estructuras caudales que limitaban con el
romboencéfalo, desarrollandose de acuerdo con su nueva orientacién. El extremo originalmente caudal
que contenia al MHB, ahora ubicado en la region anterior del mesencéfalo, también presentd estructuras
y nucleos caudales, pero con una orientacion invertida con respecto al polaridad global del tubo neural. El
tejido mesencefélico adyacente al MHB mantuvo su destino y orientacidn, aun cuando es reorientado,
resultando en un mesencéfalo con configuracidon doble caudal. El injerto indujo también un complejo

istmo-cerebelar ectépico en la regidn rostral del mesencéfalo del hospedero (Figura 1).



O Griseum tectalis [l Nucleos istmicos
O Torus semicircularis Il Nucleo Troclear (1)
O] Ntcleo Oculomotor (111)

Figura 1. Experimentos de inversion del mesencéfalo. (A) Esquema de un tubo neural de pollo con 10 dias de incubacién
mostrando las estructuras mesencefalicas y del istmo normales. El extremo rostral se muestra a la izquierda y el caudal a
la derecha. La linea longitudinal discontinua marca la delimitacion entre la placa alar y la basal en el eje rostrocaudal. Las
lineas punteadas transversales delimitan al sinencéfalo (pretectum y regién diencefélica posterior) y al parencéfalo
(region talamica-diencefalica). Las lineas transversales continuas muestran los limites citoarquitecténicos del
mesencéfalo. (B) Esquema de un tubo neural resultante de la inversidn del mesencéfalo que contiene al tejido del istmo.
El extremo rostral se muestra a la derecha y el caudal a la izquierda. Las lineas discontinuas y punteadas muestran los
mismos dominios que en A. Las lineas continuas muestran el extremo rostral y caudal del neuroepitelio invertido. Existen
tres estructuras istmomesencefalicas: (1) en el sinencéfalo no invertido cuyo destino fue modificado, (2) en el extremo
rostral del tejido invertido y (3) en el extremo caudal del tejido invertido. Las estructuras 2 y 3 son imagenes especulares
y las estructuras 1y 2 se encuentran orientadas con referencia al cerebelo ectépico. cb; cerebelo. gt; griseum tectalis. ist;
istmo. MES; mesencéfalo. ot; tectum &ptico. PAR; parencéfalo. sPROS; prosencéfalo. SYN; sinencéfalo. ts; torus
semicircularis. RHOMB; romboencéfalo. Ill; ndcleo oculomotor. 1V; nuicleo troclear. Tomado y modificado de Marin y
Puelles, 1994.

Las propiedades inductivas que posee el organizador se deben a que en la regidon del MHB se expresa un
conjunto de genes especificos, como factores transcripcionales y moléculas morfogenéticas, que son
capaces de influenciar el destino celular del tejido ubicado a su alrededor. Estos genes son Otx2, Gbx2,

Pax2, Wntl, Fgf8, En1y En2 (Figura 2).

Otx2 y Gbx2

La primera regionalizacién de la placa neural en la porcién anterior y posterior se lleva a cabo después de
la gastrulacion, alrededor de E7.5, en embriones de ratdn. Esta regionalizacion se lleva a cabo tras la
induccion de los factores transcripcionales Orthodenticle Homeobox 2 (Otx2) y Gastrulation Brain
Homeobox 2 (Gbx2), genes que pertenecen a la familia de genes homeobox, los cuales especifican la
identidad de segmentos corporales en el embridn (Simeone, 2000; Joyner, 2002). Es en la frontera entre
los dominios de expresion de Otx2 y Gbx2 que se especifica la ubicacion del futuro organizador del MHB

en el neuroepitelio (Simeone, 2000).



Otx2 se expresa desde el prosencéfalo en la regién anterior del tubo neural y tiene un limite caudal bien
marcado a la altura de la frontera entre el mesencéfalo y el romboencéfalo (Simeone, 1992). Por otro lado,
Gbx2 abarca la regién desde el limite rostral del romboencéfalo, donde termina la expresién de Otx2, hasta
la region caudal del embridn. En E9.5 el dominio de Gbx2 se retira de la regién caudal del embridn y se

restringe Unicamente al metencéfalo (Joyner, 2002).

Pax2

El segundo gen en expresarse de forma diferencial en la region del MHB es el gen Paired Box 2 (Pax2)
(Joyner 2002). Pax2 codifica a un factor transcripcional con dominios pareados de uniéon al DNA, el cual
pertenece a una familia de genes homdélogos de los genes de segmentacion paired en Drosophila. Los
genes paired a su vez estan involucrados en establecer la expresion de otros genes de polaridad de

segmentos como engrailed y wingless (Joyner, 1996).

En el ratdn existen 8 genes Pax (Pax1 a Pax8) y éstos tienen un patrén de expresién dindmico durante el
desarrollo embrionario ya que existe una regulacion espaciotemporal sobre ellos (Asano y Gruss, 1992).
Pax2 inicia su expresion desde E7.75, antes de la condensacién de la primera somita, en la porcién anterior
del embrién. En la etapa de 1s aparece un dominio de expresién que abarca toda la regidon del MHB, la
cual incluye al mesencéfalo caudal y al metencéfalo anterior (Rowitch y McMahon, 1995). En la etapa de
10s el dominio de Pax2 presenta su limite anterior en el mesencéfalo, sobrepasando al domino de
expresion de Wntl y en la regién posterior su dominio supera a la frontera entre los dominios de Otx2 y
Gbx2, llegando hasta una porcion de células caudales al limite de expresion de Otx2 en el metencéfalo
(Wurst and Bally-Cuif, 2001). En etapas posteriores Pax2 también muestra expresion en la parte mas
rostral del prosencéfalo, en la vesicula dptica, la vesicula ética y en el ducto mesonéfrico ubicado en la
porcion caudal del embrién (Dressler et al., 1990; Nornes et al., 1990). En E9.5 la expresion de Pax2 se
hace mas restringida en la regién del MHB y forma un anillo que abarca Unicamente la frontera entre el

mesencéfalo y romboencéfalo (Rowitch y McMahon, 1995).

Ademas de los factores transcripcionales, existen dos genes que codifican para proteinas secretadas en el
organizador que activan distintas vias de sefializacién y participan en la morfogénesis de la zona. Estos

genes son Wntly Fgf8.

Wnt1

Wnt1 es un ortélogo del gen wingless (wg) en Drosophila, gen involucrado en el desarrollo y la polaridad

de segmentos al regular la expresion génica (Joyner, 1996). Las proteinas WNT estan involucradas en
10



procesos como la proliferacién, la especificacion del destino celular y la diferenciacion mediante la

activacion de las vias de sefializacién dependientes de los receptores Frizzled (Logan y Nusse, 2004).

En el ratén, la expresidon de Wnt1 inicia en E8 cuando se forma la primera somita. Su dominio se presenta
como dos tridngulos que se extienden de los bordes de la placa neural hacia la linea media. El limite
anterior del dominio se encuentra en la regién media del mesencéfalo y el limite caudal marca el inicio del
futuro romboencéfalo (Wilkinson et al., 1987; McMahon y Bradley, 1990). En la etapa de 3s aparece otro
dominio de expresién en los bordes laterales de los pliegues neurales del mielencéfalo, el cual forma la
linea media dorsal al fusionarse los pliegues neurales (McMahon et al., 1992). Cuando el embrién tiene
alrededor de 6s, el dominio de expresidn anterior de Wnt1 se restringe y se observa Unicamente en los
bordes laterales de los pliegues neurales del mesencéfalo y en su regién mads posterior, en la frontera
caudal del dominio de expresion de Otx2 (Wilkinson et al., 1987; McMahon y Bradley, 1990). Por otra
parte, el dominio dorsal de Wnt1 se extiende como una linea continua desde los bordes laterales del
mesencéfalo y recorre todo el tubo neural conforme éste se cierra hacia la regién caudal del embrién. La
continuidad de la linea se interrumpe en el r1 el cual corresponde al metencéfalo, y en ninguna etapa del
desarrollo se observa la expresidon de Wntl en esta zona (Wilkinson et al., 1987; McMahon y Bradley,
1990). En E9.5 el dominio de expresidon de Wnt1 en el MHB esta conformado por un aro que envuelve las

paredes internas de todo el tubo neural (Bally-Cuif et al., 1992; McMahon et al., 1992).

El dominio de expresién de Wnt1 en el MHB marca la subdivisién entre el mesencéfalo y el romboencéfalo
antes que el surco del istmo aparezca entre ellos. A demds, en la etapa de 1s a 14s Whnt1 es el Unico gen
de la familia Wnt que se expresa en el mesencéfalo y su expresidon en esta zona persiste hasta alrededor

de E15 (Bally-Cuif et al., 1992).

Fgf8

Fgf8 pertenece a la familia de Factores de Crecimiento de Fibroblastos (FGFs por sus siglas en inglés), una
familia de proteinas secretadas que promueven la diferenciacion y proliferacién celular. Existen 22 genes
qgue conforman a la familia de Fgfs en mamiferos, de los cuales 18 codifican para proteinas secretadas que
actuan a través de la sefalizacidn de receptores con actividad de cinasa de tirosina (RTKs), los cuales
activan una via intracelular dependiente de Ras (Ornitz e Itoh, 2015). Todos los Fgfs se expresan durante
el desarrollo embrionario en regiones del embridn involucradas en el crecimiento ‘distal’ y en el modelado
de tejidos, como la cresta ectodérmica apical, el primordio de las extremidades y de la cola, el surco

primitivo, el ectodermo superficial del primordio de la cara y en el MHB (Crossley y Martin, 1995).

11



Durante el desarrollo embrionario la expresion de Fgf8 se observa primero en el ectodermo y endodermo
visceral en la etapa de E5.75 a E6.25, antes de la formacion del surco primitivo. En E7.5 se expresa en el
componente epitelial del surco primitivo y en el ectodermo que lo rodea. En la placa neural en desarrollo
de E8 a E8.5 Fgf8 tiene dos dominios de expresién los cuales aparecen alrededor de la etapa de 3s. Un
dominio se encuentra en el extremo rostral del prosencéfalo y el otro en el MHB, co-localizando con el
dominio de Gbx2 en la porcidn anterior del metencéfalo. En E8 también hay expresion de Fgf8 en la region
faringea, de donde surgen los arcos branquiales. De E9 a E9.5 el dominio en el organizador del MHB se
restringe a una banda que rodea el techo y las paredes laterales de la constriccion del istmo. La expresidon

de Fgf8 en el organizador del MHB persiste hasta E12.5 (Crossley y Martin, 1995).

La banda de Fgf8 se expresa en un dominio inmediatamente caudal al dominio de expresién de Wnt1 lo
gue ubica a estas dos proteinas en dominios separados dentro del MHB, uno en el mesencéfalo caudal y

el otro en el romboencéfalo rostral (Crossley y Martin, 1995).

En el MHB Fgf8 es el gen responsable de producir las cualidades polarizantes y morfogenéticas del
organizador. En experimentos donde se implantaron perlas embebidas en FGF8 en el tubo neural de
embriones de pollo se descubrid que esta proteina por si sola tiene la capacidad de inducir el desarrollo
de un mesencéfalo y tejido cerebelar ectdpicos en el mesencéfalo y prosencéfalo caudal. El FGF8 de las
perlas también indujo la expresidn ectépica de Wntl, En2, Gbx2 y Fgf8 en la vecindad de las perlas e inhibio
la expresion de Otx2 (Crossley et al., 1996; Liu et al., 1999; Martinez et al., 1999). El patrén de expresiony
represion de los distintos genes del organizador que se forma alrededor de las perlas pareceria estar

produciendo un segundo MHB inducido por la presencia de FGF8.

En2

El dltimo gen del MBH en expresarse es Engrailed 2 (En2). En2 codifica un factor transcripcional de
homeodominio que es homdlogo del gen engralied en Drosophila. Como es el caso de los genes Wntly

Pax2, En2 esta implicado en la segmentacidn corporal (Joyner y Martin, 1987).

La expresidén de En2 inicia en la etapa de 5s en un dominio mas extendido que el de Pax2 y abarca al
mesencéfalo caudal y al metencéfalo, las regiones que daran origen al organizador del MHB y al cerebelo
(Davis et al., 1988; Bally-Cuif et al., 1992). En el dominio de En2 el gen se expresa en un gradiente que
disminuye al alejarse del organizador del MHB en direccion rostral y caudal. La regién con la mayor

intensidad de expresion de En2 dentro del gradiente se encuentra en la frontera entre el mesencéfaloy el
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romboencéfalo (Bally-Cuif et al., 1992; Joyner, 2002). De E8.5 a E17.5 la Unica region del embrién en donde

se observa la expresion de En2 es en la regién del MHB (Davis et al., 1988).

En los experimentos donde se realizd la inversion de los injertos de tubo neural, la reorientacién del
mesencéfalo y la reorganizacion de su citoarquitectura es precedida por una reorientacién del gradiente
de En2 (Marin y Puelles, 1994). Esto demuestra que En2 se encuentra regulando la especificacion del

mesencéfalo y metencéfalo.

A
Otx2 Gbx2
B
” uy == mm mm
C Otx2 Gbx2 wnt1 Eni/2 Pax2
» 2 42 AR
Otx2 Gbx2 Fgf8 Wnt1 En/Pax2

Figura 2. Dominios de los genes del organizador del istmo en distintas etapas del desarrollo. El esquema muestra los
patrones de expresion de los genes en morado. Se muestra la expresién en E7.5 (A), E8.5 (B) y E9.5 (C). La linea discontinua
blanca marca la region de la frontera entre el mesencéfalo y romboencéfalo. Tomado de Joyner, 2002.

3.3 Mutaciones nulas de los genes del MHB

Se han realizado numerosos trabajos investigando el papel que tienen los distintos genes que se expresan

en la region del MHB en el establecimiento y mantenimiento del organizador.

La mutacion nula de Otx2 resulta en letalidad embrionaria al producir la delecidn total del prosencéfalo y
del mesencéfalo, ya que no se lleva a cabo la induccidn de la placa neural anterior después de la
gastrulacidn. Tampoco se observa expresion de En2 en el romboencéfalo anterior, lo que indica la posible
pérdida de este tejido y defectos en la especificaciéon del tejido anterior al r3 en la ausencia de Otx2
(Acampora et al., 1995). Otros defectos observados en estos embriones deficientes para Otx2 son la
reduccidn en el tamafio del embrién y retraso en el desarrollo, el corazén y las somitas presentan un
tamanfio reducido y éstas ultimas se presentan en menor nimero, posicionadas de manera desorganizada

y con una morfologia irregular.

Por otro lado, cuando la frontera del dominio de Otx2 se recorrié caudalmente mediante su expresion
ectdpica hasta abarcar al metencéfalo, se observd la inhibicidn de Gbx2 en esta regién, asi como un

recorrimiento caudal del dominio de Pax2 y Wnt1 y un dominio de expresion ectopico de Wntl y Fgf8 en
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la pared dorsal del metencéfalo. Esto tuvo como consecuencia el reposicionamiento del organizador del

MHB en el romboencéfalo, en la frontera entre el rly el r2 (Brocoli et al., 1999).

La mutacién nula de Gbx2 resulta en un fenotipo que pareciera complementario a la mutacién de Otx2.
Hay una expansion caudal del mesencéfalo y se pierden el cerebelo y las estructuras que se desarrollan a
partir del r1y r2 (Wassarman et al., 1997). En la etapa de 4s a 6s el limite caudal del dominio de expresion
de Otx2 se recorre hasta la frontera entre el r3 y r4. El dominio de expresion de Fgf8 se expandié y también
se recorrié caudalmente, abarcando del r2 al r4. Por ultimo, el dominio de Wnt1 en el MHB mostré una
ligera expansion y se recorrid en direccion caudal, mientras que el dominio de Wnt1 en los bordes laterales
de los pliegues neurales del romboencéfalo fue continuo, ya que no se observd la region Wntl negativa
gue corresponde al metencéfalo. Ademas, el dominio de expresion de Fgf8 coincide con el de Wntly el

de Otx2 (Wassarman et al., 1997; Millet et al., 1999).

En un experimento inverso, si se expresa Gbx2 en el mesencéfalo posterior de manera ectépica se recorre
el borde caudal del dominio de Otx2 en direccidén anterior y se reposiciona en el mesencéfalo rostral. Los

dominios de Wnt1 y Fgf8 en la etapa de 6s a 10s también se recorren anteriormente (Millet et al., 1999).

Embriones que presentan una mutacién nula para Fgf8 mueren en etapas tempranas por defectos en la
gastrulacidn. Para estudiar el efecto que tiene la ausencia de Fgf8 Unicamente en el organizador y evitar
la letalidad embrionaria se utilizé un alelo de Fgf8 con inactivacién condicional mediada por la
recombinasa Cre, la cual se expresé en toda la region que abarca al mesencéfalo y al metencéfalo (Chi et
al., 2003). Embriones portadores de esta delecién condicional de Fgf8 presentan un aumento en la muerte
celular ectdpica en el MHB. La muerte celular aumenta en la etapa de 7s a 9s y presenta su mayor
incremento en la etapa de 11s a 13s. Para la etapa de 19s a 20s el incremento en la muerte celular causa
la pérdida total del mesencéfalo. Para la etapa de 30s, se pierde el tejido cerebelar. La ausencia de Fgf8
en la etapa de 7s también causa la pérdida de la expresidn de Wnt1y de Gbx2 en la region del organizador.
Esto indica que Fgf8 esta implicado en el desarrollo del mesencéfalo y el romboencéfalo anterior y en el

mantenimiento de Wnt1y Gbx2.

Por otro lado, si se promueve la expresion ectépica de Fgf8 en el mesencéfalo bajo los elementos
regulatorios de Wnt1 se produce la hiperplasia del mesencéfalo y el diencéfalo caudal. Este fenotipo es
ocasionado por un aumento en precursores neurales, un aumento en la proliferacion y la inhibicién de la
diferenciacidon. Esta expresion ectopica de Fgf8 también induce la expresidon de En2 en el dominio dorsal

del mesencéfalo y un dominio de expresién ectépico en el mielencéfalo rostral (Lee et al., 1997). Este
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resultado revela que Fgf8 esta implicado en el establecimiento del gradiente normal de En2 en el

mesencéfalo, en el metencéfalo y en la regién del MHB.

Los ratones mutantes para los genes Pax2, Wnt1y En2 presentan un fenotipo similar donde el mesencéfalo

y el metencéfalo se ven afectados.

La mutacion nula de Pax2 ocasiona un aumento en los niveles de muerte celular en mesencéfalo y
romboencéfalo anterior en la etapa de 12s, lo que resulta en la pérdida del mesencéfalo y del cerebelo en

etapas posteriores (Favor et al., 1996; Bouchard et al., 2005).

En los embriones Pax2” también se afecta la transcripcidon de genes caracteristicos del MHB. La expresién
del gen de Fgf8, la cual se induce alrededor de la etapa de 3s, no se inicia nunca en el romboencéfalo
anterior en ausencia de Pax2. La ausencia de Fgf8 no permite el correcto desarrollo del MHB y esto a su
vez resulta en la pérdida del mesencéfalo y cerebelo (Chi et al., 2003). Por otro lado, la expresidn ectdpica
de Pax2 es suficiente para iniciar la expresién de Fgf8 (Ye et al., 2001). La expresion del factor
transcripcional En2 tampoco se observd en embriones evaluados desde la etapa de 5s, cuando se induce

En2,y hasta la etapa de 8s (Bouchard et al., 2005).

Los embriones con la mutacidn nula para Wntl tienen un desarrollo normal de la etapa de 1s a 5s, pero
posteriormente en la etapa de 7sy 8s el tejido en la region del MHB empieza a degenerarse por la aparicién
de muerte celular ectépica, predominantemente en el tejido dorsal del mesencéfalo, lo que coincide con
la distribucion de la expresion de Wnt1. El mesencéfalo se pierde en la etapa de 14s y en la etapa de 26s
a 28s en E9.5 se pierde todo el metencéfalo, impidiendo el subsecuente desarrollo del cerebelo. Es por
esta pérdida del tejido neural que la mutacion de Wnt1 produce letalidad en el primer dia postnatal
(McMahon y Bradley, 1990). El fenotipo observado indica que hay una sefal proveniente del mesencéfalo
la cual es necesaria antes de E9.5 para el desarrollo del romboencéfalo anterior y que controla el desarrollo

de esta estructura y de sus derivados.

Por otra parte, aun cuando la ausencia de Wnt1 ocasiona la pérdida del tejido mesencefdlico, no se
observan defectos en los componentes derivados de la cresta neural que surge de esta region, la cual se

establece en la etapa de 4s a 7s (McMahon y Bradley, 1990).

En los embriones Wnt17 también se observan modificaciones en los niveles de expresién de los genes del
MHB En2 y Fgf8. En la etapa de 5s hay una disminucidon en la expresién de En2 y alrededor de la etapa de
7s su expresion se pierde por completo en la regidon del MHB. En E9.5 toda expresion de ambos factores

En se pierde totalmente, lo que a su vez produce la falta del cerebelo (McMahon et al., 1992). En el caso
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de Fgf8, su expresion es normal en la etapa de 3s a 6s en ausencia de Wntl1. En la etapa de 9s hay una
disminucién significativa y para la etapa de 14s la expresion de Fgf8 se abate por completo en el

metencéfalo (Lee et al., 1997).

La mutacién nula del factor transcripcional En2 produce un mesencéfalo un tercio mas pequefio que el

mesencéfalo de embriones silvestres y malformaciones en la foliacién del cerebelo (Millen et al., 1994).

3.4 Relaciones reguladoras entre los genes del MHB

Una vez formado y establecido el organizador del MHB, existe un asa de retroalimentacion entre los
factores transcripcionales y las proteinas secretadas que mantiene sus propiedades morfogenéticas
(Wittmann et al., 2009). Estas relaciones reguladoras entre factores se ilustran en el siguiente esquema

(Figura 3):

Figura 3. Red de regulacion entre genes del MHB. Lineas con punta de flecha indican interaciones de activacion y lineas
con remate plano indican interacciones de inhibicién. El orden en el que aparecen los genes no representa el orden
temporal en el que se expresan en el MHB. Tomado de Wittmann et al., 2009.

Existe un asa de retroalimentacién negativa entre los factores transcripcionales Otx2 y Gbx2 donde hay
una mutua represion entre ellos (Figura 3 [1]), generando una frontera muy marcada entre sus dominios
de expresion (Broccoli et al., 1999; Millet et al., 1999). Es en esta frontera que se especifica en el
neuroepitelio el sitio donde se establecera el organizador (Joyner et al., 2000; Martinez-Barbera et al.,
2001). Ademas, las mutaciones nulas y la expresion ectépica de Otx2 y Gbx2 revelan que, aunque estos
factores no se requieren para la induccion inicial de los demds genes del organizador, se necesitan para su
correcto posicionamiento, especialmente en el caso de Fgf8 y Wnt1, y para el posicionamiento del MHB
en la interface entre los dos dominios de expresién (Acampora et al., 1995; Wassarman et al., 1997; Brocoli

et al., 1999; Millet et al., 1999).
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La segunda relacion reguladora (Figura 3 [2]) ilustra que Otx2 tiene un efecto positivo sobre Wnt1 al
promover su expresion en la frontera caudal del mesencéfalo y un efecto negativo sobre Fgf8, inhibiendo
su expresién mas alla de la frontera rostral del romboencéfalo (Acampora et al., 1997; Broccoli et al., 1999;
Rhinn et al., 1999). Por otro lado, Gbx2 tiene una relacion inversa con los genes de las proteinas secretadas
(Figura 3 [3]), ya que Gbx2 favorece la expresion de Fgf8 en el metencéfalo e inhibe la expresion de Wnt1
mas alla de la frontera caudal del mesencéfalo (Wassarman et al., 1997; Millet et al., 1999; Liu y Joyner,

2001).

También existe una relacién de regulacidn positiva entre Fgf8 y Wnt1 (Figura 3 [4]). Tras la induccién de
ambas proteinas, Fgf8 participa en el mantenimiento de la expresién de Wntl en el mesencéfalo caudal.
Al mismo tiempo, la mutacién nula de Wntl1 provoca la pérdida de la expresién de Fgf8 en etapas
posteriores a su induccién, por lo que Wnt1 participa en el mantenimiento, mas no en la induccién, de la

expresion de Fgf8 en el metencéfalo (Lee et al., 1997; Chi et al., 2003; Wittmann et al., 2009).

Wntly Fgf8 participan de forma conjunta en el mantenimiento de En2 en el MHB (Figura 3 [5]). Existe una
relacion espaciotemporal entre Wntl1y En2, ya que alrededor de 6 horas después de que inicia la expresion
de Wntl se induce la expresion de En2 en el MHB y su nivel de expresién mas alto correlaciona con el
dominio de expresion de Wntl. Por otro lado, injertos de tejido que contienen Wnt1 en el prosencéfalo
inducen la expresidén ectépica de En2 (Bally-Cuif et al., 1992). Finalmente, la mutacidn nula de Wnt1 es
suficiente para provocar la pérdida de la expresién de En2 en el MHB (Bally-Cuif et al., 1992; McMahon et
al., 1992). Este resultado demuestra que Wnt1 participa en el mantenimiento de la expresion del factor
En2 en el MHB, pero no es necesario para su induccion inicial. En el caso de Fgf8, ademas de existir una
relacidn espaciotemporal entre En2 y este gen, los experimentos en donde se realizé el injerto de perlas
embebidas de FGF8 y la expresidn ectépica de Fgf8 revelan que este gen es suficiente para inducir la
expresion de En2 en dominios ectdpicos en el tubo neural anterior (Crossley et al., 1995; Lee et al., 1997;

Liu et al., 1999).

Pax2 y En2 también comparten un asa de retroalimentacidn positiva (Figura 3 [6]). La expresion de Pax2
precede la expresidn del gen En2, el cual es blanco del factor transcripcional PAX2. La presencia de PAX2
es necesaria para el inicio de la transcripcion de En2 en la regidon del MHB, ya que En2 posee sitios de unidn
para PAX2 y en ausencia de PAX2 se abate su expresion (Song et al., 2000; Bouchard et al., 2005). Por otro
lado, EN2 también tiene un efecto sobre el mantenimiento de la expresion de los genes Pax (Liu y Joyner,

2001).
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En el caso de la relacion reguladora entre Fgf8y Pax2 (Figura 3 [7]), la expresidn de Pax2 también precede
la expresidn de esta proteina y promueve su expresion en el prosencéfalo y en el metencéfalo (Chi et al.,
2003). Ademas, la expresion ectdpica de Pax2 en el tubo neural produce una expresidon también ectdpica

de Fgf8 (Ye et al., 2001).

Finalmente, En2 participa en regular positivamente el mantenimiento de la expresion de Fgf8 (Figura 3
[8]), ya que este gen posee sitios de unién al factor transcripcional En2, los cuales se encuentran en

regiones reguladoras de su transcripcién (Gemel et al., 1999).

En el MHB, ademds de los factores transcripcionales y las proteinas secretadas, existen otros elementos
gue afectan su correcto desarrollo y mantenimiento. Estos elementos son los fosfolipidos, particularmente

el acido lisofosfatidico.

3.5 El 4cido lisofosfatidico y su papel en el desarrollo del MHB

LPA

El 4cido lisofosfatidico (LPA) es un lisofosfolipido bioactivo simple compuesto por un grupo fosfato, una
molécula de glicerol y un acido graso alifatico con longitud y saturacién variable. El LPA funciona como una
molécula de sefializacidn extracelular implicada en la regulacién de numerosos procesos en distintos tipos
celulares durante el desarrollo embrionario y en el adulto, como la proliferaciéon, migracidn, adhesion,

muerte y cambios en la morfologia celular (Choi et al., 2010).

Receptores para LPA

El LPA actua a través de la sefializacion mediada por receptores de siete dominios transmembranales
acoplados a proteinas G heterotriméricas (GPCRs por sus siglas en inglés). Estos receptores se asocian con
las proteinas Gas, Gai/o, Gag/11 Y Ga12/13 Y activan distintas cascadas de sefializacidn. Los receptores LPA;,
LPA; y LPA; pertenecen a la familia de genes de diferenciacién endotelial (EDG por sus siglas en inglés),
mientras que LPA4, LPAs y LPAg pertenecen a una familia de receptores de purinas. La activacién de estos
receptores y sus vias de sefalizacidn afectan la regulacién de distintos procesos celulares como la
proliferacién, la migraciéon y la supervivencia, las cuales estdn involucradas procesos como la
vasculogénesis y angiogénesis, el trafico de linfocitos, el desarrollo del sistema nervioso, la inflamacién, el

crecimiento de cancer y la metastasis (Mirendil et al., 2013).
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Durante el desarrollo embrionario hay una expresidn diferencial y dindmica de los genes que codifican

para los receptores LPA; a LPAs en distintos tejidos y regiones del embrién (Figura 4) (Ohuchi et al., 2008).

En E8.5 la expresion del gen que codifica para el receptor LPA;, Lparl, es claramente visible en los pliegues
neurales de la regién cefalica, somitas y mesodermo presomitico (Figura 4A). Tras el giro axial del embrién
la expresidn en los pliegues neurales disminuye, pero se intensifica en la regién del prosencéfalo (Figura
4B). En el MBH, Lparl se expresa en toda la region dorsolateral en un dominio que abarca todo el
neuroepitelio hasta antes de los margenes laterales de los pliegues neurales, donde se encontrarian las
células de la cresta neural (Figura 4C). En E9.5 se observa expresidn en el mesénquima lateral de la cabeza,
en las somitas y en el mesodermo presomitico. La mutacion nula de Lparl causa anomalias craneofaciales,
asi como irregularidades en la conducta para amamantarse relacionadas a problemas olfatorios (Contos

et al., 2000).

Lpar2 se expresa en E8.5 en el prosencéfalo rostral y en el romboencéfalo (Figura 4D). En E9.5 su expresion
se observa en los procesos maxilares, el primer y segundo arco branquial y en los primordios de las

extremidades. Ratones mutantes para Lpar2 no muestran afectaciones aparentes (Mirendil et al., 2013).

La expresion de Lpar3 comienza en el corazén en E8.5 (Figura 4E) y persiste hasta etapas mas tardias como
E12.5. La delecidn dirigida de Lpar3 resulta en una reduccién en el tamafio de las camadas, la cual se
atribuye a un retraso en el tiempo de implantacién de los embriones, asi como defectos en su
espaciamiento dentro del Utero. Ambos fendmenos ocasionan un retraso en el desarrollo, placentas

hipertréficas compartidas entre varios embriones y letalidad embrionaria (Ye et al., 2005).

Lpar4 se expresa especificamente en la regidn del neuroepitelio donde se establece la frontera entre el
mesencéfalo y el romboencéfalo (Figura 4F). Lpar4 se expresa también en los bordes de los pliegues
neurales, los cuales formaran la linea media dorsal del tubo neural, desde el romboencéfalo rostral hasta
el prosencéfalo (Figura 4G). En E9.5, la expresion de Lpar4 se observa en la vecindad del organizador del
MHB, en el romboencéfalo, en los procesos maxilares y en el primer arco branquial. La mutacién nula para
Lpar4 ocasiona letalidad prenatal por defectos en el desarrollo de vasos sanguineos y hemorragias (Sumida

et at., 2010).

Por ultimo, la expresidn de Lpar5 en E8.5 se observa en los pliegues neurales anteriores. Después del giro
axial del embridn, Lpar5 se expresa en el prosencéfalo, mesencéfalo y romboencéfalo (Figura 4H). La

mayor intensidad de expresion se observa en el prosencéfalo, el mesencéfalo rostral y en los margenes de
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los pliegues neurales (Figura 41). De E9.5 en adelante la expresidn de Lpar5 se observa de manera ubicua

en todo el embrion.
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Figura 4. Patrones de expresion de los genes para los receptores de LPA en embriones en E8.5. (A) Vista dorsolateral.

(B, D—F, H) Vistas laterales. (C, G, 1) Vistas dorsales. El extremo anterior se muestra hacia arriba de la figura. (A-C) Expresion
de Lpar1 (Lpa,) en distintas regiones del embrion. La cabeza de flecha negra en C muestra la expresion de Lparl (Lpa,)

en la region dorsolateral, limitando con los margenes de los pliegues neurales. (D) Cabeza de flecha muestra la expresion
de Lpar2 (Lpa,) en el romboencéfalo rostral. (E) Se observa expresién de Lpar3 (Lpa,) en el corazén en desarrollo. (F, G)

Cabezas de flecha muestran expresién de Lpar4 (Lpa,) en la frontera entre el mesencéfalo y el romboencéfalo. (H, I)
Expresion de Lpar5 (Lpa,) se observa en el prosencéfalo, mesencéfalo y romboencéfalo. al: alantoides; he: corazén; pm:

mesodermo presomitico; rf: prosencéfalo rostral; s1: primera somita; so: somitas. Barra de escala=250 um. Tomado y
modificado de Ohuchi et al., 2008.

El LPA se produce intracelular como extracelularmente a partir de fosfolipidos de membrana y existen
varias vias para su biosintesis. En el espacio intracelular el LPA funciona como un fosfolipido estructural o
como intermediario en la biosintesis de otros fosfolipidos. Una via de sintesis intracelular de LPA es
dependiente de la actividad secuencial de las enzimas fosfolipasa D (PLD) y de la fosfolipasa A; (PLA). En
esta via se sintetiza LPA a partir de la hidrdlisis del acido fosfatidico proveniente de la membrana
plasmatica. En otra de las vias intracelulares, la sintesis se lleva a cabo por la acilacién del glicerol-3-fosfato
por actividad de la glicerofosfato aciltransferasa (GPAT) y la subsecuente fosforilacién por la accion de la
monoacilglicerol cinasa. En el espacio extracelular el LPA funciona como una molécula de sefializacidn y es
sintetizado a partir de la lisofosfatidilcolina por la actividad de lisofosfolipasa D de la autotaxina

(ATX/ENPP2) (Mirendil et al., 2013).

ATX

La autotaxina (ATX) es una enzima secretada que posee dos actividades cataliticas distintas. Pertenece a
la familia de pirofosfatasas/fosfodiesterasas de nucleétidos y posee la capacidad de hidrolizar nucleétidos.

Por otra parte, tiene actividad de lisofosfolipasa D para sintetizar al LPA. Originalmente fue identificada
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como un factor de motilidad celular en células de melanoma humano, pero su actividad también se
encuentra relacionada con procesos como el desarrollo vascular, activacion de plaquetas, regulacién de la

respuesta inmune, cicatrizacion, cancer y en el desarrollo embrionario (Mirendil et al., 2013).

La expresion de Atx durante la embriogénesis del raton es muy dinamica y se observa en muchas regiones

y tejidos dentro y fuera del embrién (Figura 5).

gl o Gbx2 D

- Atx
Pax2
Atx
c E Gbx2 h ) E‘_
. o

Figura 5. Patron de expresion de autotaxina (Atx) durante el desarrollo neural del ratén. Embriones de E8.5 a E8.75(A—
B’) y de E8.75 a E9.0 (C—E). La regidn anterior de los embriones se encuentra hacia arriba de la figura. Las cabezas de

flecha rojas muestran la frontera entre el mesencéfalo y romboencéfalo. Las flechas negras de B a E indican la frontera
entre el prosencéfalo y el mesencéfalo, donde inicia el segundo punto de cierre del tubo neural. (A) Vista lateral del
embrién, mostrando en azul una banda delgada de expresidn de Atx en los pliegues neurales cefalicos. (A’) Vista dorsal
del mismo embrién que A. (B-D) Hibridaciones in situ de doble color o de un color. Wnt1 (B), Gbx2 (C) y Pax2 (D) se
muestrna en rojo y Atx en negro. Vista lateral del mismo embridn en C se muestra en C”. Hibridacién sencilla para Wnt1
(B") y Gbx2 (C’) en azul. (B—C’, D) Vista dorsales. (E) Vista dorsal de hibridacién in situ de un mismo color para Atxy Fgf8.
h: corazén. Tomado y modificado de Ohuchi et al., 2007.

En E7.5 Atx se expresa en las membranas extraembrionarias de manera difusa. En E7.5 se observa
expresion en el saco vitelino y en el proceso cefdlico anterior. En E8.5 Atx se expresa en los pliegues
neurales del mesencéfalo posterior en un dominio similar al de Lpar4 (Figura 5A, A’), limitando
inmediatamente con el romboencéfalo en la regiéon del MHB (Koike et al., 2011). En E8.75, después del
giro axial, la banda de expresion de Atx casi co-localiza con el limite posterior de expresion de Wnt1 en el
mesencéfalo (Figura 5B) y se encuentra anterior al dominio de expresidon de Gbx2, Pax2 y Fgf8 y en el
romboencéfalo (Figura 5C-E). Entre los dominios de Atx y Gbx2, existe una delgada banda de
neuroectodermo que no expresa ninguno de los dos genes (Figura 5C”’). Para E9.0, la expresidén de Atx

disminuye en la vecindad del MHB y para E9.5 la expresién es casi nula (Ohuchi et al., 2007).

Se sabe que ATX posee un papel importante en el desarrollo embrionario y en el establecimiento del
organizador del MHB. Modelos murinos para la delecidn o sobreexpresidn de la enzima revelaron que los
embriones mueren durante el desarrollo temprano, alrededor de E9.5 a E10.5, y presentan una serie de
defectos en diversos tejidos y estructuras. La formacién de vasos sanguineos y la angiogénesis en el saco

vitelino se ven afectados, el alantoides se compacta y no contacta al corion, los embriones presentan un
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retraso en el desarrollo, no realizan el giro axial de forma correcta y existen defectos en la morfologia y

funcion del corazon (Tanaka et al., 2006; Yikura et al., 2015).

El desarrollo y la morfologia del tubo neural en embriones con modificaciones en Atx también se ven
afectados. Durante el desarrollo embrionario normal el proceso de cierre del tubo neural comienza
alrededor de la etapa de 6s a 7s en E8.5. Existen tres puntos de cierre en la regién anterior de los pliegues
neurales que inician y propagan la neurulacién (Copp, 2005). El cerrado inicia en el punto de cierre 1,
ubicado en la frontera entre el romboencéfalo y la regién cervical. A continuacién, en la etapa de 12s a
15s, aparecen otros dos puntos de cierre, el 2 se ubica en la frontera entre el prosencéfalo y el mesencéfalo
y el 3 aparece en la regidon mas rostral del romboencéfalo. La propagacion bidireccional del cierre de los

pliegues neurales a partir de los puntos de cierre es lo que da origen finalmente al tubo neural.

En los embriones Atx”" el cierre del tubo neural no se lleva acabo de manera correcta. Los pliegues neurales
anteriores son asimétricos, el tubo neural muestra ondulaciones aberrantes en el eje anteroposterior, la
proliferacién en el neuroepitelio se ve disminuida y aumenta la muerte celular en el tubo neural
(Fotopoulou et al., 2010). La notocorda también es ondulada en la regidn cefélica, especialmente en el
dominio que abarca desde el mesencéfalo hasta el romboencéfalo (Koike et al., 2011). En esta region la
neurulacidn entre los puntos de cierre 2 y 3 no se lleva a cabo y los pliegues neurales persiste abiertos.
Este defecto se puede deber a que el cierre del tubo neural depende de procesos como la migracién
celular, la proliferacién y muerte celular, procesos modulados por LPA (Choi et al., 2010). En ausencia de

Atx, los niveles de LPA disminuyen y los procesos que este fosfolipido modula se afectan.

En relacién con el MHB, la delecién de Atx afecta la expresion de los genes del organizador (Figura 6),

modificando tanto sus dominios como sus niveles de expresion (Koike et al., 2011).

Fgf8 Lateral Dorsal  Frontal Wnt1 Gbx2 Pax2
B C G/ ]
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D E F
ATX
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Figura 6. Patrén de expresion de Fgf8, Wnt1, Gbx2, y Pax2 en embriones silvestres y Atx7-en E8.0y E8.5. El dominio anterior
de los embriones se muestra en la parte superior de la figura. Asteriscos indican la psicion del MHB. Las puntas de flecha
indican la ubicacién de los pliegues neurales anteriores (ANR). (A-C) Expresion de Fgf8 en el MHB, ANR y surco primitivo en
embridn silvestre. (D, E) En embriones Atx”", Fgf8 casi no se observa en el MHB. (F) Dominio de expresién del ANR no se
expande lateralmente en embriones Atx”". (G) Dominio de expresion de Wntl en embridn silvestre. (H) El dominio de
expresion de Wnt1 es mas amplio en embriones Atx7~. (I) Expresién de Gbx2 en embrion silvestre. (J) La expresion se observa
disminuida en embriones Atx7-. (K) Expresién de Pax2 en el MHB de embriones silvestres. (L) En embriones Atx”" la expresion
disminuye v el dominio es mas amplio. Tomado v modificado de Koike et al., 2011.
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La expresion de Fgf8 en el MHB en algunos embriones Atx”" disminuye y de igual manera se afecta la
expresion en la cresta neural anterior (ANR por sus siglas en inglés), donde se observan disminuciones en
la intensidad, asi como la restriccién de su dominio de expresién (Figura 6A-F). El dominio de expresiéon de
Wntl en E8.0 es mas amplio en la region del MHB (Figura 6G, H) y tanto Gbx2 (Figura 6l, J) como Pax2
(Figura 6K, L) también presentan dominios mas amplios, pero sus niveles de expresién se encuentran

disminuidos.

Estos resultados revelan que, aun cuando se estd formando el organizador, su establecimiento y su
correcto funcionamiento se ven afectados en embriones deficientes de la actividad de ATX y esto podria

estar ocasionando los defectos observados relacionados con el cierre del tubo neural.

Debido a la relevancia que tiene el LPA y otros lipidos bioactivos en el desarrollo, hay una estricta
regulacién de su concentracion creando un balance entre las distintas vias de sintesis y degradacion. La
biotransformacién del LPA se lleva a cabo por varias enzimas como la LPA aciltransferasa (LPAAT), las
fosfatasas de fosfolipidos (PLPPs) y otras lisofosfolipasas, las cuales convierten al LPA en acido fosfatidico,

lo hidrolizan o lo convierten nuevamente en monoacilglicerol (MAG) (Mirendil et al., 2013).
3.6 Las fosfatasas de fosfolipidos (PLPPs)

Las fosfatasas de fosfolipidos (PLPPs por sus siglas en inglés) son enzimas integrales de membrana
pertenecientes a la familia de fosfatasas/fosfotransferasas. En mamifero existen tres isoformas: PLPP1,
PLPP2 y PLPP3 codificadas por los genes Plppl, Plpp2 y Plpp3 respectivamente. Estos genes eran
previamente conocidos como Ppap2A/Lppl, Ppap2C/Lpp2,y Ppap2B/Lpp3 (Tang et al, 2015).

La estructura de las PLPPs consiste en 6 dominios transmembranales compuestos por a-hélices, tres asas
extracelulares y dos intracelulares y sus dominios amino y carboxilo terminales se ubican dentro del
citosol. El sitio catalitico se encuentra, generalmente, en el espacio extracelular y estd conformado por
tres dominios conservados entre las 3 isoformas, ubicados en la segunda y tercera asas extramembranales
(Zhang et al., 2000). EI dominio C1 del sitio catalitico se encarga del reconocimiento de los substratos
mediante los aminodcidos lisina y arginina mientras que el C2 y C3 poseen la actividad de fosfatasa con los
aminodcidos cataliticos histidina y arginina en el C2 e histidina y aspartato en el C3 (Sigal et al., 2005). Por

otra parte, la segunda asa extracelular también posee un sitio de N-glicosilacién (Tang et al., 2015).

Al ser proteinas transmembranales, las PLPPs también se pueden encontrar en membranas intracelulares,

como en el reticulo endoplasmico y en el aparato de Golgi, con el sitio catalitico orientado hacia el lumen
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del organelo (Barila et al., 1996; Kai et al., 1997). Es también por la ubicacidn de su sitio catalitico que las

PLPPs regulan la concentracién de fosfolipidos en el espacio extracelular y dentro de organelos.

Como ya fue mencionado, estas enzimas se encargan de convertir lipidos bioactivos como el LPA, la
esfingosina 1 fosfato (S1P), el acido fosfatidico (PA) y la ceramida 1 fosfato (C1P) a sus formas
desfosforiladas que son el MAG, la esfingosina (Esf), el diacilglicerol (DAG) y la ceramida (Cer)
respectivamente. Las PLPPs participan en la regulacion de procesos celulares como supervivencia y
proliferacién, apoptosis, migracion y diferenciacién al modular los niveles de fosfolipidos y sus productos
desfosforilados y, en consecuencia, las vias de sefalizacion que estas moléculas activan o inhiben (Goetzl

y An, 1998; Tang et al., 2015).
Plpp3

De las tres isoformas de PLPPs, en humano la PLPP3 es la Unica que, ademads de la actividad catalitica,
posee un dominio de arginina-glicina-aspartato (RGD) que es capaz de unir a integrinas como la ayBs y la
osB: (Humtsoe et al., 2003). Esta cualidad hace que la funcion de la PLPP3 no sea redundante a la de las
otras dos isoformas. En ratéon la PLPP3 posee un dominio arginina-glicina-glutamato (RGE) que también

une integrinas (Humtsoe et al., 2005) (Figura 7).
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Figura 7. Estructura y funcidon de la PLPP3. Se muestran los seis pases transmembranales (I-IV) y las 5 asas
extramembranales (i-v). Los tres dominios conservados que componen al sitio catalitico se muestran en rosa (C1, C2, C3),
el recuadro azul indica el sitio de N-glicosilacion y el recuadro en morado ilustra el dominio RGD. En ratén el dominio es
RGE y es funcional. La PLPP3 desfosforila lipidos bioactivos como el acido lisofosfatidico (LPA), el acido fosfatidico (PA), la
esfingosina-1-fosfato (S1P) y la ceramida-1-fosfato (C1P) convirtiéndolos a sus formas inactivas: monoacilglirerol (MAG),
diacilglicerol (DAG), esfingosina (Esf) y ceramida (Cer). Modificado de Kok et al., 2012 y McDermott et al., 2006.
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En ratdn se ha visto que las PLPPs se expresan en una gran cantidad de tejidos, tanto en embriones como
en adultos, con diferentes dominios e intensidades. En E9.5 durante el desarrollo embrionario, la PLPP1
se expresa de forma uniforme y ubicua en todo embridn, asi como la PLPP2, aunque ésta se expresa con
una menor intensidad (Escalante-Alcalde et al., 2003). La PLPP3 por otra parte presenta un patron de
expresion muy dindmico durante el desarrollo embrionario temprano y sus dominios varian de acuerdo

con la etapa del desarrollo de E8.5 a E13.5.

Para observar la expresion de Plpp3, en el laboratorio se cred un ratén con un alelo nulo reportero para la
actividad de la B-galactosidasa (B-gal) de bacteria, al cual nos referiremos como Plpp3/°? (Escalante-Alcalde
et al., 2009). El gen de la B-gal fue insertado en el exdn 3 de Plpp3 mediante recombinacién homdloga en
células troncales embrionarias (ESC) de ratén. Este alelo, aparte de ser reportero, es nulo ya que
interrumpe la secuencia de la proteina entre el dominio C1y C2, los cuales son esenciales para su actividad

catalitica y generan una PLPP3 no funcional. Los ratones heterdcigos para Plpp3°? son viables y fértiles.

Mediante ensayos para la actividad de B-gal (Figura 8) se analizaron los patrones de expresion de Plpp3 en

etapas embrionarias tempranas (Escalante-Alcalde et al., 2003; Escalante-Alcalde et al., 2009).

Figura 8. Expresion de PLPP3 en embriones de E6.5 a E9.5. Expresidon de PLPP3 visto por actividad del reportero de B-gal
en embriones heterdcigos para el alelo Plpp3/®Z en E6.5 (A), E7.5 (B, C) y E8.5 (D, F). ‘a’ denota expresion en la region
anterior del embrion (B) y flechas denotan expresién alrededor del nodo (E). Hibridacién in situ (F, H) o tincion de actividad
de B—gal (G, 1) en embriones de en E8.5 (F, G) y E9.5 (H, I). a, all: alantoides; ch: corion; Ex: ectodermo extraembrionario;
f: prosencéfalo; me: mesodermo; m/h: region del mesencéfalo/romboencéfalo; n: nodo; psm: mesodermo presomitico;
s: somitas; tm: futura membrana timpanica; ve: endodermo visceral. Barras de escala 100 um en F-I. Tomado y modificado
de Escalante-Alcalde et al., 2003 y Escalante-Alcalde et al., 2009.

Se encontrd que en E6.5 la PLPP3 se expresa en el ectodermo extraembrionario (Figura 8A) y en E7.5 se
expresa en el endodermo visceral y en las membranas extraembrionarias (Figura 8B-C). En E8.0 la
expresion se restringe a la punta del alantoides y alrededor del nodo en la parte ventral del embrion (Figura
8D, E). En E8.5 la expresidn abarca todo el alantoides, la notocorda, el intestino primitivo, el canal
pericardio-peritoneal y las somitas (Figura 8G). La expresidon también es abundante en el mesodermo

25



paraxial, el cervical y el de la cabeza. También en esta etapa se puede observar mediante hibridacidn in
situ un amplio dominio de expresién en el neuroepitelio que abarca la regién del futuro mesencéfalo y
romboencéfalo, asi como en la regidn ventral del tubo neural (Figura 8F). Para E9.5 la expresién de PLPP3
se sostiene en el alantoides que ahora conforma el cordén umbilical, en la futura membrana timpanica,
en las somitas, en el tejido paraxial en la regién cervical, en la cavidad celémica y en los primordios de las

extremidades (Figura 8H, I).

Modelos de ratones deficientes para la Plpp1 y Plpp2 generan ratones viables y fértiles y no muestran
algun fenotipo caracteristico durante el desarrollo (Zhang et al., 2000; Tomsig et al., 2001). Por otro lado,
la inactivacidn del gen Plpp3 causa severos defectos en el desarrollo temprano que llevan a la letalidad

embrionaria (Figura 9) (Escalante-Alcalde et al., 2003).

La mutacion nula de Plpp3 ocasiona un retraso en el desarrollo de 12 a 24 horas en embriones
Plpp3Peltao3/Detlad3 comparados con embriones heterdcigos v silvestres de la misma camada (Figura 9B, D).
Los embriones homdcigos mueren alrededor del dia E9.5 por defectos en la formacion del plexo vascular
del saco vitelino (Figura 9A, C), la falta de una fusidon corioalantoidea y en algunos casos, defectos en la
gastrulacidn y en el establecimiento del eje anteroposterior. En los embriones que alcanzan desarrollarse
hasta E9.5 y E10.5 se observan defectos en el cierre del tubo neural a la altura de los puntos de cierre 1y
3, ya que en esta region los pliegues se mantienen abiertos y muestran un tubo neural ondulado
(Escalante-Alcalde et al,, 2003). En el laboratorio encontramos que ademas de la persistencia en la
apertura del tubo neural, los pliegues neurales poseen una morfologia anormal, al presentar tanto en la

superficie como en los bordes laterales una textura irregular y sinuosa.

Figura 9. Fenotipo de embriones deficientes de Plpp3. Embridn en E9.5 mostrando la vascularizacion del saco vitelino
(A, flechas) y la morfologia de un embridn con desarrollo normal en esta etapa (B). El embridn ha realizado la rotacién
axial y el alantoides (all) se ha fusionado con el corion. Embrién homocigo para el alelo Plpp3Pe'ta03 de |la misma camada
que el silvestre (C, D). Las membranas extraembrionarias carecen de vasos grandes (C). El embridon muestra un retraso en
el desarrollo, no ha realizado la rotacion axial y presenta un tamafio reducido (D). El defecto morfolégico mas evidente
es el desarrollo anormal del alantoides (all). Barra de escala: 0.5 mm. Tomado y modificado de Escalante-Alcalde et al.,
2003.
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El patrén de expresion dinamico que tiene Plpp3 sumado a las consecuencias que presenta su mutaciéon
revela que, ademas llevar a cabo funciones no redundantes con respecto a las otras dos isoformas de

PLPPs, la PLPP3 tiene un papel esencial en el desarrollo embrionario.
4. Justificacion

Dada la coincidencia en los patrones de expresion de Plpp3, Atx y algunos de los receptores para LPA,
como el Lpar4, en la region del MHB, ademas de las similitudes fenotipicas que presentan las mutaciones
nulas de Plpp3 y Atx en el tubo neural, en este trabajo decidimos evaluar la participacién de la PLPP3 en

el establecimiento del MHB y en el desarrollo cerebro medio y posterior.
5. Hipotesis

La falta de la PLPP3 durante el desarrollo temprano ocasionara defectos en el establecimiento del MHB,

afectando la expresion y regionalizacion de los genes especificos de esta zona.
6. Objetivos
6.1 Objetivo General

Caracterizar la funcidon que tiene la PLPP3 durante el desarrollo embrionario en la formaciéon y en el

mantenimiento del organizador del limite entre el mesencéfalo y romboencéfalo.
6.2 Objetivos Particulares

1. Evaluarlos dominios y los niveles de expresion de los marcadores En2, Fgf8, Otx2, Pax2 y Wnt1 en
etapas con equivalencia somitica en el MHB de embriones silvestres, heterdcigos y homadcigos
(Plpp3**, Plpp3*" y Plpp3'?/*?) mediante hibridaciones in situ.

2. Evaluar los niveles de proliferacién en el neuroepitelio a la altura del MHB en embriones Plpp3**,
Plpp3*/<Z y plpp3lacz/iacZ,

3. Evaluar los niveles de muerte en el neuroepitelio a la altura del MHB en embriones Plpp3**,

P/pp3+/lacz y P/pp3/uc2/lacz.
7. Materiales y Métodos

7.1 Ratones
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Para este trabajo se utilizaron ratones de la cepa CD1 que son portadores heterdcigos del alelo Plpp3/¢
(CD1.PIpp3*/a?). Los ratones se mantuvieron en un fotoperiodo de luz y oscuridad normales y con agua y

comida ad libitum.

Todas las manipulaciones y procedimientos utilizados en este proyecto fueron realizados de acuerdo con
el protocolo DAA3914, aprobado por el Comité Interno de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio

(CICUAL) del Instituto de Fisiologia Celular.
7.2 Extraccion de Embriones

Se realizaron cruzas de hembras de la cepa CD1.Plpp3*/““ en edad reproductiva con machos del mismo
genotipo. Se tomd por EO.5 al dia en el que se encontré un tapdn seminal en la vagina de la hembra tras
realizarse la cdpula durante la noche. Las hembras fueron sacrificadas mediante dislocacién cervical en los
dias E8.5 y E9.5 para extraer a los embriones en dichas etapas como se ha descrito previamente (Nagy et
al., 2003). Brevemente, se expone el Utero de la hembra mediante una incisién transversal en el abdomen
y se extraen las deciduas de ambos cuernos uterinos. La extraccién se realiza manteniendo a las deciduas
y embriones en medio L15 frio (Gibco 11415064) suplementado con 5% de suero fetal bovino (Gibco
16000044) y la separacion de los embriones de las membranas extraembrionarias se realizd bajo el
estereoscopio utilizando agujas de jeringa de insulina y pinzas de diseccién. Se colocé un embridn por pozo
en cajas de cultivo de 48 pozos con 200 ul de medio L15 en hielo. Cada embridn fue fotografiado con una

camara Nikon Coolpix montada en el estereoscopio para tener registro del fenotipo de cada embrion.
7.3 Genotipificacion de Embriones

Durante la extraccion de los embriones se aislé el saco vitelino el cual se lavé varias veces en PBS (NaCl
137 mM, KCI 2.7 mM, Na;HPO4 10 Mm y KH2HPO4 2 mM, pH 7.4 [J.T. Baker]). El saco se colocé en un tubo
eppendorf de 200 pl con 10 pl de H>0 Milli Q estéril y 10 pl de solucidn de lisis compatible con PCR 2X (KCI
50 mM, Tris pH 8.3 10 mM, MgCl, 2 mM, Gelatina 0.1 mg/ml, NP-40 0.45% y Tween-20 0.45%) adicionado
con Proteinasa K 100 pg/ml (Roche 3115844001). Las muestras se lisaron para obtener el DNA a 56°C en
un Thermoblock con agitacién de 850 rpm durante 2 horas. La Proteinasa K se inactivé calentando a 94°C
con agitacion de 850 rpm por 10 minutos. Las muestras se usaron de inmediato o se almacenaron a -20°C.
Para genotipificar a los embriones se realizd una reaccién de PCR en tubos eppendorf de 200 pl con un
volumen total de 13.05 pl para amplificar tanto la banda del alelo mutante como la del alelo silvestre. La
reaccion se preparé con 10 pl de H,0 Milli Q estéril, 1.25 pl de amortiguador 10x de PCR suplementado
con MgCl,a 50 mM (Sigma P2192), 0.25 pl de Taq polimerasa, 0.25 ul de dNTP’s (Roche 11814362001),
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0.1 pl de los oligonucleétidos Neo Down, LacZ Reverse y LacZ Forward (Invitrogen) y 1 ul de DNA de las
muestras lisadas por tubo. Como control positivo se empleé DNA extraido de cola de hembras
CD1.PIpp3*? y como control negativo se utilizé 1 ul de H,0 Milli Q. Las secuencias de los oligonucleétidos

empleados son las siguientes:
Neo Down: 5’-TTC TAT CGC CTT CTT GAC GAG TTC-3’
LacZ Forward: 5’-CTG TGC CAT TAG CCA GTC CTT CAC-3’
LacZ Reverse: 5’-TAG TTC TGA ATG TAG CCC TCG GAG-3’

La combinacién de oligonucledtidos Neo Down y LacZ Reverse amplifican al alelo mutado produciendo una
banda de alrededor de 700 pb y la combinacién de LacZ Forward con LacZ Reverse amplifican al alelo

silvestre el cual produce una banda de 128 pb.

Se utilizé el termociclador Flexigene (Techne) y se amplificé el DNA por 30 ciclos con las siguientes
condiciones: desnaturalizacién inicial por 2 minutos a 94°C y posteriormente 30 ciclos de 45 segundos a
94°C, 45 segundos a 60°C y 1 minuto a 72°C. La terminacién tuvo una duracién de 1 minuto a 72°C. Los
productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 1.5% en TBE 0.5X (Trizma Base 45 mM, acido bérico
44 mM y EDTA 1 mM) con 40 pl/L de bromuro de etidio a 10 mg/ml. Los geles se corrieron en TBE 0.5X a
50V y se tomaron fotografias de los geles en un transiluminador de luz UV con una cdmara digital Canon

PowerShot G6 y los colores de las imagenes fueron invertidos usando el programa Image J.

Los embriones Plpp3'?/®Z mutantes presentan una Unica banda de 700 pb, los embriones Plpp3*/
presentan dos bandas, una de 700 pb y otra de 128 pb y los Plpp3*/* presentan una Unica banda de 128
pb (Figura 10).

+/- +[- +[- +[+ +[- +/+ +[- +/- -[- +[- +/- +/+ +/+ C+ C-

850pb- - . - - [ Plpp3lacZ
650pb- - . .- -

200pb-

100pb L T I L Plpp3*

Figura 10. Genotipificacién de embriones obtenidos en E9.5 de la cruza entre adultos CD1.Plpp3*/'acZ, PCR de muestras
de saco vitelino de una camada de embriones en E9.5. El alelo mutante Plpp3/@Z que presenta la insercion del gen de B-
gal se muestra como una banda de 700pb mientras que el alelo silvestre se observa como una banda de 128pb. Embriones
silvestres muestran una Unica banda de 128pb, embriones Plpp3*/Z una banda de 128pb y otra de 700pb y los
Plpp3lacz/lacZ myestran una sola banda de 700pb. C+: control positivo; C-: control negativo.
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7.4 Fijacién y almacenamiento de embriones para hibridacién in situ

Una vez que se separaron a los embriones de sus membranas extraembrionarias y se aislaron en las cajas
de cultivo se retird el medio utilizando una pipeta de transferencia y se incubaron toda la noche a 4°C en
200 pl de paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS pH 7.4. Posteriormente se realizaron 2 lavados en PBS con
Tween-20 al 0.5% (PBT) preparado con agua Milli Q tratada con DEPC. Los embriones se deshidrataron con
una serie gradual de metanol en PBT de 25%, 50%, 75% y 100%. Todos los lavados se llevaron a cabo a
temperatura ambiente con duracidon de 5 minutos. Los embriones se almacenaron a -20°C en tubos

eppendorf de 600 ul con metanol al 100% hasta ser utilizados.

7.5 Transformacion de bacterias y aislamiento de plasmido

Bacterias E. coli competentes por el protocolo de cloruro de calcio (Sambrook, 2001) fueron transformadas
con 20 ng de los pldsmidos que contienen las secuencias para En2, Fgf8, Otx2 y Pax2. Los plasmidos fueron
donados por el Dr. Mark B. Lewandoski del National Cancer Institute, Estados Unidos. Brevemente, se
descongelaron las alicuotas de 100 pl de bacterias en hielo y se agregaron los 20 ng de plasmido. Se
incubaron en hielo 30 minutos y después se indujo el choque térmico incubando 30 segundos a 42°C. Tras
incubar en calor se incubaron por 2 minutos en hielo. Se agregaron 200 ul de medio SOC y se incubaron
una hora y media a 37°C con agitacion de 350 rpm. Las bacterias fueron sembradas en cajas de Petri con
agar preparado con ampicilina (100 mg/ml) y se incubaron a 37°C toda la noche. Para amplificar el
plasmido se picaron colonias transformadas y se inocularon 5ml de medio LB con ampicilina para hacer
Mini Preps y 100 ml para realizar Maxi Preps y se aisld el plasmido por el protocolo de lisis alcalina y
centrifugacion con columnas (Roche 1175477001 y Qiagen 12163). Se enviaron los plasmidos a la Unidad
de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular para conocer la orientacién del fragmento de los

genes con respecto a la orientacion del plasmido y corroborar las secuencias.

7.6 Linealizacion y sintesis de sondas para hibridacion in situ

Una vez que los plasmidos fueron aislados y secuenciados se realizaron las digestiones correspondientes
de linealizacidn. La reaccidn de digestién se prepard con 5 ug de plasmido, 1 ul de enzima de restriccidn,
5 pl de amortiguador 10X y agua Milli Q para llevar la reaccién a 50 pl. Los pldsmidos se linealizaron

utilizando las siguientes enzimas de restriccion y sus correspondientes amortiguadores:
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Plasmido | Sonda Amortiguador | Marca Sonda Amortiguador | Marca
Antisentido Sentido
En2 EcoR | NEBuffer for New England | Sac /I NEBuffer 4 New England
EcoRI RO101S RO157S
Fgf8 Smal Buffer T Invitrogen Xho'| NEBuffer 4 New England
15228018 R0146S
Otx2 BamH | Buffer K Invitrogen Xho | NEBuffer 4 New England
15201049 R0146S
Pax2 BamH | Buffer K Invitrogen EcoR | NEBuffer for New England
15201049 EcoRI R0O101S

Una vez linealizados los plasmidos se purificaron utilizando el protocolo de fenol cloroformo. La reaccién
se llevd a 100 pl con H,O Milli Q, se agregaron 50 pl de fenol y 50 pl de cloroformo/isoamilico (49:1) y se
agité en el vortex. Se centrifugé 5 minutos a 13,000 rpm y se aisl6 la fase acuosa en un tubo eppendorf de
1.5 ml nuevo. Se agregaron 100 pl de cloroformo/isoamilico y se agité en el vortex. Se centrifugd 5 minutos
a 13,000 rpm y se volvié a aislar la fase acuosa en un tubo eppendorf de 1.5 ml nuevo. Se estimd el volumen
y se agregd 1/25 de NaCl 5 M y etanol absoluto a -20°C y se agitd en el vortex. EI DNA se dejo precipitando
toda la noche a -70°C. Se centrifugd el DNA a 13,000rpm por 10 minutos a 4°C y se deseché el
sobrenadante con cuidado de no tirar la pastilla de DNA en el fondo. Se hizo un lavado con etanol al 70%
y se centrifugd el DNA a 13,000rpm por 10 minutos a 4°C. Se desechd el sobrenadante y se incubé por 5
minutos a temperatura ambiente para que se evaporara el etanol. Finalmente, se resuspendié el DNA en

50 ul de H,0 Milli Q tratada con DEPC.

La reaccion de transcripciéon de las sondas antisentido y sentido se preparé con 1ug de plasmido
linealizado, 4 pl de amortiguador 5X Transcription optimized buffer (Promega P1181), 2 ul de Dig RNA
Labeling Mix 10X (Roche 11277073910), 1 ul de RNAsin Plus RNase Inhibitor (Promega N2611), 1 ul de DTT
100 Mm (Promega P1171), 1 ul de RNApol T7 o T3 (Promega P2075 y P2083) y agua Milli Q tratada con
DEPC para llevar la reaccion a 20 pl. La reaccién fue preparada con las siguientes RNA polimerasas para

cada plasmido:

Plasmido | Sonda Antisentido | Sonda Sentido
En2 T7 T3
Fgf8 T7 T3
Otx2 T3 T7
Pax2 T3 T7
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La reaccidn se incubd por 2 horas a 37°Cy se purificaron las sondas con las columnas Quick Spin Columns
for Radiolabeled Probes (Roche 11273965001). Finalmente, se agregé 1 ul de RNAsin a la sonda purificada

y se almacenaron a -20°C hasta su uso.

7.7 Subclonacion de fragmento de Wnt1 en pBluescript

Para poder sintetizar sonda sentido y antisentido para Wnt1 se hizo la digestion del pldasmido original que
contenia al fragmento de Wnt1 donado también por el Dr. Lewandoski, asi como del plasmido pBluescript
con las enzimas de restriccion Xma | (New England R0180S) y Xba | (New England R0145S). La reaccién de
digestion de Wntl1 se prepard con 3 ug de plasmido, 1 ul de Xma /, 1 ul de Xba I, 5 ul del amortiguador
NEBuffer 4 10X y 0.50 ul de BSA (New England B9001S). La reaccion de digestion del plasmido se prepard
con 1 pg de plasmido, 1 ul de Xma I, 1 pl de Xba I, 5 pl de amortiguador NEBuffer 4 10X, 0.50 ul de BSA 'y
41.5 pl de H,0 Milli Q. El plasmido linealizado y el fragmento de Wnt1 se corrieron en geles de agarosa al
0.7% en TAE 1X (Trizma Base 40mM y EDTA 1mM) con 40 pl/L de bromuro de etidio. Los geles se corrieron
en TAE 1X a 50V y se visualizaron las bandas en un transiluminador con luz UV. Con un bisturi se cortaron
las secciones del gel con las bandas de 3000 pb del pldsmido pBluescript digerido y de 447 pb de Wnt1.
Las secciones de gel fueron colocadas en tubos eppendorf de 1.5 ml y el DNA fue purificado con el
protocolo del QlAquick PCR Gel Extraction Kit (Qiagen 28704). La reaccién de ligacidn se realizd con el
plasmido y el fragmento de Wnt1 en una proporcion de 1:2y 1:3, 1 pl de amortiguador 10x T4 DNA Ligase
buffer adicionado con 10 mM de ATP (New England Biolabs M020L), 0.1 pl de T4 DNA Ligase (New England
Biolabs B020S) y H,O Milli Q para llevar la reacciéon a 10 pl. Se incubaron las reacciones a temperatura

ambiente toda la noche (Sambrook, 2001).

Se transformaron bacterias E. coli competentes y se extrajo plasmido con el protocolo previamente
descrito. El plasmido se secuencié en la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular
para corroborar la insercién del fragmento de Wntl, la direccion de la secuencia en relacién con la
direccion del plasmido, las enzimas que se necesitaban para digerir el plasmido y los promotores que

transcribian la sonda sentido y antisentido.

Se digirid el plasmido y se sintetizaron las sondas con el protocolo previamente descrito. Para la sonda
antisentido se cortd con la enzima Xba | y se transcribié con T3 y para obtener la sonda sentido se cortd

con EcoR | y se transcribié con T7 (Figura 11).
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Figura 11. Sintesis de sonda para hibridacidn in situ. (A) Esquemas muestran los promotores con los que realizaron las
transcripciones de las sondas antisentido y sentido y las enzimas con las que se linealizan los plasmidos. (B) Fotografias
muestran bandas superiores correspondientes al plasmido linealizado con el inserto del gen y bandas inferiores
correspondientes al mMRNA sintetizado a partir del inserto. Peso molecular de las bandas se muestra a al izquieda de las
imagenes.

7.8 Hibridacion in situ

Todas las soluciones fueron preparadas con H,O Milli Q tratada con DEPC (1 ml por cada litro), la cual se

dejé toda la noche con agitacion y posteriormente se inactivé el DEPC por autoclave.

Se rehidrataron los embriones con una serie gradual de metanol en PBT al 75%, 50% y 25% en hielo con
dos lavados de 5 minutos por solucidn. Se hicieron dos lavados rapidos con PBT en hielo y se blanquearon
por una hora en H,0; al 2% en PBT. Se hicieron 3 lavados rapidos y se permeabilizaron con Proteinasa K a
10 mg/ml en PBT por 3 minutos para embriones en E8.5. Se hizo un lavado de 10 minutos con glicina a 2
mg/ml en PBT para detener la reaccion de la Proteinasa K. Se hicieron dos lavados rapidos con PBT y se
postfijaron los embriones en paraformaldehido al 4% en PBS (Gibco 10010023) con glutaraldehido al 0.2%
por 15 minutos a temperatura ambiente. Se hicieron 4 lavados rapidos con PBT y se incubaron los
embriones con solucion de hibridacion (Formamida 50%, SSC 5X pH 4.5, SDS 1%, tRNA de levadura 50
ug/ml [Sigma R5636] y heparina 5 mg/ul en agua Milli Q tratada con DEPC) a 70°C con agitacion constante
por dos horas. Se preparé la sonda de hibridacién en 100 pul de solucidn de hibridacién con 500 ng RNA

marcado previamente cuantificado utilizando el espectrofotdmetro Nanodrop.

Las sondas se calentaron por 5 minutos a 70°C en el Termoblock. Se agregd la sonda a los embriones y se

incubaron toda la noche a 70°C con agitacidn constante. Después de la incubacion se hicieron 3 lavados
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de 10 minutos con solucidn de hibridacidn a 70°C con agitacién constante. Se hicieron 3 lavados de 30
minutos con la solucién de lavados 1 (Formamida 50%, SSC 5X pH 4.5 y SDS 1% en agua Milli Q tratada con
DEPC) a 70°C con agitacion constante y 3 lavados de 30 minutos con la solucién de lavados 2 (Formamida
50% y SSC 2X pH 4.5 en agua Milli Q tratada con DEPC) a 70°C con agitacion constante. Posteriormente se
hicieron 3 lavados rapidos con TBST (Tris 25mM pH 7.5, NaCl 0.234 g y KCI 0.02 g en agua Milli Q tratada
con DEPC) a temperatura ambiente. Se incubaron los embriones en Blocking Reagent (Roche 1096176) al
1% en PBT por 2 horas 30 minutos a temperatura ambiente con agitacidn. Tras el bloqueo se incubaron
los embriones toda la noche a 4°C con agitacidon constante con Blocking Reagent al 1% en PBT adicionado
con anticuerpo Anti-Digoxigenina-AP (Roche 1093274) a una concentracion de 1:2000. Después de la
incubacidn se hicieron 3 lavados rapidos con TBST y después se hicieron 5 lavados de 1 hora 30 minutos,
todos a temperatura ambiente y agitacion constante. Se hizo un lavado toda la noche a 4°Cy con agitacién
constante. Se hicieron 3 lavados de 10 minutos con solucidn de deteccién para la AP (NaCl 100Mm, Tris
pH 9.5 100mM, Tween 1% y Levamisol 2 mM en agua Milli Q tratada con DEPC). Se incubaron los
embriones en solucidn de tincidn protegidos de la luz a temperatura ambiente hasta que se reveld la marca
morada (5 ml de solucién de deteccidn para la AP, 25 ul de NBT y 18.75 pl de BCIP). Se hicieron dos lavados
rapidos con PBT y se lavaron 2 veces con solucién de frenado de la actividad de la AP (Tris 100 mM y EDTA
1 mM en agua Milli Q tratada con DEPC). Se les hizo una fijacién posterior a los embriones en PFA al 4%
en PBS por una hora a temperatura ambiente y se hizo una deshidratacion rapida con una serie gradual
de metanol en PBT de 25%, 50%, 75% y 100% seguida por una rehidratacidn rapida con la misma serie.
Cada embridn fue fotografiado con una camara Nikon montada en el estereoscopio sobre una cama de
agarosa al 1% en PBS. Posteriormente los embriones fueron almacenados en PBT o en glicerol al 50% en

PBS a 4°C.
7.9 Analisis de las imagenes de las hibridaciones

Para cuantificar las variaciones en los niveles de expresion de los distintos genes del MHB entre los
embriones Plpp3**, Plpp3*/%? y Plpp3'#'aZ se utilizé el programa FlIJI (versién actualizada de Image J).
Para realizar el andlisis de las imagenes se selecciond el drea deseada, ya sea manualmente o con el umbral
de saturacion de color (Threshold) para el cédigo de colores RGB. Posteriormente se convirtié la imagen a
escala de grises (8-bit) y finalmente se invirtieron los colores. Los valores que fueron medidos por el
programa fueron el area del dominio seleccionado dada en pixeles y la densidad integrada del color gris
dentro de esa area, dada en unidades arbitrarias (UA). Por cada imagen se tomo una region del embrion

de 57x57 pixeles negativa a la sefial del gen y su densidad integrada sirvié como blanco.
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Para obtener el valor de la densidad integrada del dominio de expresién del gen siendo analizado, se

realizo la siguiente operacion:

Densiad integrada del gen X

(Densidad integrada del dominiO) (Densidad integrada del blanCO)

Area del dominio Area del blanco

Una vez obtenidos los datos se realizé el andlisis estadistico U de Mann-Whitney (prueba de t de Student
no paramétrica) con la finalidad de verificar si las diferencias observadas entre los distintos genotipos en
la intensidad de expresidn de los genes del MHB era significativa. En todos los analisis se considerd una P<

0.05 como diferencia significativa.

Para analizar la circularidad de los dominios de expresion de los genes evaluados por hibridacidn in situ se
utilizé el programa Arlen 1.0, aplicacién desarrollada por el M. en |. Gersain Barrén Veldazquez, adscrito a
la Facultad de Ingenieria de la UNAM. La aplicaciéon es una compilacion de varias técnicas de
procesamiento de imagen y programacion orientada a objetos usando la paqueteria OpenCV. Los datos

obtenidos de la segmentacion manual del area deseada estan dados en pixeles.

El coeficiente de circularidad cuantifica la diferencia entre el dominio seleccionado y un circulo teérico.
Este coeficiente puede ser calculado por medio de la ecuacion:
el
C = T P2

Dénde:

e A:Area proyectada

e P: Perimetro

El coeficiente de circularidad es adimensional y tiene valores entre 1y 0. La circularidad se aproxima a 1

en objetos redondeados y es cercana al 0 en objetos muy alargados.

Nuevamente se realizd el analisis estadistico U de Mann-Whitney para evaluar si las diferencias observadas
en la circularidad de los dominios de expresion genes del MHB entre los distintos genotipos era

significativa. En todos los analisis se considerd una P< 0.05 como diferencia significativa.

7.10 Inmunofluorescencia de embrién completo
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Se extrajeron los embriones con el protocolo previamente mencionado y se fijaron con PFA al 4% en PBS

por 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se hicieron tres lavados de 10 minutos con PBS.

Todas las incubaciones y lavados se realizaron con agitacién. Primero se permeabilizaron los embriones
con Tritdn X-100 al 0.5% en PBS por 15 minutos. Posteriormente se hicieron tres lavados de 10 minutos
con Tritén X-100 al 0.1% en PBS. Se bloqued con BSA al 5% (Roche 10735086001) en PBS con Tritén X-100
al 0.1% por 1 hora 30 minutos a temperatura ambiente. Los anticuerpos primarios se incubaron en
solucidn de bloqueo toda la noche a 4°C. Se hicieron 3 lavados de 20 minutos con Tritdn X-100 al 0.5% en
PBS. Los anticuerpos secundarios se incubaron en solucién de bloqueo por 1 hora 30 minutos a
temperatura ambiente. Se hicieron tres lavados de 20 minutos con Tritdn X-100 al 0.1% en PBS. Se tifieron
los nucleos con 1 mg/ml de Hoechst 33342 (Molecular Probes H1399) diluido 1:1000 en PBS por 15
minutos a temperatura ambiente y finalmente se hicieron tres lavados de 20 minutos con Tritédn X-100 al

0.1% en PBS. Los embriones fueron montados en portaobjetos utilizando Vectashield (Vector H-1000).

Se utilizd a la Fosfo Histona H3 como marcador de células en proliferacién y a la Caspasa 3 activa como

marcador de muerte celular. Los anticuerpos utilizados en este trabajo fueron:

e Anticuerpos primarios
o Fosfo Histona H3, 1:100 (Conejo; Cell Signaling 9701)
o Caspasa 3 activa, 1:1000 (Conejo; Cell Signaling 96615)
e Anticuerpos secundarios

o Alexa Fluor 488 Chicken anti Rabbit 1:500 (Invitrogen A21441)

El anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 tiene una longitud de onda de excitacion maxima de 490 nmy
una longitud de onda de emisidn maxima de 519 nm. Las células positivas a PHH3 o Cas-3 se observan en

verde en las inmunofluorescencias.

7.11 Cuantificacion de células fosfo Histona H3 positivas (PHH3)

Las fotografias de las inmunofluorescencias de embriéon completo fueron tomadas en el microscopio
confocal Zeiss de la Unidad de Imagenologia del IFC con el apoyo de la Dra. Yazmin Ramiro Cortés y del
Biol. Gerardo Rodrigo Perera Murcia. Se tomaron proyecciones en Z del neuroepitelio cefalico en la region

del MHB con un grosor de 5 um por cada corte éptico.

Las imagenes posteriormente fueron analizadas con el programa FlJI. Se contaron las células fosfo Histona

H3 positivas con la extensiéon del programa Cell Counter en cada corte dptico y se midid el area del
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neuroepitelio en pixeles en el mismo corte. Con la escala de las fotografias se hizo la conversion de pixeles
a um? y se dividié el numero total de células entre el drea analizada. El numero de células observadas se
expresa en términos de células/100 um de neurepitelio. Se realizo la prueba de t de Student para evaluar
si existian diferencias en los niveles de proliferacién entre los genotipos. Se consideré una P< 0.05 como

diferencia significativa.
8. Resultados

Se evallo la expresidn de los genes Otx2, Pax2, Wntl, Fgf8 y En2 en embriones completos mediante

ensayos de hibridacién in situ.
8.1 La ausencia de PLPP3 disminuye la expresion de Otx2

Con la sonda antisentido para Otx2 se evalud su expresiéon en embriones Plpp3**, Plpp3*/'*Z y Plpp3/e?/1a
alrededor de la etapa de 8s, extraidos en E8.5 (Figura 12). La sonda sentido se utilizé como control negativo

y no se observd marca en los embriones utilizados (n=6).

Plp p 3 +/+ Plp p 3 +/lacZ plp p 3 lacz/lacZ

Otx2

Figura 12. Expresion de Otx2 en embriones Plpp3+/*, Plpp3*/acZ y p|pp3lacZ/lacZ en 8 somitas (8s). Imagenes muestran vista
lateral (A, C, E) y dorsal (B, D, F) del dominio de expresidn de Otx2 en el prosencéfalo, el mesencéfalo y en el primer arco
branquial. Puntas de flecha muestran la ubicacién del MHB. Plpp3*+ (n=12), Plpp3*/1acZ (n=9) y Plpp3'acz/lacZ (n=13). AB;
arco branquial. al; alantoides. C; corazon. Barra de escala: 200um.

Todos los embriones Plpp3** (n=12) presentaron expresién de Otx2 en la regién de los pliegues neurales
anteriores, correspondientes al prosencéfalo y al mesencéfalo y en el primer arco branquial (Figura 12A,
B). El limite caudal del dominio de expresién mostré una frontera bien definida que marca la frontera del

mesencéfalo y el inicio del romboencéfalo (Figura 12B).

Los embriones Plpp3*/%? (n=9) no mostraron variaciones en dominio ni en los niveles de expresién de Otx2
con respecto a los embriones silvestres (Figura 12C, D). Se observé sefial en la region anterior de los
pliegues neurales con una frontera bien marcada en el limite caudal del mesencéfalo y también se

encontrd la expresién de Otx2 en el primer arco branquial.
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En el caso de los embriones Plpp3/#'? 11/13 embriones presentaron una expresién normal de Otx2 en
los pliegues neurales anteriores. Aunque el dominio parecié ser un poco mas corto en direcciéon
anteroposterior a comparacion del dominio en los embriones Plpp3*/* y Plpp37/%?, esto se debid a que la
morfologia de la regién cefélica en los embriones Plpp3°#'“Z se encuentra afectada, ya que los pliegues
son irregulares y mas pequefios (Figura 12E). La frontera caudal del dominio de expresion de Otx2 en el
mesencéfalo se encontré bien definida y no presentd recorrimientos rostrales ni caudales en ningln
embrion (Figura 12F). La expresion de Otx2 en el primer arco branquial también se observé en los

embriones Plpp3/%%'a<Z (Figura 12E).

Aun cuando a simple vista no se aprecié una diferencia en los niveles de expresién entre los genotipos, el
analisis de la densidad integrada del dominio de expresidn de Otx2 reveld que hay una ligera disminucion
estadisticamente significativa en su intensidad en embriones Plpp3*°< y Plpp3'%?/*Z en comparacion de

los embriones silvestres (Figura 13).

Otx2 en el MHB
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Figura 13. Disminucién en la intensidad de la expresion de Otx2 en embriones Plpp3*/lacZ y Plpp3lacZ/lacZ en 8s, Grafica
del andlisis de la intensidad de expresién de Otx2 en el MHB. Se muestran los valores y la media + desviacion estandar
(barras de error). ****= P< 0.0001. ***= P< 0.0007.

La intensidad promedio de Otx2 en embriones de Plpp3*/? es de 127.4 UAy en embriones Plpp3'°?/'*Z es
de 118.5 UA, mientras que en el control es de 146.4 UA. La prueba estadistica de Mann-Whitney revelé
que la diferencia de expresién de Otx2 en embriones Plpp3*/* y Plpp3*/1Z es estadisticamente significativa,

asi como la diferencia entre embriones Plpp3** y Plpp3/e?/acz,

Estos resultados sugieren que tanto una ausencia parcial como una total en la funcién de la PLPP3 es
suficiente para ocasionar una disminucién significativa en los niveles de expresion de Otx2 en los pliegues

neurales anteriores.
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8.2 La ausencia de PLPP3 disminuye la expresidn de Pax2 en el prosencéfalo y en el MHB

La expresiéon de Pax2 se evalud utilizando la sonda antisentido en embriones Plpp3**, Plpp3*/°Z y

Plpp3/ec?/a<Z (Figura 14). La sonda sentido se utilizé como control negativo y no se observé sefial en ninguno

de los embriones tratados (n=6).

Pax2

Plpp3 */*

PIp p 3 +flacZ

Plppg lacZ/lacZ

Figura 14. Expresion de Pax2 en embriones Plpp3*/*, Plpp3*/1acZ y Plpp3lacZ/lacZ en el estadio de 8s. Imagenes muestran
vista lateral (A, E, 1), ventral (B, F, J) y dorsal (C, D, G, H, K, L) de los dominios de expresién de Pax2. Se observa expresion
de Pax2 en los pliegues neurales anteriores del prosencéfalo (*), en la vesicula dptica, en la region del MHB, en la vesicula
6tica y en los ductos mesonéfricos. Puntas de flecha muestran la ubicacién del MHB. Plpp3*/* (n=18), Plpp3*/aZ (n=12) y

Plpp3/ecZ/aZ (n=10). al: alantoides; C: corazén; MN: mesonefros; VOp: Vesicula Optica; VOt: Vesicula Otica. Barra de escala:
200um.

En los embriones Plpp3** (n=18) se observaron los dominios de expresién de Pax2 previamente descritos
para E8.5 (Figura 14). En los embriones Plpp3** se encontrd expresion en el borde lateral de los pliegues
neurales del prosencéfalo (Figura 14A, B). En esta regién también se observd expresion de Pax2 en la
futura vesicula dptica (Figura 14A). En el MHB se observé una banda de expresidén que abarco la porcién
caudal del mesencéfalo y la porcién anterior del romboencéfalo (Figura 14C). En una posicién mas caudal
se observd expresion de Pax2 en la regidn de los pliegues neurales que dara origen a la vesicula ética
(Figura 14C). Por ultimo, se observé expresiéon de Pax2 en dos dominios paralelos en el mesodermo lateral

en la region caudal que conforma al mesonefros (Figura 14D).
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Los embriones Plpp3*/Z (n=12) también presentaron los dominios de expresién de Pax2 reportados
(Figura 14E-H) y no mostraron variaciones en la intensidad, la ubicacion ni el patrén con respecto a los

embriones silvestres.

A diferencia de los embriones Plpp3*“?, los embriones Plpp3'9%'<Z mostraron diferencias en la expresién
de Pax2 en la regién cefalica al comparar su intensidad con la intensidad en embriones Plpp3**. En el
prosencéfalo anterior se observd una disminucién considerable en la intensidad y en el dominio de

expresion de Pax2 (Figura 14l, K).

El analisis de la densidad integrada de este dominio revelé que la intensidad promedio de Pax2 en
embriones Plpp3“#'“Z fye de 42.9 UA, mientras que en los embriones Plpp3** fue de 68.3 UA. La
diferencia en intensidades entre ambos genotipos fue significativa estadisticamente de acuerdo con la

prueba de Mann-Whitney (Figura 15).
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Figura 15. Disminucion en la intensidad de la expresion de Pax2 en el prosencéfalo de embriones Plpp3/acZ/lacZ en 8s,
Grafica del andlisis de la intensidad de expresién de Pax2 en el dominio del prosencéfalo. Se muestran los valores y la
media £ desviacidn estandar (barras de error). **= P< 0.0047.

En la region del MHB la banda del dominio de expresion de Pax2 también se observdé mas tenue y mas
delgada en embriones Plpp3"9?Z que en los embriones control (Figura 14K). Al analizar la densidad
integrada de este dominio, el promedio en embriones Plpp3??'*Z fye de 51.94 UA (n=9), mientras que el
de los embriones Plpp3** fue de 67.12 UA (n=16) y en embriones Plpp3*/%Z fue de 70.54 UA (n=12). La
prueba de Mann-Whitney revelé que la diferencia de expresién de Pax2 en el MHB de embriones

Plpp3'a#/1a<Z g5 significativamente menor a la expresién en embriones Plpp3*/* y Plpp3*/°< (Figura 16).
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Figura 16. Disminucién en la intensidad de la expresién de Pax2 en el MHB de embriones Plpp3/acZ/iacZ en 8s, Gréfica del

analisis de la intensidad de expresién de Pax2 en el dominio del MHB. Se muestran los valores y la media + desviacion
estandar (barras de error). *= P< 0.0175. **= P< 0.0027.

En la region de la vesicula 6tica el dominio mostré variabilidad entre los embriones Plpp3'“#"? evaluados.

En dos de ellos parece tener la intensidad y morfologia observada en los controles, en cuatro embriones

se mostré mas tenue y condensado y finalmente en tres la tincién fue casi ausente (Figura 14K).

Por Ultimo, la expresion de Pax2 en el mesonefros no se vio afectada en los embriones Plpp3%/%Z (n=10),

tanto en la extensién y morfologia del dominio como en la intensidad de expresién (Figura 14L y Figura

17).
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Figura 17. No existen diferencias en la intensidad de la expresién de Pax2 en el mesonefros de embriones Plpp3/acZ/lacz
en 8s. Grifica del analisis de la intensidad de expresion de Pax2 en el dominio del mesonefros. Se muestran los valores y
la media * desviacion estandar (barras de error).
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La expresién de Pax2 en este dominio se consideré como un control interno dentro de los mismos
embriones analizados para la intensidad de expresion del gen en el prosencéfalo y el MHB. Ya que todos
los dominios en el embrién fueron expuestos a los mismos factores durante la hibridaciéon, podemos
concluir que las diferencias en la intensidad de Pax2 en la regién cefdlica del embrién no son un artefacto

del protocolo y son ocasionadas por la falta de la PLPP3.
8.3 La ausencia de PLPP3 produce un aumento en la expresion de Wnt1 en el MHB

La expresion de Wntl se evalud utilizando la sonda antisentido en embriones Plpp3**, Plpp3*/e y
Plpp3/ec?/acZ (Figura 18). La sonda sentido se utilizé como control negativo y no se observé sefial en los

embriones (n=6).

Plpp3 ** Plpp3 */acz Plpp3 lecz/lecz

Wnt1

Figura 18. Expresion de Wnt1 en embriones Plpp3+*, Plpp3+*/1aZ y P|pp3lacZ/lacZ en el estadio de 8s. Imdgenes muestran
vista lateral (A, C, E) y dorsal (B, D, F) de los dominios de expresidon de Wnt1. Se observa expresion de Wnt1 en los bordes
laterales de los pliegues neurales mesencefalicos, en la frontera anterior del MHB, en los bordes laterales de los pliegues
neurales del romboencéfalo y en la linea media dorsal del tubo neural. No se observa sefial en los pliegues neurales del
metencéfalo. Puntas de flecha muestran la ubicacién del MHB. Plpp3*/* (n=27), Plpp3*/'a<Z (n=15) y Plpp3'acz/lacZ (n=20). al:
alantoides; C: corazdn; Mte: metencéfalo. Barra de escala: 200um.

En los embriones Plpp3** (n=27) se observaron los dominios de expresién de Wnt1 previamente descritos
para E8.5 (Figura 18). Se observaron dominios de expresion en el borde lateral de los pliegues neurales del
mesencéfalo y en su borde caudal (Figura 18B). En este dominio el patron de expresién asemeja a un
triangulo con la base en el extremo lateral y los vértices extendiéndose hacia el surco neural en la linea
media. La expresién de Wntl se observé también en los bordes laterales de los pliegues neurales del
romboencéfalo posterior y se mostré como una linea continua en donde los pliegues se fusionaron y ahora
forman la linea dorsal del tubo neural (Figura 18A). En el borde lateral de los pliegues neurales del

romboencéfalo anterior, el cual corresponde al r1, no se observé expresion de Wnt1.

En los embriones Plpp3*/°< (n=15) se observaron los mismos dominios de expresién para Wnt1 que se
encontraron en los embriones silvestres (Figura 18C, D). No se observaron diferencias en la posicién, el

patrén o la intensidad de expresidn de los dominios en este genotipo.
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En los embriones Plpp3'9%/<Z (n=20) por otra parte, se observaron diferencias en los niveles de expresidn
de Wnt1. La expresion de Wnt1 en el MHB fue mds intensa que la expresién en los embriones Plpp3**y
Plpp3*/"°Z (n=6/20). En los bordes laterales del mesencéfalo de algunos embriones Plpp3°#"*Z (n=12/20)
la expresion de Wnt1 parecié también ser aun mas intensa y con un dominio mds ancho que la observada

en los embriones control (Figura 18F).

El dominio negativo a la expresion de Wnt1 en el romboencéfalo, correspondiente al rl, se vio modificado
en algunos de los embriones Plpp3'°#"Z (n=4/20), ya que su extensidn parecia reducida (Figura 18E). Esta
reduccién parece estar causada por un acortamiento de esta regién del neuroepitelio y no por un

recorrimiento caudal del dominio de expresién de Wnt1.

Finalmente, la extensidon de la expresion de Wntl en la linea dorsal del tubo neural en embriones
Plpp3'2%'aZ también parece ser mas corta que la observada en embriones control (Figura 18F), pero estas
diferencias pudieron haber sido ocasionadas de igual manera por un acortamiento global del eje

anteroposterior de estos embriones, producido por la ausencia de la PLPP3.

El andlisis de la densidad integrada del dominio de expresién de Wnt1 en el MHB reveld que el promedio
de intensidad en embriones Plpp3°?"*Z es de 60.93 UA, mientras que el de los embriones Plpp3** es de
34.84 UAy el de los embriones Plpp3*/'®? de 37.94 UA. La prueba estadistica de Mann-Whitney reveld que
la diferencia de expresién de Wntl en el MHB observada entre los genotipos es estadisticamente
significativa (Figura 19).
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Figura 19. Existe un aumento en la intensidad de la expresion de Wnt1 en el MHB de embriones Plpp3'acZ/lacZ en 8s,
Gréfica del analisis de la intensidad de expresion de Wntl en el dominio del MHB. Se muestran los valores y la media +
desviacion estandar (barras de error). ****= P< 0.0001.
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8.4 La ausencia de PLPP3 aumenta la expresion de Fgf8 en el ANR y en el MHB

La expresion de Fgf8 se detectd utilizando la sonda antisentido en embriones Plpp3**, Plpp3*/° y

Plpp3/ec?/a<Z (Figura 21). La sonda sentido se utilizé como control negativo y no se observé sefial en los

embriones tratados (n=6).

Fgf8

Plpp3 */*

PIp p 3 +flacZ

Plp p 3 lacz/lacZ

. : ¥ " o
Figura 20. Expresién de Fgf8 en embriones Plpp3+*, Plpp3*/acZ y Plpp3lacz/lacZ en el estadio de 8s. Imdgenes muestran
vista lateral (A, E, 1), ventral (B, F, J) y dorsal (C, D, G, H, K, L) de los dominios de expresién de Fgf8. Vista lateral muestra
la expresion de Fgf8 en los pliegues neurales anteriores del prosencéfalo (punta de flecha amarilla), en la frontera caudal
del MHB, en el primer arco branquial en desarrollo y en la regidn faringea (punta de flecha roja). Vista ventral muestra la
expresion de Fgf8 a lo lago de los pliegues neurales anteriores del prosencéfalo (punta de flecha amarilla). Vista dorsal
muestra el dominio de Fgf8 en la frontera rostral del romboencéfalo. D, H y L muestran la expresion de Fgf8 en la region
mas caudal de los pliegues neurales. Este dominio presenta malformaciones severas en embriones Plpp3/acZ/iacZ por
defectos en la gastrulacién (*). Punta de flecha blanca en D y H muestra reminiscencia del surco primitivo. Punta de flecha
negra marca la posicién del MHB. Plpp3** (n=23), Plpp3*/"Z (n=18) y Plpp3lecZ/lecz (n=19). AB: arco branquial; al:
alantoides; C: corazdn. Barra de escala: 200um.

En los embriones Plpp3** (n=23) se observaron los dominios de expresién de Fgf8 ya descritos para la
etapa que fue evaluada (Figura 21). Se encontré expresion en el borde mas rostral de los pliegues neurales
del prosencéfalo, delineando la cresta de los pliegues neurales y con una ligera extension triangular hacia
la pared lateral de los pliegues, hacia la vesicula dptica (Figura 20A, B). A la altura del corazén Fgf8 se
expresa en dos lineas verticales en ambos costados del embrién, en los futuros arcos branquiales y en el
primer arco branquial en desarrollo (Figura 20A). En la regién del MHB se observd expresion de Fgf8 en

una banda delgada en el borde anterior del romboencéfalo (Figura 20C). Finalmente, Fgf8 también se
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observé en el MHB y en los pliegues neurales caudales donde se encuentra la reminiscencia del surco

primitivo (Figura 20D).

En los embriones Plpp37%Z (n=18) se observaron los mismos dominios de expresién de Fgf8 que se
observaron en los embriones silvestres (Figura 20E-H). La extension de los dominios y la intensidad de la

expresion no mostro variaciones.

En los embriones Plpp3'9%'aZ se observaron los cuatro dominios de expresidn vistos en los genotipos
anteriores (n=19), sin embargo, en estos embriones se pudieron observar variaciones en la intensidad de

la expresion de Fgf8 y en la morfologia de sus dominios (Figura 20I-L).

En la cresta neural anterior (ANR) de algunos de los embriones Plpp3'°%'eZ | dominio de Fgf8 parece estar
compactado hacia la region anterior de los pliegues (n=8/19). No se observé la misma extension triangular
focalizada en la pared lateral del pliegue, en cambio el dominio presenté una forma semicircular,

abarcando una mayor extensidn de la pared lateral del prosencéfalo que los controles (n=5/19).

Se realizd un analisis de circularidad para evaluar la morfologia del dominio de Fgf8 en el ANR. El analisis
revelé que el dominio de Fgf8 en el prosencéfalo de embriones Plpp3'2?*Z es mas redondeado que en los
embriones Plpp3*/*y Plpp3*/“?y esta diferencia es estadisticamente significativa de acuerdo con la prueba

de Mann-Whitney (Figura 21).
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Figura 21. Existe una compactacion en la extension del dominio de expresion de Fgf8 en el prosencéfalo de embriones
Plpp3/acz/iacZ en 8s, Gréafica del andlisis del indice de circularidad del dominio de expresién de Fgf8 en prosencéfalo. Se
muestran los valores y la media * desviacion estandar (barras de error). ****= P< 0.0001.
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A demds de la compactacion del dominio en el prosencéfalo, la expresion de Fgf8 parece ser mds intensa
en esta regién en los embriones Plpp3"2?/*Z que en los embriones de los otros dos genotipos (n=5/19)

(Figura 20)).

El analisis de la densidad integrada de este dominio revelé que la intensidad promedio de expresion de
Fgf8 en embriones Plpp3?/"*Z fye de 42.4 UA, en embriones Plpp3*/* fue de 27.5 y en embriones Plpp3*/°
30.9 UA. La prueba de Mann-Whitney demostré que la diferencia de expresion entre los embriones

Plpp3**y Plpp3*/°Z fue estadisticamente significativa (Figura 22).
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Figura 22. Existe un aumento en la intensidad de la expresién de Fgf8 en el prosencéfalo de embriones Plpp3'aZ/lacZ en
8s. Grifica del analisis de la intensidad de expresidn de Fgf8 en el dominio del prosencéfalo. Se muestran los valores y la
media * desviacidn estandar (barras de error). *= P< 0.0207.

En el MHB, todos los embriones Plpp3“?“Z? presentaron el dominio de expresién de Fgf8 en el
romboencéfalo anterior (Figura 20C). En algunos embriones, el dominio tenia una intensidad de sefal

visiblemente mayor a la de los embriones Plpp3*/*y Plpp3*/*% (n=3/19).

El andlisis de la densidad integrada del dominio de expresion de Fgf8 en el MHB de embriones Plpp3/e¥'aZ
reveld que la intensidad de expresidon es mayor a la expresidon en los embriones control y la prueba de

Mann-Whitney reveld que esta diferencia entre los genotipos es estadisticamente significativa (Figura 23).

El dominio de expresién mas afectado en embriones Plpp3%<Z fye el dominio en el extremo caudal del
embridn. En esta regién la ausencia de la PLPP3 ocasiona el arresto de la gastrulacién en etapas tempranas
y el embridn sufre defectos en su morfologia, como un acortamiento en el eje anteroposterior y
protrusiones anormales de tejido. En los embriones Plpp3/%Z solamente se observé la reminiscencia del

surco primitivo en 4 embriones, en los demas embriones esta estructura no se pudo identificar, asi como
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el surco neural y los pliegues neurales. No obstante, los defectos en la morfologia no ocasionaron la
pérdida de expresidn de Fgf8 ya que a pesar de las malformaciones en el dominio todavia se observé marca

en el tejido (n=16).
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Figura 23. Existe un aumento significativo en la intensidad de la expresion de Fgf8 en el MHB de embriones Plpp3/acZ/lacz
en 8s. Grafica del anadlisis de la intensidad de expresion de Fgf8 en el dominio del MHB. Se muestran los valores y la media
+ desviacidn estandar (barras de error). **= P< 0.0020. **= P< 0.0096.

Aun cuando se observd expresion de Fgf8 en el dominio caudal en etapas posteriores a su induccion, el
andlisis de densidad integrada y la prueba de Mann-Whitney revelaron que hay una disminucion
significativa en la intensidad de expresién de Fgf8 en el dominio caudal de embriones Plpp3/e¥'aZ 4]

compararlos con embriones silvestres (Figura 24).
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Figura 24. Disminucién en la intensidad de la expresion de Fgf8 en la region caudal de embriones Plpp3/ecZ/lacZ en 8s,
Grafica del andlisis de la intensidad de expresion de Fgf8 en el primordio de la cola. Se muestran los valores y la media +
desviacién estandar (barras de error). ¥*= P<0.0314.

48



La disminucién en la intensidad de expresion de Fgf8 en el dominio caudal podria ser ocasionada por los
defectos en la morfologia caudal ocasionados por el arresto de la gastrulacién de esta zona en ausencia
de la PLPP3. Este arresto ocasiona una subsecuente reduccion en el grosor y la extensidn del tejido en esta

region, probablemente resultando en la reduccidn de la expresién de Fgf8 también.
8.5 La ausencia de PLPP3 no afecta los niveles de expresion de En2

Con la sonda antisentido para En2 se detectd su expresién en embriones Plpp3**, Plpp3*/°% y plpp3/ac?/iacz
(Figura 25) La sonda sentido se utiliz6 como control negativo y no se observé marca en los embriones

hibridados con esta sonda (n=6).

Plpp3 W+ Plpp3 +/lacz Plpp3 lacz/lacz

En2

Figura 25. Expresion de En2 en embriones Plpp3*/*, Plpp3*/lacZ y Plpp3lacZ/lacZ en el estadio de 8s. Imagenes muestran
vista lateral (A, C, E), y dorsal (B, D, F) del dominio de expresion de En2. Se observa expresion de En2 en los pliegues
neurales en la region del MHB, abarcando al mesencéfalo posterior y al metencéfalo. Puntas de flecha muestran la
ubicacién del MHB. Plpp3*/* (n=12), Plpp3*/aZ (n=12) y Plpp3lacz/lacZ (n=11). al; alantoides. C; corazdn. Barra de escala:
200pm.

Todos los embriones Plpp3** (n=10) presentaron en el MHB expresién de En2 en la regién de los pliegues
neurales correspondiente al mesencéfalo posterior y al rl en el romboencéfalo anterior (Figura 25A). El
dominio se muestra como un tridngulo en ambos pliegues con la base en el borde lateral y el vértice en el
surco neural en la linea media del embrién (Figura 25B). El limite caudal y el limite anterior del dominio de
expresién mostraron una frontera bien definida. En los embriones Plpp3*'° (n=12) se observé también el
dominio de En2 con la misma morfologia, ubicacidn e intensidad de expresiéon que el observado en

embriones silvestres (Figura 25C, D).

En los embriones Plpp3'#'%Z (n=11) se observé el dominio de £n2 con la misma ubicacién e intensidad
que el dominio de los embriones Plpp3** y Plpp3*/°Z (Figura 25E, F). El limite caudal y el limite anterior
del dominio de expresidon mostraron fronteras bien definidas y el patrdn triangular en todos los embriones
(Figura 25F).El andlisis de la densidad integrada del dominio de expresién de En2 demostré que la
intensidad de expresion de este gen no presenta variaciones en los embriones de los 3 genotipos (Figura
26).
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En2 en el MHB
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Figura 26. No existen diferencias en la intensidad de la expresiéon de En2 en el MHB de embriones Plpp3'aZ/lacZ en 8s a
comparacion de embriones control. Gréfica del analisis de la intensidad de expresion de En2 en el dominio del MHB. Se
muestran los valores y la media * desviacion estandar (barras de error).

Por otra parte, cuando se observé el embrién desde un angulo lateral, se encontrdé que la morfologia del

dominio parecia modificada. El dominio presenta una compactacion en el eje anteroposterior, lo que hace

que el dominio aparente ser mas corto que el dominio de En2 en embriones que se Plpp3**y Plpp3*/'e

(Figura 25E). El analisis de circularidad y la prueba de Mann-Whitney revelé que el dominio de En2 en el

MHB de embriones Plpp3/“#'aZ es significativamente mds redondeado que en los embriones Plpp3** y

Plpp3*/°? (Figura 27).

En2 en el MHB
0.9+ *
% %
—_ A
< 0.8
2 °
g 0.7 e - A
] l|l u
S
(_; 0.6 0o® ] AA
9 ° u
o 0.5
0.4 T T T
N N Q P <0.05
) \(\,/‘b //,\‘L ,/\\
N A& 2§
° »° ¢
Q\QQ Q"_) {}'zf’
Q\Q Q.)
Q\Q

Figura 27. Existe una compactacion significativa en el dominio de expresién de En2 en el MHB de embriones Plpp3/acZ/lacz
en 8s. Grafica del andlisis del indice de circularidad del dominio de expresién de En2 en el MHB. Se muestran los valores
y la media * desviacion estandar (barras de error). *= P< 0.0194. **= P< 0.0049.

La compactaciéon del dominio en los embriones Plpp3®#'“? se debe a que la morfologia de los pliegues

neurales presenté ondulaciones y surcos que no se observaron en los embriones de los otros dos genotipos
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(Figura 28). Estos surcos estereotipicos parecen aparecer en el neuroepitelio justo en la frontera anterior

y posterior del dominio de En2. No se observd algun surco que atravesara por el centro de este el dominio.

P lp D 3 +/+ P /p p 3 lacZ/lacZ

En2

Figura 28. Existen surcos estereotipicos que flanquean al dominio de expresion de En2 en el MHB de embriones
Plpp3'acZ/lacZ en 8s, Vista lateral y dorsal de embriones Plpp3*/* y Plpp3/acZ/lacZ, |ineas punteadas en amarillo denotan la
posicién y extensidn de los surcos en el neuroepitelio de embriones Plpp3/acZ/iacz, puntas de flecha muestran la posicién
del MHB. Plpp3*/* (n=12) y Plpp3lacZ/iacZ (n=11). C; corazén. Barra de escala: 200um.

Estos surcos estereotipicos podrian estar ocasionados por una disminucién focalizada en la proliferacién
celular del neuroepitelio o en un aumento significativo en los indices de muerte celular, por lo que se

evaluaron los niveles de muerte y proliferacién en embriones Plpp3**, Plpp3*/°% y Plpp3'a?/'aZ,
8.6 Analisis de proliferacion

Para evaluar los indices de proliferacion en el neuroepitelio alrededor de la etapa de 8s se realizaron
inmunofluorescencias contra la proteina Histona H3 fosforilada (PHH3 por sus siglas en inglés). La PHH3
es una proteina de unién al DNA que sirve como marcador de células mitdticamente activas,
especificamente aquellas en donde los cromosomas comienzan a condensarse y estan por entrar a la

profase y se sostiene hasta la anafase (Hendzel et al., 1997).

Lo que se observd en los embriones tratados con el anticuerpo primario fueron células positivas a PHH3
en el neuroepitelio de los genotipos evaluados (Figura 29). Los embriones control que fueron tratados

Unicamente con anticuerpo secundario no mostraron marca.

Los embriones Plpp3** (n=3), y Plpp3*“? (n=2) presentaron un neuroepitelio con una superficie lisa.
Ademas, las células PHH3 positivas se encontraron uniformemente distribuidas en toda la superficie del
tejido (Figura 29A-F). En el caso de los embriones Plpp3®#aZ (n=3), a pesar de que se observaron los
surcos estereotipicos en el neuroepitelio (n=2/3), también se observé aproximadamente el mismo nimero

de células PHH3 positivas y con la misma distribucién (Figura 29G-I).
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Figura 29. Los surcos estereotipicos en embriones Plpp3/aZ/lacZ no parece estar ocasionados por una disminucién en la
proliferacion del neuroepitelio alrededor de la etapa de 8s. Imdgenes muestran proyecciones en Z de la vista dorsal de
embriones Plpp3*/*, Plpp3*/1aZ y plpp3lacz/iacZ En verde se observan las células positivas para PHH3. Hoechst marca nucleos
en azul. Punta de flecha blanca marca surcos estereotipicos en el neuroepitelio. Plpp3** (n=3), Plpp3*/'eZ (n=2) y
Plpp3/acz/lacZ (n=3), Barra de escala: 100um.

La cuantificacién del nimero de células observadas por cada 100 pm? de neuroepitelio revelé que hay una
disminucidn significativa en las células PHH3 positivas en ausencia de la PLPP3. Mientras que en los
embriones Plpp3** se observé un nimero promedio de 6 células/100 pm?, en embriones Plpp3/2?aZ se

observaron 3 células/100 um? (Figura 30).

PHH3

Células/100pm?

A ) A P<0.05
X\X \S\ ;Y \0 «\’\o

% % &
Figura 30. Cuantificacidn de células PHH3 en el neuroepitelio de la region del MHB de embriones en 8s. Grafica del analisis

del numero de células positivas a la marca de PHH3 por umZ2.de neuroepitelio a la altura del MHB. Se muestran los valores y
la media * desviacion estandar (barras de error). *= P< 0.0341.
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Aun cuando hay una disminucién en el nimero de células en proliferacion, no se observé una disminucién
focalizada alrededor de los surcos estereotipicos, sino que la disminucion fue global en todo el grosor del
tejido. Esto indica que la morfologia anormal del neuroepitelio en ausencia de la PLPP3 no es a

consecuencia de la disminucién de la proliferaciéon celular en la regién del MHB.

8.7 Analisis de muerte celular

Ya que una disminucién focalizada en la proliferacion del neuroepitelio no explica la aparicidén de los surcos
estereotipicos, se quiso evaluar los niveles de muerte celular mediante inmunofluorescencias utilizando
un anticuerpo primario dirigido contra la forma activa de la proteina Caspasa-3 (Cas-3). La Cas-3 es una
proteasa considerada como una de las ejecutantes de la cascada de muerte celular por su actividad

proteolitica y marca que una célula esta en apoptosis (Nicholson y Thornberry, 1997).

Las inmunofluorescencias utilizando el anticuerpo primario mostraron dominios en neuroepitelio que
presentaban células positivas a la Cas-3 (Figura 31). Los embriones control que fueron Unicamente

tratados con anticuerpo secundario no mostraron marca verde.

Plpp3 */*

P/pp3 lacZ/lacZ

Figura 31. Los surcos estereotipicos en embriones Plpp3'aZ/laZ no parece estar ocasionados por un aumento en la
muerte celular del neuroepitelio alrededor de la etapa de 8s. Vista lateral y dorsal de embriones Plpp3*/+y Plpp3'acz/iacz,
Puntas de flecha moradas muestran la posicidn aproximada del MHB. Puntas de flecha blancas muestran dominio de
muerte en el romboencéfalo caudal (A-F, I-L). Puntas de flecha amarillas muestran dominio de muerte en los bordes
laterales del prosencéfalo anterior. Puntas de flecha rojas muestran dominios de muerte celular ectépicos en el
neuroepitelio y en el ectodermo cefélico en los embriones Plpp3/acz/lacZ, plpp3+/+ (n=7) y Plpp3lacZ/lacZ (n=15). C; corazdn.
Vot; Vesicula ética. Barra de escala: 200um.

Los embriones Plpp3** (n=7), Plpp3*“? (n=5) y Plpp3'®#'aZ (n=15) presentaron en el neuroepitelio
dominios de muerte focalizados en la regidn cefélica (Figura 30). En etapas tempranas en E8.5, existe un
dominio de muerte focalizada en los pliegues neurales anteriores del prosencéfalo. Este dominio es visible

en los embriones Plpp3** y Plpp3'?/*<Z (Figura 30A-H). Por otra parte, en etapas un poco mas avanzadas
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en los embriones Plpp3/9%19<Z |a muerte celular en este dominio parece inhibida ya que desaparecen casi
por completo las células positivas a Cas-3 (Figura 30K, L). En esta etapa también los pliegues ectdpicos

alrededor de la region del MHB aparecen.

Al analizar los niveles de muerte en los pliegues ectdpicos y alrededor de ellos podemos observar que, aun
cuando hay un aumento en las células Cas-3 positivas, el aumento en la muerte celular no es significativo

como para explicar las anomalias morfoldgicas (Figura 30I-L).
9. Discusion

Para la realizacidn de este proyecto se utilizé un modelo murino mutante para gen de la fosfatasa PLPP3.
La importancia biolégica que tiene este modelo es que nos permite evaluar el efecto de la desregulacién
de la concentracién de varios lipidos bioactivos durante el desarrollo embrionario y también en la etapa
adulta. En ausencia de PLPP3 el ligando de los receptores para los fosfolipidos se encuentran en exceso y
se pueden analizar las consecuencias que tiene la inhibicién o la sobreactivacién de las vias que estos

fosfolipidos estimulan.

En este trabajo se evalud el papel que tiene la PLPP3 en el establecimiento del MHB y en el mantenimiento
de los genes del organizador mediante hibridaciones in situ. Se observod que los niveles de expresion de las
proteinas morfogenéticas Wntly Fgf8 y de los factores transcripcionales Pax2 y Otx2 se ven modificados

en ausencia de la enzima, mientras que la expresidn de En2 no sufrié ninguna modificacidn.

La expresion de Otx2 en los pliegues neurales anteriores disminuyé ligeramente (analisis de densidad
integrada) tanto en los embriones Plpp3*/“Z como en los embriones Plpp3'®#'a<Z Estos resultados apuntan
a que una disminucién parcial en la actividad de PLPP3 es suficiente para tener un efecto sobre los niveles
de expresién de Otx2. No obstante, este efecto no es dependiente de la dosis de PLPP3, ya que su ausencia
total en los embriones Plpp3"?/%<Z no produce un fenotipo mas severo que el observado en embriones
heterdcigos. Aun cuando la disminucion de Otx2 en la regidn anterior de los embriones fue
estadisticamente significativa, no fue lo suficientemente grande para afectar el desarrollo del tubo neural

anterior ni la induccién de los demas genes del MHB.

La expresién de Pax2 en el prosencéfalo y en el MHB de embriones Plpp3#Z disminuyd
significativamente. Esta disminucidon necesariamente tiene que llevarse a cabo después de la induccién y
establecimiento de la expresion de En2 y Fgf8, ya que estos genes requieren de la presencia de Pax2 para
iniciar su expresidn (Song et al., 2000; Ye et al., 2001; Chi et al., 2003; Bouchard et al., 2005). En el caso de

En2 no se observaron variaciones en su expresiéon en embriones Plpp3?"Z y en el caso de Fgf8 su
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expresion incrementd significativamente. Estos resultados apuntan a que en ausencia de la PLPP3 la
expresion de Pax2 se desregula tiempo después de su encendido y de la induccién de En2 y Fgf8 a partir
de la etapa de 5s, y que la expresién remanente de Pax2 podria ser suficiente para el mantenimiento de
la expresion de En2. Otra posible explicacidon de la paraddjica ausencia de la variacién en los niveles de
expresion de En2 en los embriones Plpp3"?eZ es que Wntl y Fgf8 también participan en el
mantenimiento de la expresion de este factor transcripcional (Bally-Cuif et al., 1992; Crossley et al., 1995;
Lee et al., 1997; Liu et al., 1999), y dado que estos morfégenos se encuentran sobreexpresados en los

embriones mutantes, podrian funcionar como factores compensatorios a la disminucién de Pax2.

Finalmente, como se menciona arriba, se observé un aumento estadisticamente significativo en los niveles
de expresiéon Wnt1y Fgf8 en el dominio del MHB en embriones Plpp3/“#'eZ 3| compararlos con embriones
Plpp3**. El aumento en la expresiéon de ambos morfégenos en este dominio podria explicarse con el asa
de retroalimentacion positiva que existe entre ambos genes (Lee et al., 1997; Chi et al., 2003; Wittmann
et al., 2009). Por la temporalidad de la induccidén de los genes del MHB y el asa de retroalimentacion
positiva, se puede suponer que la ausencia de PLPP3 ocasiona un aumento en los niveles de expresidn de
Wntl, los cuales a su vez inducen una mayor expresion de Fgf8 y éste a su vez promoveria el

mantenimiento de niveles altos de Wnt1.

Los patrones de expresion de los genes del MHB encontrados en este trabajo no fenocopian a los
resultados obtenidos cuando se altera la sefializacion mediada por LPA. Cuando se elimina la actividad de
ATX, la expresidon de los genes Fgf8, Wnt1y Pax2 se altera (Koike et al., 2011); la extensién de los dominios
de expresion de Wnt1y Pax2 en el MHB aumenta, pero en el caso de Pax2 su intensidad disminuye. En el

caso de Fgf8, su expresion disminuye o se abate casi por completo en el MHB y el ANR (Figura 6y 32).

Se sabe que la ausencia de la PLPP3 resulta en un aumento significativo en la concentracion extracelular
del LPA (Escalante-Alcalde et al 2003; Susanto et al., 2017). Este exceso de ligando puede tener dos efectos
distintos sobre los LPARs: 1) puede resultar en la sobreactivacidn de sus vias de sefalizacién, o 2) puede
haber desensibilizacion de receptores, lo que fenocopiaria un escenario donde no hay LPA, como en
embriones Atx”". Dada la extraordinaria similitud entre los fenotipos de los embriones Atx”" y Plpp37,
inicialmente pensamos que parte del fenotipo de los embriones pudiera deberse a la desensibilizacién de
LPAR'’s. Sin embargo, ya que los patrones de expresion de marcadores del MHB observados en embriones
Plpp3"?/'*Z son diferentes a los obtenidos en embriones Atx”, podemos sugerir que los efectos

encontrados en este proyecto no son exclusivamente ocasionados por un evento de desensibilizacion de
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LPARs, sino por un aumento significativo en la sefializacion mediada por el LPA o una combinacién de

ambos eventos.

A

'l' Pax2
Wntl
WT Atx /- Plpp3 lacz/lacz

Figura 32. Modelo de los fenotipos observados en el MHB de embriones Atx/- y embriones Plpp3lacZ/lacZ_(A) Esquema
de las relaciones reguladoras que existen entre los genes del MHB en embriones silvestres. (B) Fenotipo observado en
embriones Atx7- (Koike et al., 2011). El dominio de expresién de Pax2, Gbx2 y Wnt1 se encuentra expandido (denotado
por lineas punteadas), pero la expresién de Pax2 y Gbx2 disminuye. (C) Fenotipo observado en embriones Plpp3/acz/iac,
La expresion de Wnt1 y Fgf8 aumenta significativamente mientras que la expresidén de Pax2 y Otx2 disminuyen. El orden
de los genes representa el orden temporal en el que se expresan en el MHB. Interacciones reguladoras basadas en
Wittmen et al.,2009.

En apoyo a un posible incremento en la sefializacion mediada por LPA en algunas regiones del embrién
esta el asa de retroalimentacidn positiva entre este lipido bioactivo, sus receptores y la expresion de Fgf’s
descrita en Xenopus. En este organismo FGF4 induce la expresiéon del receptor Ipar6, el cual al ser inhibido
mediante el uso de morfolinos ocasiona a su vez la disminucidn de la expresion de Fgf8 en el ANRy en el
MHB. De igual manera el knockdown de Atx reduce la expresion de Fgf8 en las mismas regiones (Geach et
al., 2014). Recordemos que en este trabajo se observd un incremento en la expresion de Fgf8 tanto en el
ANR como en el MHB, sugiriendo que este efecto puede estar mediado por el incremento en la

sefializacion de los LPARs expresados en estas regiones (Figs. 4 y 21-23).

Las diferencias en la expresion de marcadores observadas entre los mutantes de Atx y Plpp3 podria
también deberse a que las variaciones observadas en nuestro modelo no sean causadas exclusivamente
por alteraciones en la sefializacién del LPA. La PLPP3 modula la concentracion de otros lipidos bioactivos

que podrian estar contribuyendo a los defectos morfoldgicos, por ejemplo, la S1P.

La S1P, como el LPA, es capaz de regular procesos como la diferenciacidn, la supervivencia, motilidad,
crecimiento y movilizacién de calcio a través de la sefalizacién mediada por los GPCRs S1P; al S1Ps
(Mizugishi. et al., 2005). Durante el desarrollo embrionario la expresion de los distintos receptores para la
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S1P se lleva a cabo en regiones especificas del embrién. Por ejemplo, S1pr3 se expresa en el futuro
mesencéfalo en E8.5 y en E9.5 se expresa en el mesénquima cefalico y en el primer arco branquial. Por
otro lado, S1pr4 se expresa de manera ubicua en embriones de E8.5 a E10.5 (Ohuchi et al., 2008). La
sefializacion mediada por la S1P es necesaria para un correcto desarrollo. La mutacién nula de las cinasas
que fosforilan a la esfingosina, la SphK1 y SphK2, ocasionan letalidad embrionaria previo a E13.5. Los
embriones mutantes presentan defectos vasculares y frecuentemente exencefalia, ocasionada por una
apertura persistente del tubo neural entre los puntos de cierre 1y 3 en la regién anterior (Mizugishi et al.,
2005). El incremento en la sefializacion de S1P también se ha relacionado a defectos en el cierre del tubo
neural (Gelineau-van Waes et al., 2012), aunque no se ha estudiado si esto causa alteraciones en la
expresidon de marcadores del MHB. En este sentido, los fenotipos observados en los embriones deficientes
en la PLPP3 pudieran deberse a la combinacidn de las alteraciones en la sefializacion mediada por ambos

lipidos bioactivos.

Los defectos en el cierre del tubo neural de los embriones carentes de PLPP3 presentan ciertas similitudes
con mutantes con defectos en la transicion de un epitelio cibico a uno columnar y pseudoestratificado
(i.e. Pten [Grego-Bessa et al., 2016]); defectos en la elevacidn de los pliegues neurales y formacion de los
puntos de bisagra/curvatura por defectos en la funcion del citoesqueleto (i.e. cofilina [Escuin et al., 2015]
y Shroom3 [Haigo et al., 2003]); de la expansion del mesénquima cefalico(i.e Twist [Zohn y Sarkar, 2012])
o de la sefializacién mediada por el ectodermo no neural, (i.e. BMP2 [Furuta et al., 1997]); y el sellado de
los pliegues neurales por reduccién de la apoptosis (i.e. Apafl [Cecconi et al., 1998], Caspasa 9 [Kuida et
al., (1998).], p53 [Sah et al., 1995]) o por fallas en la migracion de la cresta neural (i.e Conexina 43 [Ewart
et al., 1997], Twist [ Chen y Behringer, 1995], por lo que sera interesante determinar en cudl(es) de los

mecanismos mencionados participa la PLPP3 para regular el cierre del tubo neural.

Un fenotipo del neuroepitelio que se observd de forma consistente en este proyecto fue la aparicidn de
surcos estereotipicos que flanquean en su frontera anterior y posterior al dominio de expresién de En2 en
embriones Plpp3'2?/e<Z Estos surcos y la morfologia irregular del neuroepitelio observados por la ausencia
de PLPP3 tienen cierta semejanza con los defectos observados en ausencia de la fosfatasa PTEN, otra
fosfatasa de fosfolipidos la cual convierte al fosfatidil inositol trifosfato en fosfatidil inositol bifosfato
(Grego-Bessa et al., 2016), o en mutantes de genes que controlan la dinamica del citoesqueleto (Escuin et

al., 2015; Haigo et al., 2003).

En el caso de la mutacion de Pten, los surcos en los pliegues del neuroepitelio no son ocasionados por

proliferacién o muerte celular localizada en el neuroepitelio sino por un defecto en la transicion de un
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epitelio cubico a uno columnar y pseudoestratificado (Grego-Bessa et al., 2016). En embriones Plpp3/e#'aZ
se observé una ligera disminucién generalizada de la proliferacidon del neuroepitelio. Sin embargo, este
resultado parece estar mas relacionado al retraso generalizado de su desarrollo que a una disminucién
focalizada de la proliferacion en las regiones de los surcos. De manera similar, aunque en embriones
mutantes se encontraron algunas regiones del embrién con incremento de muerte, estas sélo se
observaron en embriones de mayor grado de desarrollo que ademds presentaban hemorragias o edemay
no coincidieron con las regiones donde se observaron los surcos formados en el neuroepitelio. Por lo
anterior, seria interesante analizar si en embriones Plpp3/°#'@Z existe un defecto en la transicién de un

epitelio ctbico a uno columnar y pseudoestratificado como ocurre en los embriones Pten™".

En la regidon del cerebro medio y posterior, inicialmente el neuroepitelio tiene una forma biconvexa con
sus vértices orientados en sentido contrario a la linea media. Posteriormente los pliegues neurales
adoptan una morfologia biconcava (Morriss-Kay, 1981). Este cambio de morfologia de los pliegues
neurales de biconvexo a bicdncavo estd regulado por la elevacidn y curvatura del neuroepitelio
dependiente del citoesqueleto de actinomiosina (Morriss-Kay y Tuckett, 1985; Sawyer et al., 2010). La
sefializacion del LPA y/o la S1P regula la organizacion del citoesqueleto por lo que su desregulacidn en
embriones mutantes podria contribuir a los defectos en la topologia del neuroepitelio y en el cierre del

tubo neural.

Finalmente, el proceso de sellado de los pliegues neurales donde participa la muerte celular apoptdticay
la migracion de la cresta neural son procesos que también pudieran estar afectados en los embriones
carentes de PLPP3. Aunque falta por realizar experimentos mas detallados en relacidn con estos procesos,

es interesante notar que en embriones Plpp3'?/%<Z |os patrones de muerte se ven alterados.

En embriones control de E8.5, los dominios de muerte celular esperados (identificados por
inmunodeteccion para la Cas-3 activa) se ubican en los bordes de los pliegues de las crestas neurales
anteriores y en un dominio simétrico a la altura del rombencéfalo (Fig. 31A-F). Estas zonas de muerte se
presentaron de forma similar en embriones Plpp3°?"Z de etapa de desarrollo equivalente, sin embargo,
la extensién de la zona de muerte en el ANR se encontré muy reducida, probablemente debido al aumento
en la expresién de Fgf8, ya que se sabe que la sefializacion de FGF regula la sobrevivencia celular en la

region del prosencéfalo (Paek et al., 2009).

En etapas posteriores, cuando en los mutantes aparecen los surcos flanqueando al dominio de expresién
de En2, se observaron células positivas a Cas-3 activa en el neuroepitelio alrededor de los surcos caudales,
pero no en los surcos anteriores. Ademas, en los embriones Plpp3“#“Z que avanzaron mas en el
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desarrollo se presentaron variaciones en los patrones de muerte observados en comparacién con los
embriones control. En la regién cefalica de embriones Plpp3"?/e<Z se observé un aumento en muerte
celular en las regiones laterales de la cabeza, en los arcos branquiales y en un dominio simétrico superior
a las vesiculas oéticas. Estos sitios de muerte son regiones por donde las células de la cresta neural migran
y donde también se expresa Fgf8 (Abu-Issa et al., 2002). Ya que los niveles de expresidén de este gen se
encuentran aumentados en ausencia de la PLPP3 en estas zonas, la muerte celular no se explica por una
ausencia del morfégeno. En este sentido el aumento en muerte celular en estas regiones podria estar
siendo ocasionado por la ausencia de la conexién con la circulacion materna y por defectos en la
angiogénesis, las cuales resultan en edemas y hemorragias. Alternativamente, estas regiones de
abundante muerte celular pudieran ser reflejo de alteraciones en la migracion de las células de la cresta
neural (NCC) cefdlica. En Xenopus la sefializacién mediada por el receptor LPAR2 se requiere para la
apropiada migracion colectiva de la cresta neural cefalica (Kuriyama et al., 2014). Apoyando un posible
defecto en la migraciéon de la cresta neural en nuestros embriones mutantes se encuentran: el poco
desarrollo del primer arco branquial; la coincidencia de las zonas de muerte con regiones por donde
migran las NCCy los dominios mas intensos de expresidon de Wnt1 en los bordes de los pliegues neurales,
lo que es indicativo de la cresta neural premigratoria (Acuna-Mendoza et al., 2017). Sera interesante
corroborar si en los embriones mutantes efectivamente existen defectos en la migracidon de la cresta

neural.

10. Conclusiones

1. La expresidn de Otx2 disminuye ligeramente por la ausencia parcial o total de la PLPP3.

2. La deficiencia de la PLPP3 provoca una disminucion en los niveles de expresion de Pax2 en el
prosencéfalo y en el MHB.

3. Existe un aumento en los niveles de expresion de Wnt1 en el MHB en ausencia de la PLPP3.

4, Existe un aumento en los niveles de expresién de Fgf8 en el prosencéfalo y en el MHB en
ausencia de la PLPP3. La disminucién de Pax2 en embriones Plpp3'%?2Z no afecta al factor
transcripcional En2 ni al morfégeno Fgf8.

5. Los defectos observados en el MHB en embriones Plpp3/°#'“Z no parecen ser ocasionados
exclusivamente por una desregulacion en la via de sefalizacion del LPA.

6. Existen modificaciones en la estructura del neuroepitelio que flanquea al dominio de

expresion de En2 en el MHB.
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7. Los defectos en la morfologia de los pliegues neurales en ausencia de la PLPP3 no parecen
ocasionados por variaciones en los niveles de muerte o proliferacién focalizada en el

neuroepitelio.

11. Perspectivas

Como ya se menciond anteriormente, los embriones Plpp3'%#'“Z fenocopian a embriones que presentan
mutaciones en la transicion de un epitelio cibico a uno columnar, en la regulacidn de la dindmica del
citoesqueleto y en la migracion de la cresta neural (Grego-Bessa et al., 2016; Escuin et al., 2015; Haigo et

al., 2003; Ewart et al., 1997; Chen y Behringer, 1995).

Para evaluar cual es el estado del citoesqueleto en nuestros embriones se podrian realizar tinciones con
faloidina para visualizar la estructura del neuroepitelio en cortes coronales de la regién del MHB. También
se puede evaluar la polarizacion del neuroepitelio mediante el analisis de microtubulos estables
polarizados apicobasalmente detectando tubulina acetilada. La visualizacion del citoesqueleto de
actinomiosina en la regidn de los surcos observados alrededor del MHB también nos podrian dar indicios
de que en ausencia de la PLPP3 la contractibilidad del neuroepitelio se encuentra comprometida y es este

defecto el que previene el cierre del tubo neural.

El aumento en la sefal de Wntl observado en ausencia de la PLPP3 podria ser evidencia de una
acumulacidn de células de la cresta neural en los bordes de los pliegues neurales. Estas células se derivan
de ectodermo que yace entre la placa neural y la epidermis. Estas células dan origen a tejidos como el
sistema nervioso periférico, la médula de la glandula suprarrenal, el tejido conectivo y 6seo de la region
cefalica y los melanocitos (Gilbert 2014). Se sabe que Wnt1 es un marcador para las células de la cresta
neural premigratoria (Acuna-Mendoza et al., 2017). Ademas, es necesaria una inhibicién transitoria de la
via de sefalizacidn de WNT para la delaminacién de la cresta neural y su subsecuente migracion hacia sus
sitios blanco (Rabadan et al., 2016). En este contexto, se podrian hacer experimentos para evaluar si la via
de sefializacion WNT también esta sobreactivada o si el aumento en la sefial de Wnt1 esta ocasionado por
la permanencia de la cresta neural en los pliegues. Un aumento en la localizacidon nuclear de B-catenina
seria indicacion de la activacion de la via candnica de WNT. Por otra parte, empleando un marcador de
cresta neural como Sox10 nos permitiria observar si existen defectos en la migracién de las células de la

cresta neural en ausencia de la PLPP3.

Idealmente estas estrategias deberian realizarse en un contexto donde la PLPP3 sea desactivada solo en

las regiones de interés. En este proyecto se utilizaron ratones de la cepa CDI.PIpp3"“ los cuales son
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portadores de un alelo reportero (knock in) para la actividad de la B-galactosidasa de bacteria. Este alelo
inhibe la actividad de la PLPP3 en todas las regiones embrionarias y extraembrionarias en donde se expresa
la enzima (Escalante-Alcalde et al., 2003; Escalante-Alcalde et al., 2009). Para estudiar los efectos de la
ausencia de la PLPP3 especificamente en la regién del MHB se podria generar una cepa con una mutacion
condicional al flanquear al gen de la Plpp3 con secuencias loxP (Plpp3”) y deletando al gen mediante la
co-expression de Wntl1:Cre o de En2:Cre. El uso de la cepa Plpp3*”% Wnt1:Cre ademas nos podria dar

informacidn sobre el papel que tiene la PLPP3 en el desarrollo y migracidn de la cresta neural.

Finalmente, el gen de la B-gal en el alelo PIpp3"°? se encuentra inserto en el exén 3 del gen de la Plpp3
como ya se menciond antes, disrumpiendo a su sitio catalitico y a su dominio de unién a integrinas RGE en
el C1 y C2. Se sabe que una de las principales causas de los defectos en el cierre del tubo neural es por
fallas en el citoesqueleto y en la adhesion celular (Wild et al., 2014). Es por el efecto dual que tiene el alelo
mutante que no podemos diferenciar entre los efectos que tiene la ausencia de la actividad catalitica de
la PLPP3 del efecto que tiene la falta de su dominio RGE. Para poder estudiar de forma separada los efectos
gue tiene la falta de cada una de las funciones que tiene la PLPP3, seria necesario realizar mutaciones
puntuales en una u otra regién y generar a los ratones transgénicos. Sélo asi podremos saber qué
contribucion tiene el dominio de adhesidn de la PLPP3 a los fenotipos observados en el neuroepitelio y en

el MHB.
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