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RESUMEN

El primer paso para la construccién del sistema nervioso de los vertebrados es la
formacién de la placa neural. Varios reportes sugieren que la sefial retinoide es
esencial para el establecimiento normal del patrén neural y la diferenciacién
neuronal. Aunque se ha progresado mucho en este sentido, quedan ain muchas
preguntas sin respuestas para tratar de elucidar el rol que los retinoides juegan
durante el desarrollo embrionario.

En este trabajo, dentro del contexto de la cascada de la neurogénesis primaria de
Xenopus laevis, exploramos la habilidad de los retinoides de regular diferentes
pasos de la cascada que lleva a la diferenciacién neuronal. Mostramos que el
tratamiento con 4cido retinoico (RA) produjo un sustancial aumento en el nimero
de neuronas primarias que expresan N-tubulina debido a un incremento de la
diferenciacion neuronal sin involucrar cambios en la proliferacién o muerte celular
programada. Las evidencias indican que este efecto se origina en los pasos iniciales
de la cascada neurogénica, ya que este tratamiento alterd el balance entre dos genes
de prepattern de expresién temprana. Por un lado, se observé induccién de la
expresion de Gli3, que promueve el destino neuronal y por otro, inhibicién de Zic2,
un represor de la neurogénesis. Ademds, se modific6 la expresién de otros
marcadores que participan en los pasos intermedios de la cascada como
Neurogenina, MyT1 y X-Delta-1. Paralelamente, determinamos que los retinoides
reprimen la expresién de sonic hedgehog (shh) en la linea media del embrién tanto
en la placa del piso como en la notocorda y establecimos por primera vez un nexo
entre shh, el RA y la neurogénesis primaria.

En experimentos de rescate fenotipico demostramos que el RA no es capaz de
revertir el efecto inhibitorio de shh, Zic2 o una versidn costitutivamente activa de
Notch (NotchICD) sobre la neurogénesis primaria. Estos resultados, junto con el
hecho de que un pulso corto de RA alrededor del comienzo de la gastrulacién es
suficiente para desencadenar la inhibicién de la expresién de shh, sugieren que el
RA participa muy tempranamente en la regulacién de esta via.

El tratamiento con agonistas y antagonistas selectivos de los receptores de acido
retinoico (RAR) nos permiti6, por un lado, confirmar que la activacién de los RAR

es suficiente para inhibir la expresion de shh e inducir la neurogénesis y por otro,
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determinar que RAR® es necesario in vivo tanto para regular la expresién de shh,
como para establecer el patrén normal de neuronas primarias.

Mediante una estrategia de dominancia negativa establecimos que el receptor
RARa«l es requerido para la correcta regulacion de shh, ya que cuando se interfiere
con su funcidn, la expresion de shh se desinhibe.

Finalmente, el bloqueo especifico de la sintesis de RARy!l por microinyeccién de
un oligo morfolino antisentido produjo un aumento muy marcado de la expresién
de shh, sugiriendo que esta isoforma también es necesaria para mediar la
regulacién negativa que los retinoides ejercen sobre la expresiéon de shh.
Contrariamente, mostramos mediante esta misma estrategia, que el receptor
RAR(2.2 no es necesario para ejercer in vivo esta regulacion.

Todos estos resultados en conjunto proveen nuevas evidencias que profundizan la
comprensién del rol de los retinoides durante el desarrollo embrionario, en
particular durante la neurogénesis primaria y aportan herramientas criticas para
ayudar a descifrar los mecanismos moleculares que determinan la construccién en

espacio y tiempo de la placa neural.



ABSTRACT

The first step in making the nervous system of a vertebrate is the segregation of the
neural plate. Several reports suggest that retinoid signal is essential for normal
neural patterning and neuronal differentiation. Although there was a lot of progress
in this way, many questions remain without answers to elucidate the role that
retinoids play during development.

In this work, inside the context of Xenopus laevis primary neurogenesis cascade,
we explored retinoid’s ability to regulate different steps of the cascade that lead to
neuronal differentiation. We show that retinoic acid (RA) treatment produced a
substantial induction in the number of primary neurons that express N-tubulin due
to a promotion of neuronal differentiation without involving changes in
proliferation or programmed cell death. Evidences indicate that this effect
originates in the initial steps of neurogenic cascade, as this treatment altered the
balance between two prepattern genes with early expression. By one side, we
observed an induction in Gli3 expression, a promotor of neuronal fate and by the
other side, inhibition of Zic2, a repressor of neurogenesis. Furthermore, the
expression of other markers that participate in the intermediate steps of the cascade,
as neurogenin, MyT1 and Delta-1, was also modified. At the same time, we
determined that retinoids repressed sonic hedgehog (shh) expression in the embryo
midline, both in the floor plate as well as in the notochord and we established for
the first time a link between shh, RA and primary neurogenesis.

In phenotypic rescue experiments, we show that RA is not capable to reverse the
inhibitory effect caused on primary neurogenesis by shh, Zic2 or a constitutively
active form of Notch (Notch ICD). These results, together with the fact that a short
RA pulse near the beginning of gastrulation is sufficient to inhibit shh expression,
suggest that RA participate very early in the regulation of these processes.

The treatment with selective agonists and antagonist of RA receptors (RAR)
allowed us, first, to confirm that RAR activation is sufficient to inhibit shh
expression and to induce neurogenesis, and second, to determine that RARa is
required for proper shh regulation, as when we interfered with its function, shh

inhibition was lost.
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Finally, the specific blockade of RARYl synthesis, by microinjection of a
morpholino antisense oligo, produced a great induction of shh expression
suggesting that this isoform is also necessary to mediate the negative regulation
that retinoids exert over shh expression. On the contrary, we showed by the same
strategy, that RAR02.2 is not required for this regulation in vivo.

All these results together, provide new evidences to understand the role that
retinoids play during development, particularly during primary neurogenesis and
contribute with critical tools to decipher the molecular mechanisms that lead to

neural plate construction in space and time.



1. INTRODUCCION



1.1. DESARROLLO EMBRIONARIO DE Xenopus laevis

1.1.1. Establecimiento de los ejes embrionarios

Xenopus laevis es un anfibio anuro originario de Sudéfrica, ampliamente
utilizado como modelo para el estudio molecular de 1a embriogénesis temprana de
vertebrados.

La polaridad primaria del huevo de Xenopus se establece durante la
maduracién del ovocito dentro del ovario. El ovocito es una célula asimétrica, con
un hemisferio pigmentado animal (An) y un hemisferio vegetal (Veg) no
pigmentado. El nicleo se encuentra desplazado hacia el polo animal y en el polo
vegetal existe una importante acumulacién de vitelo que servird de reservorio
alimenticio para el embrién en desarrollo. De un modo similar, se encuentran
almacenados en el ovocito una gran cantidad de proteinas y ARNm maternos, asi
como factores morfogenéticos asimétricamente localizados que segregardn a
distintas células posteriormente durante el clivaje.

Mientras que el eje animal- vegetal (A-V) se establece durante la ovogénesis,
la polaridad dorso-ventral (D-V) y antero-posterior (A-P) se definen luego de la
fertilizacién y antes de la primera mitosis. Inicialmente, el ovocito es radialmente
simétrico con respecto al eje A-V y un unico espermatozoide puede entrar en
cualquier punto del hemisferio animal, iniciando una reorganizacién del citoplasma
del huevo. El citoplasma cortical rota 30° con respecto al citoplasma mads interno,
produciendo la activacién de determinantes dorsales maternos en el lado opuesto al
punto de entrada del espermatozoide que desencadena una cascada de eventos que
llevan a la dorsalizacién (Gurdon, 1992) (Fig. 1.1).

Aproximadamente 100 minutos después de la fertilizacidén, comienza la etapa
de clivaje que consiste en una serie de divisiones mitdticas meridionales y
perpendiculares rapidas por las cuales el huevo se divide en muchas células
pequeiias (blastémeras) que forman una bléstula esférica, con una cavidad interior

denominada blastocele (Fig. 1.2).
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Punto de entrada del
espermatozoide
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Citoplasma
Intemo

Figura 1.1. Rotacion del citoplasma cortical en el huevo de Xenopus laevis

A: Corte de un huevo fecundado a lo largo del eje animal-vegetal (An-Veg), antes de larotacion cortical,
en la mitad del primer ciclo mitético. El huevo tiene simetria radial con respecto al eje An-Veg. El
espermatozoide ha penetrado en un punto del hemisferio animal y su nicleo ha migrado al interior del
huevo. La corteza se representa con un hemisferio animal muy pigmentado y un hemisferio vegetal muy
transparente. B: Poco antes de que comience el clivaje, cuando se ha cumplido un 80% del primer ciclo
mitotico, el citoplasma cortical rota 30° con respecto al citoplasma interno. Una region del huevo que
antes estaba cubierta por el citoplasma cortical oscuro del hemisferio animal, queda ahora expuesta. El
citoplasma subyacente, localizado cerca del ecuador, exactamente en el lado opuesto al punto de entrada
del espermatozoide contiene granulos de pigmento difusos por lo tanto se observa de color gris, laregion
se conoce como medialuna gris y marca el sitio donde se formara el labio dorsal del blastoporo, iniciando
la gastrulacion (extraido de Gilbert, 1994).




mediqluna

e 8ris

Figura 1.2. Clivaje del huevo de anfibio.

Los surcos de clivaje designados con nimeros romanos, se numeraron siguiendo el orden de aparicion. (A,B) El
vitelo localizado en la region vegetal (Veg) impide el clivaje, de forma que la segunda division (IT) comienza en la
region animal del huevo (An) antes que la primera division (I) se complete en el citoplasma vegetal. (C) La tercera
division (IIT) esta desplazada hacia el polo animal. (D-H) Después de sucesivas divisiones, el hemisferio vegetal

concluye con menor cantidad de blastdmeras pero de mayor tamano que la mitad animal. Extraido de Gilbert,
1994.




1.1.2. Induccion de mesodermo- Modelo de los tres pasos

Antes de llegar al estadio de blastula media, momento en que comienza la
transcripcién de genes cigdticos, ocurren una serie de interacciones inductivas que
culminan en la especificacién de los distintos tipos de mesodermo (Fig. 1.3). Una
primera seiial que emana de las blastémeras vegetales (endodermo prospectivo)
instruye a las células del anillo ecuatorial de la blastula para que sigan un destino
mesodérmico de caracteristicas ventrales. Paralelamente, las células vegetales
descendientes de la regién de citoplasma dorsal subecuatorial activada por la
rotacién cortical, enriquecidas en factores dorsalizantes denominadas ‘““Centro de
Nieuwkoop” u “Organizador de la blastula”, emiten una segunda sefial que
induce la formacién de mesodermo dorsal en la regién ecuatorial adyacente
(Nieuwkoop y Faber , 1956). Como consecuencia, alrededor de 10 horas después
de la fertilizacién se inicia la gastrulacién, que comienza con la formacién del
labio dorsal del blastoporo. Esta estructura con forma de ranura se genera por la
invaginacién de las células endodérmicas locales y constituye un centro de sefiales
con propiedades organizadoras en el establecimiento del eje principal del embrién.
Este concepto fue desarrollado por Hans Spemann e Hilde Mangold en 1924,
quienes demostraron que cuando el labio dorsal es transplantado al ectodermo
ventral de una gastrula aceptora, este tejido estd destinado a formar parte del
mesodermo anterior (cabeza) y dorsal (notocorda) y es capaz de reclutar otras
células para inducir u “organizar” un eje secundario con un patrén A-P y D-V
normales y un sistema nervioso bien desarrollado. Debido a estas propiedades se lo
denomina “Organizador”, “Organizador de Spemann” u “Organizador de la
gastrula” y su equivalente en aves y mamiferos es el nodo de Hensen.

El organizador de Spemann produce una tercera sefial que actia sobre las
células mesodérmicas de caracteristicas ventrales inicialmente inducidas, y genera
distintos tipos de mesodermo intermedio (Kimelman y col., 1992, Moon y

Christian, 1992). Finalmente, secreta factores capaces de inducir tejido neural.
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EVENTOS TEMPRANOS QUE SE PRODUCEN DURANTE EL
DESARROLLO DEL EMBRION DE Xenopus (Fig. 1.3)

1.1.3. Gastrulacion

La gastrulacién es un proceso de reorganizacion celular que culmina en la

formacién de tres capas germinales. El endodermo, la capa mas interna, que dara
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origen al intestino, pulmones e higado; el mesodermo, la capa intermedia, que
originara el tejido conectivo, los misculos, el sistema vascular, los huesos y las
goénadas; y el ectodermo, la capa més externa, que generard la mayoria de los
tejidos del sistema nervioso central y periférico, huesos del crineo y cartilagos
branquiales.

Durante la gastrulacién, las células de la franja ecuatorial o zona marginal
involucionan por el labio dorsal del blastoporo hacia el interior del embrién y por
otro, las células animales sufren epibolia y convergen hacia el blastoporo. Cuando
las células marginales alcanzan el labio del blastoporo, se introducen y se
desplazan a lo largo de la superficie interna de la capa externa de células
originando la capa mesodérmica. A medida que mds células van involucionando, el
blastoporo se ensancha y se desarrollan los labios laterales y el labio ventral por los
que pasan células precursoras mesodérmicas y endodérmicas adicionales.

Por lo tanto, los movimientos de gastrulacién convierten a la blastula esférica
y hueca de Xenopus en una géstrula de varias capas celulares que tiene una nueva

cavidad, el arquenterén (Fig. 1.4).

1.1.4. Induccion neural

Tanto las células neurales como las gliales son derivadas de la capa de células
ectodérmicas localizadas a lo largo de la linea media dorsal del embrién. Durante la
gastrulacion, el mesodermo dorsal se coloca por debajo de la capa ectodérmica
permitiendo una de las interacciones més importantes de todo el desarrollo
embrionario. En esta interaccién, el mesodermo instruye al ectodermo a formar
tejido neural, proceso que se conoce como inducciéon neural. El mecanismo de
induccidén se explica mediante un modelo de dos pasos denominado teoria de la
activacion- transformacién, desarrollada por Nieuwkoop en 1956. En primer lugar,
en la etapa de activacién, el ectodermo se induce a formar neuroectodermo con
caracteristicas anteriores debido a sefiales verticales provenientes del mesodermo
subyacente. Para que esta induccién ocurra, el ectodermo debe poseer la capacidad
de responder a estas sefiales, lo que se define como “competencia neural”. En

Xenopus, el ectodermo pierde su habilidad de responder a los factores inductores
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neurales alrededor del estadio de gastrula media (est 11) (Jacobson y Rutishauser,
1986). Posteriormente, durante la etapa de transformacién, este tejido neural
anterior produce un amplio espectro de estructuras anteroposteriores debido a dos
tipos de sefiales provenientes del organizador. Por un lado, moléculas producidas
por el labio dorsal del blastoporo que se transmiten horizontalmente a través del
plano del ectodermo y por otro lado, sefiales emitidas por las estructuras derivadas
del labio dorsal (notocorda y mesodermo precordal) que interactiian verticalmente
con las células ectodérmicas ubicadas sobre ellas (Doniach, 1993) (Fig. 1.5). Esta
transformacién genera la regionalizacién del eje A-P del tubo neural que establece
las subdivisiones que darén origen al cerebro anterior, medio y posterior asi como a
la médula espinal.

Como resultado de la induccién neural, se inicia la neurulacién, un proceso
por el que la capa plana de células ectodérmicas ubicadas por encima del
mesodermo axial (notocorda) y del mesodermo paraxial se diferencia en tubo
neural (Fig. 1.6). En este evento, las células més dorsales del ectodermo cambian
su forma y se origina en primer lugar la placa neural rodeada por los pliegues
neurales. Posteriormente, estos pliegues se van acercando hasta cerrar totalmente el
tubo neural. Las células de la cresta neural ubicadas en la regiéon que conecta el
tubo neural con la epidermis finalmente migran hacia los laterales para generar
neuronas perisféricas, glia, células pigmentadas de la piel y varios otros tipos
celulares.

A medida que procede el desarrollo, a lo largo del eje D-V del tubo neural se
diferencian varios tipos celulares. Por un lado, en la mitad ventral del tubo se
generan las células de la placa del piso sobre la linea media ventral, las neuronas
motoras en posiciones ventrolaterales y las interneuronas ventrales ubicadas un
poco mas dorsales. Por otro lado, en la mitad dorsal del tubo se originan las células
de la placa del techo sobre la linea media dorsal y varias clases de interneuronas
sensoriales dorsales. Las sefiales inductivas que controlan la identidad de estos
tipos celulares, provienen de dos grupos celulares no neurales. La generacion de
tipos celulares ventrales estd controlado por sefiales derivadas de la notocorda, un
grupo de células mesodérmicas que yace bajo la linea media de la placa neural,
mientras que los tipos celulares dorsales se generan en respuesta a sefales
derivadas del ectodermo epidérmico que bordea los mérgenes laterales de la placa

neural.

24



Endodermo
Arquenterén

Hemuisferio Animal

iy & Blastocele

Blastocele desplazado \ NMesods
esodermo
\ Células
/ superficiales
Células Labio dorsal
profundas del blastoporo
(A) (B) ©
Hemisferio Vegetal
Notocorda
Arquegieron Mesénquima
Ectodermo Notocorda
: Ectodermo Labio dorsal
del blastoporo
Labio dorsal
del blastoporo

Endodermo

Boton vitelino  (E) Mesodermo

Labio lateral
del blastoporo

Figura 1.4. Movimientos celulares durante la gastrulacion de Xenopus laevis.

Las secciones estan cortadas a lo largo de lalinea media del embrion. Las flechas indican los principales
movimientos celulares. A, B: Gastrulacion temprana. Las células en botella se mueven hacia adentro
para iniciar la formacion del labio dorsal del blastoporo y los precursores mesodérmicos ingresan por
debajo del techo del blastocele. C, D: Gastrulacion intermedia. El arquenterén se forma y desplaza al
blastocele e ingresan células desde el labio ventral y los labios laterales del blastoporo. Las células del
hemisferio animal migran hacia la region vegetal y mueven el blastoporo hacia el polo vegetal. D, E:
Hacia el final de la gastrulacion, el blastocele se oblitera, el embrion queda envuelto por ectodermo, el
endodermo se ha internalizado y las células mesodérmicas se han localizado entre el ectodermo y el
endodermo (extraido de Gilbert, 1994).
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Figura 1.5. Dos vias de induccion del eje dorsal.

En el mecanismo planar, las moléculas sefial se transfieren desde el
tejido del labio dorsal del blastoporo a través del plano del
ectodermo (flecha amarilla). En el mecanismo vertical, las
moléculas solubles del cordamesodermo derivado del labio dorsal
del blastoporo inducen a las células ubicadas sobre €l a originar
tejido neural (flechas negras). Extraido de Gilbert, 1994.
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Figura 1.6. Diagrama representando la formacion del tubo neural.

Estadios del desarrollo embrionario de la médula espinal. (A) La placa neural se genera
como un epitelio debajo del cual yace la notocorda (N) y el mesodermo paraxial que
originara las somitas (S). Este tejido esta rodeado de ectodermo epidérmico (ECT). (B)
Durante la neurulacion, la placa neural se pliega en la linea media originando el surco
neural y en la linea media ventral se forman las células de la placa del piso (PP). (C) Se
forma el tubo neural por fusion de los pliegues neurales, y en la linea media dorsal se
forman las células de la placa del techo (PT). Las células de la cresta neural comienzan a
migrar desde laregion del tubo neural. Extraido de Tanabey Jessell, 1996.




1.1.5. Naturaleza molecular de la induccion neural

La diferenciacién celular en el sistema nervioso es la consecuencia de un
complejo programa que dirige la expresidon de genes especificos en células
individuales. El destino celular se determina en parte por las sefiales a las que esté4
expuesta la célula y en parte por el perfil de genes que expresa, entre ellos los
receptores, moléculas transductoras y factores de transcripcién.

Los experimentos cldsicos de Spemann y Mangold en embriones de anfibios,
establecieron que la formacion del tejido neural depende de sefiales que provienen
de las células mesodérmicas axiales prospectivas del organizador (células no-
neurales) (Spemann y Mangold, 1924). Por décadas, la identidad de los factores
inductores endégenos se mantuvo en incégnita. Sin embargo, varios estudios en
embriones de Xenopus produjeron un avance dramatico en el conocimiento de la

induccién neural.

P El cultivo de explantes de casquete animal aislados en estadfo de blastula
produce epidermis, demostrando que en ausencia de mesodermo, el destino del
ectodermo es epidérmico (Cowan y col., 1997).

P Si se evita la sefializacién intercelular por disociacién de este casquete
ectodérmico y se cultiva en ausencia de otros factores adicionales, al reasociar se
forma tejido neural, mostrando que la potencialidad para diferenciacién neural es el
estado basico de las células ectodérmicas (Cowan y col., 1997).

P Cuando se cultiva el casquete animal de células ectodérmicas expresando
una versién truncada dominante negativa del receptor de BMP, éstas se
diferencian a tejido neural, sugiriendo que el bloqueo de la sefial BMP es suficiente
para desencadenar la diferenciacién neural (Xu y col., 1995). Por otro lado, la seiial
BMP promueve la diferenciacion del ectodermo a epidermis (Sasai y col., 1995,
Wilson y Hemmati-Brivanlou, 1995, Hawley y col., 1995).

P Estos resultados llevaron a concluir que BMP-4, un miembro de la
superfamilia de los factores de crecimiento transformantes B (TGFf), estaria
actuando como un represor del destino neural y un promotor del destino
epidérmico, inhibiendo a las células ectodérmicas de avanzar hacia la
diferenciacion neural.

P E! cuadro se complet6 con el descubrimiento de tres moléculas expresadas
y secretadas por el Organizador —folistatina, noggin y cordina- con capacidad de
inducir directamente sobre células ectodérmicas la diferenciacién a tejido neural
(Lamb y col., 1993, Hemmati-Brivanlou y col., 1994, Sasai y col., 1995).
Posteriormente se determiné que estos inductores neurales directos actdan
uniéndose a BMP-4 y antagonizando su funcién (Piccolo y col., 1996, Zimmerman
y col., 1996, Fainsod y col., 1997).
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Por lo tanto, la capacidad de una célula ectodérmica de adquirir un destino
neural o uno epidérmico depende de la senal de BMP (Fig. 1.7). Los inductores
neurales secretados por las células del Organizador bloquean a la proteina BMP y
esta inhibicién permite que las células ectodérmicas desarrollen el programa basico
de diferenciacién neural.

Esta induccién disparada por noggin, cordina o folistatina dirige a las
células a un destino neural anterior con caracteristicas de cerebro anterior y
posteriormente a esta induccién neural inicial, una secuencia de eventos llevan a la
regionalizacion del tubo neural y a la diferenciacién de neuronas en un patrén
preciso.

Dos sistemas de sefializacion independiente controlan el destino regional de
las células neurales inducidas (Tanabe y Jessell, 1996). Un sistema controla el
patrén a lo largo del eje A-P y tiene un rol critico en el establecimiento de las
diferentes estructuras que se originaran a partir del tubo neural (Shimamura y col.,
1995). El caracter anterior del tejido neural inducido inicialmente es modificado
por sefiales como el acido retinoico (RA) y miembros de las familias FGF y Wnt
que hacen que la parte posterior de la placa neural se convierta en tejido neural
posterior.

Un segundo sistema de sefializacién modela la placa neural en el eje
mediolateral, que dar4 origen al eje D-V del tubo neural (Fig. 1.8). Las senales
inductoras que participan del establecimiento de este segundo eje son
principalmente sonic hedgehog (shh), una molécula de secrecién derivada de la
linea media ventral (Roelink y col., 1994) y sefales dorsalizantes como BMP
derivados del ectodermo epidérmico adyacente (Liem y col., 1995) que inducen
patrones D-V especificos de expresién génica dentro del tubo neural (Goulding y
col., 1993).
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Figura 1.7. Mecanismos de induccion neural en embriones de Xenopus.
Las células ectodérmicas de un embrion en estadio de gastrula expuestas a la
sefial BMP (flechas rojas) diferencian a células ectodérmicas epidérmicas.
El bloqueo de la sefial BMP por cordina, noggin y folistatina induce la
formaciéon de tejido con caracteristicas de placa neural anterior. La
exposicion de este tejido a acido retinoico lleva a la generacion de placa
neural posterior. Las dos figuras inferiores muestran la posicion de la placa
neural y el tubo neural en un embrién de Xenopus
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Figura 1.8. Seiiales inductivas que establecen el patrén dorso- ventral del tubo neural.
Dos clases de proteinas proveen sefiales inductivas que controlan el patron de
diferenciacion celular a lo largo del eje dorso- ventral del tubo neural. Sonic hedgehog
(Shh) establece el patron ventral del tubo neural y BMP-4, el dorsal. La fuente de estos
factores se muestran en los estadios secuenciales del desarrollo de la médula espinal (A-C).
(A) Inicialmente, Shh se expresa en el mesodermo axial, y la seiial de BMP-4 se origina en
el ectodermo epidérmico que rodea los bordes laterales de la placaneural. (B) En el estadio
de surco neural, Shh se expresa en las células de la placa del piso de la linea media (PP) y
BMP-4 por las células del borde dorsal de los pliegues neurales. (C) Después del cierre del
tubo neural, BMP-4 deja de expresarse en el ectodermo epidérmico pero se expresa en la
placa del techo (PT) y en el tubo neural dorsal adyacente. En el inicio de la diferenciacion
neuronal, la expresion de BMP-4 persiste en el tubo neural dorsal y Shh se mantiene en la
placadel piso. Extraido de Tanabey Jessell, 1996.




1.2. NEUROGENESIS

La diseccion genética y molecular del mecanismo de la neurogénesis en
Drosophila ha aportado mucha informacién sobre los procesos que operan en
vertebrados.

En Drosophila, la seleccién de una Gnica neurona a partir de una gran
poblacién de células ectodérmicas equivalentes requiere una serie de interacciones
que progresivamente restringen el destino celular (Ghysen y col., 1993). El paso
inicial en este proceso es la generacién de una regién proneural, un pequefio grupo
de células que adquieren el potencial de producir precursores neurales. Este
proceso involucra la induccién de la expresion de un grupo de factores de
transcripcién con dominio bésico hélice vuelta hélice (bHLH), denominados genes
proneurales, entre los que se encuentran los genes del complejo achaete scute. Sin
embargo, dentro de cada regién proneural, no todas las células generan neuronas y
este proceso de seleccién involucra una sefal inhibitoria lateral mediada por los
genes neurogénicos (Campos-Ortega, 1995) que codifican para las proteinas Delta
y Notch. La expresion de Delta estd controlada por los genes proneurales y la
proteina Delta es un ligando transmembrana que activa al receptor Notch en la
célula vecina e inicia sefiales intracelulares que llevan a la represion de la expresion
de genes proneurales y, como consecuencia, la inhibicién de Delta (Kandell y col.,
2000). Por lo tanto, las células ectodérmicas estdn sujetas a un ciclo local de
retroalimentacién que amplifica una diferencia inicial menor a nivel de la sefial de
Notch. Las células en las que la sefial de Notch es relativamente débil, originaran
neuronas, mientras que las células en las que la seial de Notch es relativamente
fuerte adquirird destinos alternativos. La sefial de Notch, sin embargo, es un
mecanismo general para imponer diferencias en grupos de células equivalentes mas
que un proceso destinado a la seleccion de identidad neuronal (Artavanis- Tsakonas
y Simpson, 1991) (Fig. 1.9).
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Los mecanismos que controlan la neurogénesis en vertebrados parecen haber
evolucionado de un modo muy conservado respecto a Drosophila. Han sido
identificadas varias proteinas con dominio bHLH expresadas en el tejido neural de
los vertebrados que comparten caracteristicas estructurales con las proteinas
proneurales de Drosophila (Ma y col., 1996; Lee y col., 1995) y también se
identificaron en vertebrados los genes neurogénicos que regulan el programa
central de neurogénesis de un modo similar a sus homélogos de Drosophila
(Coffman y col., 1990; Lindsell y col., 1995; Chitnis y col., 1995; Nye y Kopan,
1995).

1.2.1. Neurogénesis primaria en Xenopus laevis

La neurogénesis en los anfibios comprende dos ondas diferentes de
diferenciacién. La neurogénesis primaria que produce neuronas que median los
reflejos de escape y el nado del renacuajo temprano, y la neurogénesis secundaria
que genera posteriormente neuronas involucradas en comportamientos mas
complejos del renacuajo mas avanzado.

En Xenopus, la neurogénesis produce un patrén de neuronas en tres dominios
longitudinales a cada lado de la linea media dorsal de la placa neural posterior
(Hartestein, 1989) que pueden ser identificados detectando N-tubulina, un
marcador de diferenciacién neuronal terminal (Chitnis y col., 1995). Estas bandas
se denominan neuronas laterales, intermedias y mediales de acuerdo a la posicién
que ocupan en la placa neural y posteriormente, a medida que el tubo neural
madura, estas bandas adquieren diferentes ubicaciones en el eje D-V dentro de la
pared del tubo por lo que se las denomina neuronas dorsales, intermedias y
ventrales respectivamente (Fig. 1.10). Las bandas més dorsales darén origen a las
neuronas sensitivas, la franja intermedia generara las interneuronas y la franja
mas ventral, cercana a la placa del piso, se diferenciard en motoneuronas. Este
sistema constituye un modelo util para el estudio del desarrollo del sistema
nervioso, debido al pequefio nimero de neuronas, su rearreglo sencillo y su répida

formacién.
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Figura 1.10. Diferenciacion de las neuronas primarias y su ubicacion en distintos estadios del desarrollo.
(A) En el estadio de placa neural, las neuronas se ubican en tres bandas paralelas a cada lado de la linea
media dorsal (M: banda medial, I: banda intermedia, L: banda lateral). (B) En el estadio de surco neural, a
medida que el tejido se pliega, las neuronas de la banda medial adquieren posiciones mas ventrales,
mientras que las de la banda lateral se ubican dorsalmente. (C) Dentro del tubo neural quedan localizadas las
neuronas sensoriales en la region dorsal, las motoneuronas en la region ventral y las interneuronas en
posiciones intermedias dentro del tubo. Extraido de Kandel y col., 2000.




1.2.2. Activacion en cascada del programa de diferenciacion

neuronal

Luego de la induccién neural, se produce la especificacién de regiones dentro
del neuroectodermo y la seleccién de células individuales dentro de estas 4reas para
diferenciarse a neuronas. Esta especificacién es posible debido a que una vez
inducido, el neuroectodermo expresa reguladores positivos y negativos de la
diferenciacién que gobiernan el destino final de las neuronas primarias.

Existe muy poca informacién disponible sobre las vias moleculares que
actian como nexo entre inactivacién de BMP y la diferenciacién neuronal. Vartos
trabajos recientes estudian algunos genes que conectan estos dos aspectos del
desarrollo neural. Este grupo de moléculas denominados “genes de prepattern”
actian como factores de transcripcién y se activan en dominios de expresion
amplios dentro de la placa neural. Algunos de ellos, como Gli3 , Zicl , Zic3 y
miembros de la familia Xiro, promueven la diferenciacién neuronal, mientras que
otros, como Zic2, la reprimen (Goémez Skarmeta y col., 1998; Bellefroid y col.,
1998; Brewster y col., 1998; Nakata y col., 1998). Ejecutando funciones opuestas,
los genes de prepattern delinean los sitios donde la formacién de neuronas seré
permitida y dénde no. La actividad combinada de los genes de prepattern controla
un segundo grupo de genes expresados en un patrén més restringido, los genes
proneurales, que son capaces de inducir la diferenciacién neural. Los genes
proneurales codifican para factores de transcripcién con dominio bHLH. Aunque
todos los genes de esta familia aislados hasta el momento pueden promover
diferenciacién neuronal, difieren en el momento y lugar de expresién. Los patrones
de expresién de estas moléculas estdn definidos por un sucesivo ajuste en los
limites de expresiéon que se correlaciona con el orden temporal de activacion
transcripcional. Los genes proneurales mdas tempranos, como Xash3 vy
neurogenina (X-ngnr-1), se denominan genes de determinacién neuronal y
presentan dominios de expresién mas amplios que los genes que se expresan mas
tardiamente llamados de diferenciaciéon neuronal, como NeuroD (Ma y col,,

1996; Chitnis y col.,, 1996). Ademds, se ha demostrado que los genes de
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determinacién neuronal activan la expresién de los genes de diferenciacién
neuronal en una cascada unidireccional (Ma y col., 1996) apoyando la idea de que
en el sistema nervioso central en desarrollo las células neurales atraviesan
sucesivos estadios de especificacion, definidos por la activacién secuencial de
diferentes grupos de factores de transcripcion.

Similarmente a lo que ocurre en Drosophila, en Xenopus, dentro de cada
dominio proneural, los genes neurogénicos, X-Delta-1 y Xnotch-1, controlan la
densidad de neuronas primarias, generando un patrén espaciado. Este proceso,
denominado inhibicién lateral, limita el nimero de neuronas que se formaran y se
inicia cuando unas pocas células que se seleccionan para diferenciarse a neuronas
comienzan a expresar el ligando de membrana X-Delta-1, que actia sobre el
receptor de membrana Xnotch-1 de las células vecinas e inhibe en ellas tanto la
diferenciacién neuronal como la expresién de X-Delta-1. Este efecto amplifica la
minima diferencia inicial de expresidén e incrementa el contraste entre células
adyacentes (Coffman y col., 1993; Chitnis, 1995; Ma y col., 1996, Chitnis y col.,
1995).

Otra molécula involucrada en la seleccién primaria de células precursoras
neuronales es X-MyT1, una proteina con dedos de zinc que interactda con los
factores de transcripcién de la familia bHLH para promover la diferenciacion
neuronal. Ha sido demostrado que la expresiéon de X-MyT1 estd regulada
positivamente por Xngnr-1 y negativamente por la inhibicién lateral y cuando X-
MyT1 se sobreexpresa promueve la diferenciacién neuronal y coopera con los
factores de transcripcién bHLH para conferir insensibilidad a la inhibicién lateral
(Bellefroid y col., 1996).

Todas estas interacciones en forma de cascada de activaciones culminan en el
patrén final de neuronas primarias que se caracterizan por expresar el marcador de

diferenciacién neuronal terminal N-tubulina (Fig. 1.11).
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1.3. ACIDO RETINOICO

1.3.1. Requerimientos de retinoides durante la embriogénesis

La vitamina A y sus derivados, los retinoides (Fig. 1.12), son necesarios tanto
para el desarrollo embrionario normal como para el mantenimiento y diferenciacién
del organismo adulto, participando en varios procesos asociados a la vision, la
reproduccidn, la morfogénesis, la hematopoyesis y la funcién inmune (revisado por
Blumberg, 1997; Ross y col., 2000). .

A pesar de que la ausencia completa de vitamina A es letal, la deficiencia
durante el desarrollo lleva a un espectro de defectos bien caracterizados,
colectivamente denominados sindrome de deficiencia de vitamina A (VAD), que
consiste en fallas en la segmentacion y el crecimiento del embrién, defectos en el
desarrollo del corazén, la cabeza, el sistema nervioso central (SNC), los ojos, los
miembros, y alteraciones en los sistemas respiratorio, circulatorio y urogenital. Por
otro lado, el exceso de vitamina A genera teratogénesis y malformaciones
embrionarias en corazén, craneo, esqueleto, miembros, cerebro, ojos, SNC, y
estructuras craneofaciales. Esta similitud de respuestas a la deficiencia y al exceso
de vitamina A, sugiere un rol fundamental de este nutriente durante el desarrollo
embrionario, y al mismo tiempo muestra la importancia de la regulacién de la
homeostasis para mantener la fisiologia normal del organismo intacto.

Ni las células del adulto ni las embrionarias son capaces de sintetizar
retinoides de novo. Los organismos obtienen los precursores a partir de la dieta en
forma de provitamina A carotenoides y retinil ésteres, que se convierten en retinol a

nivel del intestino (Sakai y col., 2001).

1.3.2. Metabolismo de los retinoides

El 4cido retinoico all trans (ATRA), es un retinoide capaz de sustituir la
mayoria de los requerimientos de vitamina A. Mediante analisis bioquimicos se
han detectado retinoides endégenos bioactivos en el embrién temprano de varios
vertebrados, sin embargo su distribucién espacial ain no ha sido bien establecida
(Durston y col., 1989; Chen y col., 1994, Blumberg y col., 1996).
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Figura 1.12. Estructura quimica de los retinoides naturales de mayor importancia
fisiologica identificados hasta el momento.

El compuesto retinol y su producto de oxidacion acido retinoico se muestran en su
configuracion all trans en la hilera superior de la figura. Los derivados del retinol
incluyen 4- hidroxiretinol, 4- oxoretinol y 14- hidroxi- 4,14- retroretinol. De los
derivados del acido retinoico se muestran los acidos 4- hidroxiretinoico, 4-
oxoretinoico, 3,4- dihidroretinoico y 9-cis retinoico. El acido retinoico all trans es el
ligando natural de los receptores RAR y el acido retinoico 9 cis de los RXR, aunque
este ultimo compuesto se une a ambas familias de receptores.



El primer paso en la sintesis del RA (Fig. 1.13) es la oxidacién reversible de
retinol a retinaldehido, catalizada por una retinol deshidrogenasa ubicua
(Molotkov y col., 2002) y posteriormente, una retinaldehido deshidrogenasa
citosélica (RALDH) cataliza irreversiblemente la oxidacién de retinaldehido a RA
de un modo tejido especifico (Niederreither y col., 1999; revisado por Duester,
2000). Aunque hasta el momento se han clonado 11 retinaldehido deshidrogenasas
diferentes, RALDH-2 es la principal enzima involucrada en la sintesis de RA
(Niederreither y col., 1999). En Xenopus, RALDH-2 se expresa principalmente en
el mesodermo posterior con un borde anterior bien definido en la gastrula
correspondiente al nivel donde se formara la primer somita (Chen y col., 2001).

Por otro lado, recientemente se ha identificado la enzima embrionaria CYP26
que especificamente produce la oxidacién del RA y media su catabolismo. En
Xenopus, Cyp26 se expresa en la placa neural anterior prospectiva y en el
mesodermo precordal (Fujii y col., 1997; Hollemann y col. 1998; de Roos y col.
1999; Sakai y col.,, 2001). Por lo tanto, estas dos enzimas criticas regulan la
disponibilidad de RA. Por un lado, RALDH-2 seria la fuente primaria de RA

durante el desarrollo y por otro, CYP26 mediaria su degradacién.

1.3.3. Distribucion de los retinoides en el desarrollo embrionario

Embriones de varias especies han sido examinados por diversas técnicas para
tratar de determinar la distribucién espacial de los retinoides, y en particular del
RA, durante la embriogénesis temprana. Sin embargo, no se dispone de un anélisis
espacial completo a lo largo de todo el desarrollo y muchos de los resultados
generados han sido contradictorios (Costaridis y col., 1996; Azuma y col., 1990;
Marsh-Armstrong y col., 1995; Wagner y col., 1992; Chen y col., 1992, Rossant y
col,, 1991; Colbert y col., 1993; Ang y col., 1996; Blumberg y col., 1996; Achkar y
col., 1996; Maden y col. 1998 a). Por ejemplo, en Xenopus, anélisis por HPLC
revelaron la presencia de ATRA, 4-0x0-RA y 9-cis RA a partir de la fertilizacién
(Creech-Kraft y col, 1994 a,b; Durston y col., 1989; Pijnappel y col., 1993). Los
estudios de distribucién espacial mostraron que en estadio 13, la concentracién de

ATRA es dos veces mayor en la regién anterior del tronco que en la posterior y que
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9 cis RA estd ausente en el centro del tronco pero presente en ambos extremos
(Creech-Kraft y col.,, 1994 a). Sin embargo, utilizando un sistema de células
reporteras F9, se obtuvo el resultado opuesto con un nivel de actividad de acido
retinoico doce veces mayor en la regién posterior con respecto a la anterior en
estadio 12 (Chen y col., 1994). Por lo tanto, es claro que mediante estas
metodologias, la distribucion de los retinoides enddgenos aiin no ha sido resuelta.

Actualmente, debido a la recopilacién de datos en base a experimentos de
anulacién o sobreexpresién de las enzimas que sintetizan o degradan RA, la
distribucién postulada originalmente en forma de gradiente con los maximos
niveles de RA en la regién posterior y minimos en la regién anterior (Fig. 1.14 A)
fue reemplazada por nuevos modelos. Actualmente, prevalece la hipétesis de un
borde de produccion de RA en el limite entre la cabeza y el tronco que declina en
forma de gradiente hacia la region posterior (Fig. 1.14 B) (Maden y col., 1998 a).
Mientras RALDH-2 se distribuye en el mesénquima ubicado desde el limite
cabeza-tronco hacia atrds, CYP26 se localiza en un dominio de la regién anterior
del embrién (de Roos y col., 1999; Hollemann y col., 1998). Entre estos dos
dominios se estableceria un gradiente de RA que determina el patrén molecular del
cerebro posterior cuya caracteristica es ser exquisitamente sensible a alteraciones
en los niveles de RA (Fig. 1.14 C). Todos estos indicios sugieren que el rol del RA
en la formacién del eje A-P, debatido por una década, estaria regulada por sélo dos
enzimas: CYP26 en la region de la cabeza y RALDH-2 en la regién del tronco y en
la interface entre estas dos fuerzas opuestas se estableceria el cerebro posterior
(Maden, 1999)

1.3.4. Proteinas que unen retinoides

Las protefnas que unen retinoides juegan un rol a nivel de la regulacién del
metabolismo de estas moléculas y se encuentran ampliamente distribuidas en el
embrién de ratén en desarrollo (Ruberte y col., 1991; Denker y col., 1990; Vaessen
y col., 1990). Generalmente, actian como transportadores citoplasméticos para los
retinoides lipofilicos, a los que trasladan entre diferentes compartimentos

subcelulares para hacerlos accecibles a distintas enzimas metabdlicas.
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Figura 1.14. Diagramas representando los diferentes modelos de distribucion de RA en el eje A-P del
embrion.

(A) La representacion clasica con el nivel maximo de RA en el extremo posterior y un gradiente
decreciente hacia la region anterior (curva violeta), deducido a partir del efecto posteriorizante del RA
sobre el embrion. (B) Distribucion basada en mediciones de RA endogeno y en la distribucion de la
retinaldehido deshidrogenasa 2 ( RALDH-2), la enzima que sintetiza RA. Ambos se localizan con un
borde definido en la union entre la cabeza y el tronco y el RA se detect6 en forma decreciente hacia la
region posterior. (C) Se agregaron al grafico la distribucion de las enzimas RALDH-2 (verde) y CYP26,
que metaboliza RA (rosado). Esta localizacion genera un gradiente abrupto de RA a través del cerebro
posterior, que explicaria la marcada sensibilidad de esta estructura a perturbaciones en los niveles de RA.
El gradiente deberia extenderse en la porcion posterior del cerebro posterior para poder explicar los
defectos causados por la deficiencia de vitamina A en el cerebro posterior y la expansion de la region
anterior del cerebro posterior producido por la sobreexpresion de CYP26.




CRBP-I promueve la sintesis de RA mediante la presentacion del retinol a la
retinol deshidrogenasa. Después de la oxidacién a retinaldehido, esta misma
enzima hace que el retinaldehido sea accesible a la retinaldehido deshidrogenasa.
Contrariamente, CRABP-I promueve el catabolismo del RA y presenta una
distribucién complementaria a la CRBP-I reflejando su accién contrastante. Sin
embargo, estas proteinas no son absolutamente esenciales para el embrién, ya que
la pérdida de funcién de 1a CRBP-I o la CRABP-I y -II tiene muy poco efecto en el
desarrollo normal. Es también posible que existan otras proteinas alternativas de
unién a los retinoides. En Xenopus también se ha descripto una proteina de unién al
acido retinoico (X-CRABP) de expresién materna y cigética que presenta un pico
maéximo de expresién durante la gastrulacién en la regién dorsal del embrién y que
posteriormente se expresa en el neuroectodermo y mesodermo (Dekker y col.,
1994, Ho y col., 1994).

1.3.5. Receptores de RA- Funcion

Los efectos biolégicos del RA est4n mediados primariamente a través de la
accién de dos clases de factores de transcripcién con dominios dedos de zinc de
unién al ADN activables por ligando que pertenecen a la superfamilia de los
receptores de hormonas nucleares (revisado en Chambon, 1996, Mangelsdorf y
col., 1994). Los primeros en ser descubiertos fueron los receptores de acido
retinoico (RARs) que se unen al 4cido retinoico all trans (ATRA) y son activados
por éste. Los RARs comprenden una familia de tres genes que codifican para tres
subtipos de receptores (a, B, y). Cada subtipo presenta varias isoformas que son los
productos del uso diferencial de promotores y splicing alternativo del ARNm.
Posteriormente, se identific una segunda clase de receptores de RA, los receptores
de retinoides (RXRs). Los RXRs pueden ser activados por ATRA pero no se unen
a éste. La senal retinoide que se une a los RXRs se identific posteriormente como
acido retinoico 9 cis (9cRA). Al igual que la familia RAR, la familia RXR
también contiene al menos tres subtipos (0, B, Y) que presentan varias isoformas
cada uno. Mientras el ATRA es especifico para los RARs, el 9cRA es un pan-

agonista que se une tanto a los RARs como a los RXRs y los activa (Blumberg,
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1997).

La seiial retinoide se inicia in vivo a través de la formacién de heterodimeros
RAR/RXR, que son las unidades funcionales capaces de unirse a los elementos de
respuesta al RA (RAREs) presentes en la region promotora de los genes blanco
(Fig. 1.15). Como existen varias isoformas de los receptores RAR y RXR, pueden
generar un amplio rango de diferentes combinaciones heterodiméricas que aportan
una gran variabilidad al sistema.

Alternativamente, el RXR puede asociarse como heterodimero a varios otros
receptores: el receptor de la hormona tiroidea (TR/RXR), el receptor de la vitamina
D (VDR/RXR), el receptor proliferador del peroxisoma activado (PPAR/RXR),
entre otros, siendo esta interaccién siempre dependiente de la presencia del ligando
de su compafiero heterodimérico o también puede actuar como homodimero
(RXR/RXR) sobre los elementos de respuesta correspondientes (RXREs). Esta
complejidad en las interacciones se ve reflejada en el gran nimero de vias
diferentes en las que participa RXR (al menos 11) (Blumberg y Evans, 1998; Ross
y col., 2000).

Una caracteristica de esta familia de receptores es su estructura modular con
seis dominios que cumplen diferentes funciones (Ross y col., 2000; Egea y col.,
2000). El dominio de unién al ADN, estd muy altamente conservado entre los
diferentes receptores. Poseen también un dominio de unién al ligando
moderadamente conservado y secuencias responsables de la dimerizacién y de la
activacion transcripcional.

Los miiltiples isotipos e isoformas de RAR y RXR, que se encuentran muy
conservados en la evolucién de los vertebrados, muestran patrones espacio-
temporales de expresién diferentes entre si, tanto en el embrién como en tejidos
adultos, sugiriendo que cada subtipo de receptor individual tiene funciones
especificas y probablemente multiples.

En ratén, RARa y RXR] se expresan de un modo mis general, mientras que
RARB, RARY, RXRa y RXRy presentan una expresién mas restringida. (Zelent y
col., 1989, Dolle y col., 1990; Kastner y col., 1990; Ruberte y col., 1990; Ruberte y
col., 1991).

En Xenopus, antes del inicio de la gastrulacién se detectaron transcriptos de

RARY, RARal, RXRy y RXRa (Blumberg y col. 1992). Durante la gastrulacién,
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RARY continda expresandose (Ellinger-Zeigelbauer y Dreyer, 1991), pero RARol
es reemplazado por RAR02 (Sharpe, 1992). Con respecto a los RXRs, a partir del
inicio de la gastrulacién no se detectan transcriptos de RXRa ni de RXRy
(Blumberg y col. 1992), pero RXRP se encuentra presente durante todo el
desarrollo temprano (Marklew y col.,, 1994) constituyendo el subtipo RXR
predominante durante los estadios de gastrula y néurula (Sharpe y Goldstone,
1997).

Mediante experimentos en ratén con genes reporteros bajo el control de una
secuencia RARE que responde a RA, se determiné que la sefializacién por RAR
esta ausente en el tejido neural anterior durante la gastrulacién a pesar de estar
presentes varios receptores en esa regién (Rossant, 1991), demostrando que la
presencia del receptor no siempre se correlaciona con la activacién de la via.

Se ha realizado mucho esfuerzo en los Gltimos afios para tratar de identificar
las funciones especificas de los diferentes receptores retinoides durante la
embriogénesis. Una de las estrategias utilizadas ha sido la evaluacién de los
fenotipos obtenidos por la anulacién en ratén de los distintos genes RAR o RXR.
Sin embargo, aunque las diferentes isoformas de los receptores tienen
distribuciones tnicas durante el desarrollo, la anulacién de una isoforma o un
subtipo especifico sélo produjo efectos minimos detectables, revelando una
redundancia sorprendente entre los miembros de cada subtipo de receptor (revisado
en Kastner y col., 1995; Ross y col., 2000).

Se conocen una gran nimero de genes que contienen elementos RARE en sus
promotores y cuya expresién puede ser regulada por RA, entre ellos, moléculas
asociadas a los retinoides como RARPB2, RARy2, CRBPI, CRBPII, ADH3,
CRABP2, algunos genes Hox como Hoxa-1, Hox b-1, Hoxd-4, Hoxb-6, Hoxb-8,
Hoxd-11 y Hoxd-13 (Izpisua-Belmonte y col., 1991; Nohno y col., 1991) y otros
targets adicionales como FGF-4 (Niswander y col., 1994), bmp-2 (Francis y col.,
1994) y shh (Riddle y col., 1993) que se inducen tempranamente en respuesta at

tratamiento con RA ectépico en el modelo de miembro.
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Figura 1.15. Multiples vias de sefializacion mediadas por los receptores retinoides.

(A) Los receptores RAR y RXR se heterodimerizan y se unen a repeticiones directas en el
ADN blanco (RAREs). En estos heterodimeros, RXR puede unirse a su ligando,
dependiendo de el estado de RAR y del elemento de respuesta del ADN en particular al cual
estén unidos. (B) Cuando los RXR interactian con su ligando acido retinoico 9 cis, se
homodimerizan y se unen a repeticiones directas (RXREs) para activar la transcripcion del
ADN blanco. (C) El receptor RXR es un compaiiero heterodimérico obligado para muchos
otros receptores dsependientes de ligandos (OR).




1.3.6. Rol del RA en el desarrollo embrionario

Son numerosos los modelos experimentales en los que se determiné la
participacién del RA en algin aspecto del desarrollo embrionario. Uno de los
primeros hallazgos, mostré que la administracion de RA exégeno durante el
desarrollo temprano produce la posteriorizacion del embrién (Fig. 1.16). Este
efecto, evidenciado por la supresién de estructuras anteriores y un incremento de
las posteriores de un modo concentracién dependiente se ejerce a través de la
influencia del RA sobre el mesodermo y el ectodermo (Durston y col., 1989; Sive y
col., 1990, Papalopulu y col., 1991, Ruiz i Altaba y Jessell, 1991; Sive y Cheng,
1991).

Esta caracterizacién del RA como agente posteriorizante fue sustentada luego
con un descubrimiento que aportd las primeras bases moleculares de su accién. El
RA regula la expresion de los genes Hox, un grupo de factores de transcripcion que
establecen patrones de informacién posicional y determinan la organizacién del
tejido tanto durante la segmentacién del cerebro posterior como en el desarrollo del
miembro.

El tratamiento de embriones con RA produce un corrimiento del borde
anterior de expresion de los genes Hox expresados en el cerebro posterior a una
posicién mas cefalica en el tubo neural (Marshall y col., 1992; Lépez y Carrasco,
1992, revisado en Carrasco y Lépez, 1994) y la supresion de marcadores neurales
anteriores como Otx2 (Ang y col,, 1994; Gammill y Sive, 1997) mostrando la
participacién del RA en el establecimiento del eje A-P del sistema nervioso
(Niederreither y col., 2000).

El RA también ha sido relacionado con el establecimiento del eje A-P del
miembro (Stratford y col., 1999; Power y col., 1999). En este modelo, la
administracion ectépica de RA es capaz de producir duplicacién de digitos (Tickle
y col., 1982). Su distribucién endégena en el miembro es asimétrica, con una
mayor concentracién en el borde posterior (Thaller y Eichele, 1987; Scott y col.,
1994; Maden y col., 1998 b) y su funcién en este sistema se relaciona con la
regulacién de la expresiéon de FGF-4, shh y algunos genes Hox y con la formacién

de la zona de actividad polarizante (ZPA), un centro ubicado en la regién posterior
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del miembro capaz de impartir informacién posicional al tejido circundante (Helms
y col., 1996). Ademas, se demostré recientemente que el RA esté involucrado en la
formacion del eje D-V del miembro. (Stratford y col., 1999).

También se ha establecido que el RA se requiere para el correcto
establecimiento del eje corporal derecho- izquierdo (D-I) en ratén, zebrafish,
Xenopus y pollo (Dersch y Zile, 1993, Tsukui y col., 1999).

Varias otras lineas de investigacién relacionan al RA con la morfogénesis de
estructuras craneofaciales (Lee y col., 2001), la formacién del endodermo del
tercer y cuarto arco branquial (Wendling y col., 2000), del oido interno (Choo y
col., 1998) y medio (Mallo, 1997) y el desarrollo del paladar. Ademas, existen
evidencias de la participaciéon del RA durante la cardiogénesis (Dersch y Zile,
1993; Smith y Dickman, 1997, Niederreither y col., 2001), en la formacién del
pulmén (Packer y col., 2000), del pancreas (Moriya y col., 2000) y del pronefros
(Sato y col., 2000) y se determiné que el RA es indispensable para la morfogénesis
del ojo (revisado por McAvoy, 1980; Wagner y col., 2000).

También, se ha descripto la accién del RA sobre la diferenciacion celular
en numerosos sistemas. En piel y otros tejidos epiteliales se lo relacioné con la
diferenciacion terminal de los queratinocitos (Islam y col., 2000, Goyette y col.,
2000). Por otro lado, el tratamiento con RA induce la diferenciacién de células de
teratocarcinoma P19 a neuronas y glia estimulando la expresiéon de marcadores de
diferenciacién neural, y origina en células de neuroblastoma en cultivo la aparicién
de estructuras similares a dendritas (revisado por Maden y Holder, 1992). Trabajos
mas recientes demostraron que el RA puede promover la diferenciacién de stem
cells neurales (Scheffler y col., 1999), indicando junto a otras evidencias que el RA
estd especificamente involucrado en el proceso de diferenciacién neuronal
(Blumberg y col., 1997; Maden y col., 1998 b, Scheffler y col., 1999, Sockanathan
y Jessell, 1998).

Ademids de actuar como un regulador de la diferenciacién en varias lineas
celulares diferentes, también se describieron efectos del RA sobre el control de la
proliferaciéon y la apoptosis en varios sistemas tanto en células (Chiba y col.,

1997) como en embriones (Maden y col., 1997).
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Figura 1.16. El tratamiento con 4cido retinoico (RA)
produce posteriorizacion del embrion.

Después de una exposicion durante la gastrulacion y
neurulacion con diferentes concentraciones de acido
retinoico (RA), los embriones se dejaron desarrollar
hasta que los controles alcanzaron el estadio de larva.
Se observa el efecto dosis dependiente producido
sobre laregion cefélica. Extraido de Gilbert, 1994.




1.3.7. Antecedentes

Contrariamente a lo que ocurre en la placa neural posterior, la expresién
de N-tubulina en niveles anteriores al limite cerebro medio- cerebro posterior, no
aparece hasta el cierre del tubo neural en estadio de larva. Por lo tanto el orden
temporal de la neurogénesis difiere en las regiones anteriores y posteriores de la
placa neural in vivo y puede ser considerada un rasgo temprano del patrén A-P del
tubo neural (Chitnis y col., 1995). Explantes ectodérmicos neuralizados con noggin
de caracteristicas anteriores, no expresan N-tubulina antes de estadio 27, sin
embargo después del tratamiento con RA, se induce la expresion de N-tubulina y se
modifica su caricter posicional de anterior a posterior. De manera similar, el
tratamiento de embriones enteros con RA induce expresion anterior prematura de
N-tubulina en estadio de néurula (Papalopulu y Kintner, 1996), sugiriendo que el
RA participaria de los mecanismos de regulacién temporal y espacial que
controlan la neurogénesis.

Posteriormente, otros trabajos han sustentado estos resultados, mostrando
que la sefial mediada a través de los los receptores de retinoides es requerida para la
formacion de las neuronas primarias (Blumberg, 1997; Sharpe y Goldstone, 1997,
2000) y para el correcto patrén A-P del SNC (Blumberg y col. ,1997; Kolm y col. ,
1997; van der Wees y col, 1998). La induccién de la via retinoide por
microinyeccién de RARs constitutivamente activos en bajos niveles, convierte el
tejido neural anterior en posterior, mientras que en altos niveles produce supresion

de estructuras anteriores (Blumberg, 1997).
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1.4. OBJETIVOS DE ESTA TESIS

Una de las cuestiones mds intrigantes de la biologia del desarrollo es la
construccién de las formas a partir de programas genéticos que dirigen la
proliferacion celular, la diferenciacién de los distintos tipos celulares y su
ordenamiento espacial y temporal. Aunque se han descripto varias moléculas
involucradas en la formacién de la placa neural, ain se desconocen muchas de las
interacciones moleculares que se producen durante el desarrollo que llevan a la
arquitectura final del SNC.

La diversidad de roles descriptos para el RA durante la embriogénesis de los
vertebrados y la alta conservacion evolutiva de la funcién y localizacién de sus
receptores, evidencian la importancia de este metabolito durante el desarrollo
embrionario. Como la via retinoide participa en varios aspectos del desarrollo
neural normal (Maden y col., 1996, Papalopulu y Kintner, 1996, Gould y col.,
1998, Sockanthan y Jessell, 1998, Toresson y col., 1999, Pierani y col., 1999),
consideramos interesante investigar la participacion de esta sefial en la construccién
de la placa neural.

La neurogénesis primaria en anfibios provee un modelo experimental con el
que se puede examinar la actividad de la sefial retinoide en un grupo de neuronas
dentro del SNC en un estadio temprano del desarrollo y en el contexto de un
organismo donde muchos de los factores que influencian la formacién del tejido
neural ya se conocen.

El objetivo de este proyecto es la comprensién de los mecanismos
moleculares a través de los cuales el RA actia en la cascada de la neurogénesis
primaria durante el desarrollo embrionario de Xenopus laevis. En este marco,
exploraremos la habilidad del RA de regular diferentes pasos de la cascada genética
que lleva a la diferenciacion neuronal.

Se intentara contestar las siguientes preguntas relacionadas con la funcién de
los retinoides durante la neurogénesis primaria.

1) ;Afecta la variacidn en la sefial retinoide el patrén de neuronas primarias de

la placa neural posterior?
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2) La alteracién en los niveles de retinoides ;Modifica la expresiéon de
moléculas que participan de la cascada genética que dispara la formacién de
neuronas?

3) En caso afirmativo, ;A qué nivel de la cascada de la neurogénesis primaria
actdian los retinoides?

4) ;Cual o cudles son los subtipos y/o isoformas de los receptores de
retinoides involucrados en estos eventos?

5) (En qué momento del desarrollo es requerida la sefial retinoide para

producir esos efectos?

Las estrategias a utilizar incluyen metodologias apropiadas para alterar la
sefial retinoide que abarcan: microinyeccion de ARNm correspondiente a
dominantes negativos de los receptores de RA para bloquear la funcién especifica
de un subtipo de receptor, microinyeccién de morfolinos para distintos receptores
capaces de bloquear especificamente su traduccién, y el empleo de agonistas y
antagonistas altamente especificos para activar o inhibir globalmente la funcién de
receptores determinados e identificar su funcién individual. Todas estas estrategias,
en combinacién con los clasicos tratamientos con RA y las manipulaciones
posibles en embriones de Xenopus, permitiran resolver los cuestionamientos

planteados.



2 MATERIALES Y
METODPOS



2.1. Reactivos

En este trabajo se utilizaron reactivos de grado analitico o biologia molecular de las
siguientes marcas: Merk, Carlo Erba, Mallinckrodt, Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, USA), GibcoBRL (Gaithersburg, MD, USA), BioRad (Hercules,
California, USA). Las enzimas fueron provistas por New England Biolabs,
Boehringer Mannheim (Mannheim, Germany), Promega (Madison, WI, USA),

Ambion, o Stratagene.

2.2. Mantenimiento de los animales

Los animales (Xenopus laevis) provistos por Nasco International, Inc., Fort
Atkinson, Wisconsin, USA. fueron mantenidos en un bioterio con aire
acondicionado a 18°C en cajas con agua declorinada y con un ciclo de luz-
oscuridad de 12 horas y se alimentaron en base a corazén de vaca procesado dos

VECES por semana.

2.3. Preparacion de bacterias competentes y transformacion

A partir de un stock de glicerol de bacterias Xlblue (Stratagene) se realizé una
siembra en una placa de Petri con medio de cultivo sélido LB + agar (1%
bactotriptona, 0.5% extracto de levadura, 1% NaCl, pH 7, +15 g/l agar) y se incubd
a 37°C durante la noche a fin de obtener colonias aisladas. Se inocul6 una colonia
en 100 ml de medio liquido LB y se creci6 con agitacién de 250 rpm hasta alcanzar
una ODsso= 0.48. El cultivo se enfrié 10 minutos en hielo y se centrifugé a 4°C
durante 5 min. a una velocidad de 3000 rpm. El pellet de bacterias se resuspendié a
0°C en 40 ml de buffer TbfI frio (30 mM Kac, 100 mM KCI, 10 mM CacCl,, 50
mM MnCl,, 15% glicerol, pH 5.8 (ajustado con AcH 0.2M), esterilizado por
filtracién) y posteriormente se centrifugé 5 minutos a 4°C a 3000 rpm. El pellet de
bacterias se resuspendié finalmente a 0°C en 4 ml de buffer TbfIl preenfriado (10
mM MOPS, 75 mM CaCl,, 10 mM KClI, 15% glicerol, pH 6.5 (ajustado con KOH
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IN), esterilizado por filtracién) y se dejé reposar en hielo durante 15 minutos. Esta
suspension se dividid en alicuotas de SO pl que fueron inmediatamente guardadas a
-70°C.

Para realizar la transformacién, a cada tubo de 50 pl de bacterias competentes se
agregd entre 1 pl y 3 pl de cada clon madre de ADN circular, se mezclé
suavemente y se incubé a 0°C durante 30 minutos. Luego se realizé un golpe
térmico a 42°C durante 90 segundos y se enfrié en hielo rapidamente. Después de 2
minutos, se agregaron 300 pl de LB y se incub6 a 37°C durante 45 minutos con
agitacién suave. Se sembraron con rastrillo entre 50 y 200 ul de este cultivo en
placas de Petri conteniendo medio sélido LB- agar en presencia del antibidtico
adecuado para la seleccién de cada clon y se incubd entre 12 y 16 horas a 37°C.
Una colonia aislada se inoculé en 2,5 ml de medio liquido LB conteniendo el
antibidtico apropiado y se crecié entre 12 y 16 horas a 37°C con una agitacién de
250 rpm. A partir de 1,5 ml de este cultivo se realizé una mini preparacién de ADN
plasmidico (mini prep) en base al protocolo de lisis alcalina (Sambrook y col.,
1989) que se utilizé6 como stock de ADN. Se realizé un andlisis por digestién con
enzimas de restriccién y electroforesis en geles de agarosa para verificar el tamafio
e identidad de cada clon. Paralelamente, 0.5 ml del cultivo se mezclaron con 0.5 ml
de solucién de glicerol (65% v/v glicerol, 0.1IM SO;Mg, 0.1mM EDTA) y se
congeld inmediatamente a —70°C para ser utilizado como stock de bacterias

transformadas (Ausubel y col., 1992).

2.4. Preparacion de ADN plasmidico a gran escala

Partiendo de las reservas de bacterias Xlblue transformadas con cada uno de los
clones se realizé una siembra con ansa en una placa de Petri con medio de cultivo
s6lido LB- agar en presencia del antibidtico de seleccién correspondiente a cada
clon y se creci6 entre 12 y 16 horas a 37°C. Se resuspendié una colonia aislada en
100 ml de medio liquido LB suplementado con el antibiético correspondiente y se
incub6é a 37°C en un bafio con agitacién a 250 rpm durante 12- 16 horas. Para
purificar el ADN plasmidico se utiliz6 el sistema Wizard Plus Midipreps

(Promega) siguiendo las instruciones del fabricante.
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2.5. Sintesis in vitro de RNAm para inyectar

2.5.1. Transcripcién

Los RNAm para inyectar se sintetizaron in vitro utilizando el kit Megascript
(Ambion) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los ARNm para inyectar
fueron sintetizados a partir de los clones PCS2+nfgal (provisto por Dave Turner),
pCS2+NotchICD (provisto por Thomas Hollemann), pT7TS-shh (provisto por
Stephen Ekker), pCDNAI fzic2 (provisto por Ariel Ruiz i Altaba), pPCDG-RAR a.l-
405* y pCDG-RAR 02-386* (provistos por Bruce Blumberg). La transcripcién se
realiz6 en un volumen final de 20 pl a partir de 1.5 pug de los templados de ADN
lineales. Los clones fueron digeridos con la enzima de restriccién correspondiente y
la sintesis se realizé con la polimerasa indicada en cada caso: nfgal/ Notl/ SP6,
NotchICD/ Notl/ SP6, Zic2/ Notl/ T7, shh/ BamHI/ T7, RARa2-386*/ Notl/ T7 o
RAR®1-405*/ Notl/ T7. Para la reaccién de sintesis, una gran proporcién del GTP
se sustituy6 por un analogo de cap que genera una fraccién de transcriptos con una
estructura de cap en el extremo 5 (relacién de CAP:GTP, 4:1, Ambion) que los

protege de la rdpida degradacién que se produciria al ser inyectados en las células.

2.5.2. Purificacion y cuantificacion

Para purificar los productos de sintesis se utiliz el sistema RNAeasy mini kit
(Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante y una dilucién 1/250 de cada

muestra se cuantificé espectrofotométricamente por absorbancia a 260 nm.

2.5.3. Analisis en gel

Para verificar la integridad del ARN, a 2 ul de cada preparacién se le agregaron 23
ul de buffer de siembra (55% Formamida, 7.7% Formaldehido, 22.6 mM MOPS
pH7, 5.4 mM acetato de sodio pHS5.2, 0.5% EDTA pHS, 6.5% glycerol (preparado
con Xylene Cyanol) y 0.03pg/ul Bromuro de Etidio), se calent6 15 minutos a
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65°C, se enfri6 en hielo y se analizé por electroforesis en gel de agarosa 1% en
TBEIX a 90 Volts, comparando contra un marcador de peso molecular de RNA

(Promega).

2.6. Obtencion de embriones- Fertilizacion y desarrollo

Para estimular la puesta de huevos, las ranas hembras albinas se inyectaron el dia
anterior al experimento con 1000 UI de gonadotrofina criénica humana
(Endocorion, Elea) en el saco linfatico dorsal. Las hembras se mantuvieron toda la
noche a 18°C en 1 litro de una solucién de alta salinidad (HSB1X: 10mM Hepes,
0.41mM ClCa;, 100 mM NaCl, 1 mM KCl, 2.4 mM NaHCO3, 0.33 mM Ca(NOs),,
0.82 mM MgSO,) para que se produzca la oviposicién.

A la maiana siguiente se anestesié al macho albino en 0.02% de Benzocaina en
agua (Ethyl p- aminobenzoate, Sigma) durante aproximadamente 10- 15 minutos o
en hielo durante 20 minutos y se realiz6 la extraccion quirdrgica de un testiculo que
se coloc6 inmediatamente en Barth- Hepes 1X frio (88 mM NaCl, 1 mM KCI, 2.4
mM NaHCO3, 0.82 mM MgS0O4, 0.33 mM Ca(NOs);, 0.41 mM CaCl2, 10 mM
Hepes, pH 7.6, esterilizado por filtracién).

Se colectaron los huevos en placas de vidrio, se eliminé la mayor cantidad de
liquido posible y se froté sobre ellos un trozo de testiculo parcialmente disgregado
con forceps durante 5 minutos. Se agregé muy poca agua y se dejé 15 a 20 minutos
para permitir la fertilizacién. Posteriormente, se cubrié con agua y se dejé reposar
30 minutos mas.

Para desprender los huevos de la gelatina que los recubre, se retir6 el agua y se
agregé una solucién de cisteina 2% en Barth- Hepes 0.1X, pH8. Se mantuvo
agitacién hasta desprendimiento total de la gelatina que rodea a los huevos (3- 5
minutos), se lavé con abundante Barth- Hepes 0.1X (5 veces) y se dej6é en esta
solucién hasta la aparicién del primer surco de divisién.

El desarrollo de los embriones se sigui6 utilizando el criterio de estadios

embrionarios descripto por Nieuwkoop & Faber, (1956).
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2.7. Microinyeccion de embriones

Todas las diluciones de las muestras a inyectar fueron realizadas con agua libre de
RNAsas (para evitar degradacién) y filtrada (para evitar la presencia de particulas
que pudiesen tapar las agujas).

Las agujas de inyeccién se estiraron en un paso con un puller PC-10 (Narishige
Group) a partir de capilares de vidrio (Drummond #3-00-203-G/X) y se hornearon
4 horas a 220°C. Para la microinyeccién se utiliz6 un inyector automaético
Drummond (Nanoject, Drummond Scientific Co.) con un chip de volumen fijo de
4.6 nl.

Con ayuda de forceps se abrié el extremo anterior de la aguja bajo lupa, se llené el
capilar por la parte posterior con aceite mineral coloreado con colorante oil red y se
calzé en un micromanipulador. La carga de la aguja con la muestra se realiz6 por la
punta del capilar y posteriormente se dejé en una gota de liquido hasta el momento
de la microinyeccion.

Se prepararon placas de Petri plasticas de 6 cm de didmetro con un fondo de
agarosa 1% en agua. Sobre esta base se colocé una malla de nylon y se cubrié con
solucién de inyeccién (Ficoll 6%, Barth 1X, Gentamicina 50 pug/ml). Luego de
producirse la primera divisién celular, los embriones se acomodaron
ordenadamente sobre esta red pléstica y se colocaron bajo lupa para ser inyectados.
La microinyeccién de las muestras se realizd en estadio de dos células en la regién
animal de una o ambas blastémeras segin se indica en cada caso. Para analizar la
distribucién del ARNm inyectado, todas las muestras fueron coinyectadas con una
pequefia cantidad de ARNm de nfigal (200 pg) detectable por medicién de
actividad Pgalactosidasa. También se realizaron inyecciones control con ARNm de
nPgal en igual dosis que las muestras, para descartar efectos no especificos que
puedan deberse a la toxicidad del ARNm.

Después de la microinyeccién, los embriones se dejaron en la solucién de
inyeccién durante 1 hora. Luego, fueron transferidos a placas conteniendo Barth
0.1X+ gentamicina (50ug/ml) sobre un colchén de agarosa (1% de agarosa en
agua) y se mantuvieron en incubadora ajustando la temperatura entre 14 y 24° de

acuerdo al estadio en el que se necesitaban fijar.
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Una vez que los embriones alcanzaron el estadio deseado, fueron fijados en
MEMFA (4% Formaldehido, 0.1M MOPS, 20mM EGTA pH 8, 0.2M MgSO,)
durante 1 hora con agitacién, posteriormente, se lavaron exhaustivamente con

PBS1X y se les realiz6 la tincién para actividad fgalactosidasa.

2.8. Microinyeccion de morfolinos

Para bloquear la sintesis especifica de distintos receptores se utilizaron oligos
morfolinos de 25 bases (Gene Tools, LLC) con las siguientes secuencias:
MoRAR02.2: 5 ATC CAA AGG AAG GTG AGT GTG TGT G 3°, MoRARy1:
5"TGC CTT GTT CTA GCT CAG TCT CTT A 3° provistos por el laboratorio del
Dr. Blumberg. Estos morfolinos se inyectaron en dosis de 5 ng y 10 ng en el
hemisferio animal de una de las blastémeras en estadio de dos células. Para
descartar efectos téxicos, se inyectaron del mismo modo 5 ng o 10 ng de un
morfolino control con la siguiente secuencia: MoControl: 5" CCT CTT ACC TCA
GTT ACA ATT TAT A 3°. Las inyecciones de estos oligos siempre incluyeron 200
pg de nfgal como trazador para determinar posteriormente la mitad inyectada.
Posteriormente, los embriones se procesaron como se describié para la inyeccién

de ARNm.

2.9. Reaccién para Bgalactosidasa

Para determinar el lado inyectado, se realizé la deteccién de actividad enzimatica
de PB-galactosidasa. Luego de la fijaciéon con MEMFA, los embriones fueron
lavados 2 veces por 5 min. en PBS 1X y 2 veces por 5 min. en PTW (PBS 1X +
0.2% Tween 20). Posteriormente, se incubaron en solucién de revelado (7.2 mM
Na,HPO,, 2.8 mM NaH;POy, 150 mM NaCl, 0.1% Tween 20, 1 mM MgCl,, 3 mM
K3Fe(CN)s, 3 mM K4Fe(CN)s, pH 7.2) durante 5 min. y finalmente fueron

incubados en esta misma solucién conteniendo 0.027% del sustrato para
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Pgalactosidasa, Xgal (Boehringer), manteniendo la reaccién a 37°C en oscuridad
hasta el desarrollo del color azul. Los embriones procesados de este modo, se
deshidrataron en alcohol etilico frio, se lavaron una vez mas con etanol y se

guardaron a —20°C hasta ser utiiizados para hibridizacién in situ.

2.10. Tratamientos farmacolégicos de embriones

2.10.1. Tratamientos con RA

En primer lugar se realizaron tratamientos de embriones con 4cido retinoico all
trans (RA, Sigma) a partir del estadio 8, durante toda la gastrulacién hasta el
momento de la fijacién en estadio 14. Las dosis utilizadas para estos tratamientos
fueron 0.1uM, 1uM y 10uM en Barth 0.1X y se prepararon a partir de una solucién
madre de RA 20mM en DMSO. Una vez que los embriones controles sin tratar del
mismo grupo alcanzaron el estadio deseado, fueron lavados varias veces con Barth
0.1X y fijados en MEMFA durante 1 hora con agitacién. Posteriormente, se
enjuagaron exhaustivamente con PBS1X, se deshidrataron realizando dos lavados
en alcohol etilico frio y se guardaron a -20°C. Como control se realizaron
incubaciones de embriones en Barth 0.1X adicionado con la maxima concentracién
de DMSO utilizada en los tratamientos.

Una segunda serie de experimentos se llevé a cabo para determinar la ventana de
tiempo en la que es necesario que el RA actie para inhibir la expresién de shh. Para
esto, embriones de Xenopus se trataron en estadio 10- 10 '/4 con un pulso de RA
1uM o 10uM durante 30 minutos, se lavaron inmediatamente con Barth 0.1X y se
dejaron progresar en esta solucién hasta el estadio 14, momento en que se fijaron.
Paralelamente, se realiz6 un tratamiento con RA IuM o 10uM desde el estadio
12.5 hasta el estadio 14. En todos los casos los embriones se deshidrataron en

etanol y se guardaron a —20°C para ser procesados por hibridizacién in situ.
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2.10.2. Tratamientos con Ro 41-5253

Los embriones se incubaron en 1.5uM, 4uM o 7.5 uM Ro (Ro, gentileza de F.
Hoffman-LaRoche Ltd., Suiza) preparado en Barth 0.1X a partir de una reserva
20mM en DMSO (Apfel y col., 1992). Las exposiciones a este compuesto se
realizaron desde el estadio 8 hasta el estadio 14, momento en que los embriones se

fijaron para su posterior utilizacién en hibridizacién in situ.

2.10.3. Tratamientos con agonistas y antagonistas

Para los compuestos TTNPB, Lg268, 193109 y 194301 se utilizaron dosis de 1uM,
0.1puM y 0.01pM. En todos los casos, las diluciones se prepararon Barth 0.1X.
Como la solucién madre de algunos de estos compuestos se encuentra preparada en
DMSO, los embriones control fueron crecidos paralelamente en Barth 0.1X
suplementado con DMSO en una cantidad equivalente a la utilizada como vehiculo.
Estos embriones control no se diferenciaron de embriones crecidos sélo en Barth

0.1X sin adicionar.

2.10.4. Inhibicion de la proliferacion celular

La divisién celular puede ser bloqueada rapida y efectivamente incubando los
embriones en una solucién de hidroxiurea y afidicolina (Sigma) sin afectar la
diferenciacién celular (Harris y Hartenstein, 1991). El tratamiento se realiz6 desde
el estadio 10 hasta estadio 14 en una solucién conteniendo 20mM hidroxiurea y
150uM afidicolina en Barth 0.1X (preparada a partir de stocks 650mM hidroxiurea
en agua y 30mM afidicolina en DMSO). En este experimento los controles sin
tratar fueron incubados en Barth 0.1X suplementado con DMSO en cantidad
equivalente a la utilizada como vehiculo de la afidicolina.

Como control del tratamiento, paralelamente se incubaron embriones en estas

mismas soluciones desde estadio 6 y se verificé el bloqueo de la divisi6n celular.
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2.11. Sintesis de sondas de ARN antisentido marcadas con

digoxigenina

2.11.1. Preparacion de los Templados

Digestion

Los pldsmidos se linealizaron con la enzima de restricciéon correspondiente
utilizando en todos los casos aproximadamente 40ug de ADN en un volumen final
de 400 pl. Se digirié el clon de N-tubulina con BamHI, X-ngnr-1 con BamHI,
XMyT1 con Clal, Delta-1 con Xhol, Gli3 con BamHI, Zic2 con BamHI y shh con
Kpnl. Para analizar las digestiones se sembraron 2ul de cada una de las reacciones
en un gel de agarosa 1% en TBE 1X en presencia de Bromuro de Etidio y se
verificé linealidad. A partir de este paso se trabajé en condiciones libres de

ARNasas.

Purificacion y precipitaciéon

Para la extraccién del ADN linealizado, se utilizé una mezcla 1:1 fenol:CHISAM
(24 vol. cloroformo, 1 vol. alcohol isoamilico). La fase acuosa (superior) se
transfirié a otro tubo y se reextrajo con 1 vol CHISAM. Se recuperd la fase acuosa
en un nuevo tubo y se agregé 1/10 vol. acetato de sodio y 2 vol. etanol 100% frio.
Se mezclé por inversién y se dejé precipitando toda la noche a -20 °C. Al dia
siguiente, se centrifugé a 12000 rpm durante 20 min. a 4 °C. EIl pellet se lavé 2
veces con 500 pl de etanol 70 % frio, posteriormente se centrifugd para extraer el
etanol residual y los tubos se dejaron abiertos 10 min. a 37 °C. El pellet seco se
resuspendié en 25ul de H,O libre de ARNasas. Este procedimiento se realiz6 con

cada una de las preparaciones mencionadas anteriormente.

Cuantificacién
Para cuantificar los templados se realizé una dilucién 1/10 de cada preparacién de

ADN en H,O bidestilada, se calent6 durante 10 min. a 55 °C y se enfrié durante 5
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min. en hielo. Luego, 1 y 3ul de cada dilucién se sometieron a electroforesis en gel
de agarosa al 1 % en TBE, en presencia de Bromuro de Etidio. En el mismo gel, se
sembraron 3 ul de ADN marcador (fago A digerido con Hind III) de concentracién

conocida para utilizar como referencia.

2.11.2. Transcripcion in vitro

Sintesis

Para la sintesis se mont6 una reaccién conteniendo: 1X buffer de transcripcién
(Promega), 1X DIG RNA labeling Mix (Boehringer), 40 Ul RNAsin (RNAse
inhibitor) (Promega), 1 pug de templado lineal precalentado a 55°C durante 15
minutos y enfriado en hielo, y 40 UI de la polimerasa correspondiente (Promega):
N-tubulina/ T3, X-ngnr-1/ T3, XMyT1/ T7, Delta-1/ T7, Gli3/ T7, Zic2/ SP6, shh/
T3. Se dejaron reaccionar 2 horas a 37°C y se degradé el templado incubando con

20 UI de DNAsal (Boehringer) durante 15 minutos a 37°C.

Purificacién y analisis en gel

El producto de la reaccién se purificé utilizando columnas de Sephadex G25 coarse
(Pharmacia) hidratada en buffer TE + 0.1% SDS y el eluido se precipit6 con 1/10
vol acetato de sodio 3M y 2 vol de etanol 100 durante toda la noche a 20 °C.
Después de centrifugar a 12000 rpm durante 20 minutos a 4°C, el pellet se lavé con
etanol 70 y se resuspendié en 22ul de agua libre de ARNasas.

El andlisis en gel se realiz6 del mismo modo que para la sintesis de ARNs para

inyectar.

2.12. Hibridizacion in situ

El procedimiento utilizado es una adaptacién de los protocolos de Harland (1991),

Haramis y Carrasco (1996), y se describe a continuacién:
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2.12.1. Rehidratacion y permeabilizacion de embriones

Los embriones guardados en etanol se rehidrataron gradualmente realizando
lavados de 5 min. de 75% metanol en agua con 0.1% DEPC (Sigma), 50% metanol
en agua con 0.1% DEPC, 25% metanol en PTw (PBS 1X, 0.1% Tween 20) y 3
enjuagues en PTw.

Para degradar la membrana vitelina, los embriones se trataron con 2.5 pg/ml de
proteinasa K (Merck) en PTw 10 min. a temp. amb. y posteriormente se lavaron 5
veces con PTw. Para bloquear cargas, se realizaron 2 lavados en 0.1M
trietanolamina pH 7.8 preparada en PTw y se agregaron 2.5ul de anhidrido acético.
Después de incubar 5 min. a temp. amb. se volvié a agregar 2.5 pl de anhidrido
acético y se dejoé otros 5 min. Se realizaron dos lavados de 5 min. en PTw. Se
realizé una fijacién de 20 minutos en formaldehido 4% en PTw y posteriormmente

se lavd 5 veces en PTw.

2.12.2. Prehibridizacion e hibridizacion

Se reemplazé el PTw del tubo por 1 ml de PTw fresco y se agregaron 250ul de
buffer de hibridizacién (50% formamida, 5X SSC, Img/ml térula RNA, 100 pg/ml
heparina, 1X Denhardt’s, 0.1% Tween 20, 0.1% CHAPS, 10 mM EDTA). Se retir6
la solucién, se agregaron 500ul de buffer de hibridizacién y se incub6 durante 10
min. en un bafio a 60°C. Para prehibridizar, se renové el buffer con 500ul de buffer
fresco, se agregaron 50ul de DNA de esperma de salmén (10mg/ml)
desnaturalizado y se incubé al menos 3 horas a 60°C. Para la hibridizacién, se
reemplazé la solucién con 250ul de buffer de hibridizacién con el agregado de
25ul de DNA de esperma de salmén 10mg/ml desnaturalizado y entre 1l y 4ul de
sonda de RNA marcada con digoxigenina. Se dejé hibridizando toda la noche a

60°C con agitacién suave.

2.12.3. Lavados
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Se reemplazd la solucién de hibridizacién con 500ul de solucién de hibridizacién
fresca y se incub6 10 min. a 60°C. Posteriormente se realizaron 3 lavados de 20
min. cada uno en SSC2X a 60°C.

Para remover toda la sonda que haya quedado sin hibridizar, se incubé en SSC2X
conteniendo 20pug/ml de RNAsa A y 10 U/ml de RNAsa T1 durante 30 min. a
37°C.

Luego, se realizaron una serie de lavados en diferentes condiciones: | lavado en
SSC2X 10 min. a temp. amb., 2 lavados de 30 min. a 60°C en SSC 0.2X con el
agregado de 0.1% DEPC en el momento. Se lavé 2 veces durante 10 min. en buffer
MAB (100mM é&cido maleico, 150mM cloruro de sodio, pH7.5) a temp. amb., se
reemplazé con 500 pl de buffer MAB con 2% de bloqueante (Boehringer)
incubandose 10 min. y después de recambiar la solucién 1 hora més a temp. amb.
Esta solucién fue reemplazada por 500ul de MAB fresco con 2% bloqueante con el
agregado del anticuerpo anti-digoxigenina (acoplado a fosfatasa alcalina) en una
dilucién 1:2000 y se incubé a temp. amb. durante 3 horas. Para remover el exceso
de anticuerpo, se lavd 3 veces en buffer MAB a temp. amb. y se dejé lavando toda

la noche en buffer MAB a 4°C.

2.12.4. Revelado

Para el revelado, se lavo dos veces en buffer AP (fosfatasa alcalina) (100mM Tris
pHO.5, 50 mM CI;Mg, 100mM NaCl, 0.1% Tween 20, SmM levamisol) y se
incubd a 37°C en oscuridad con buffer AP fresco conteniendo 337 pg/mi de NBT
(nitro blue tetrazolium, Sigma) y 175 ug/ml de BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl
fosfato, Sigma). Una vez que se alcanz6 la marca deseada, los embriones se lavaron
en agua, se deshidrataron 30 min. en metanol para frenar la reaccién y se dejaron

en PBS1X hasta su observacion y analisis.

2.13. Técnica de tincion por TUNEL en embriones enteros

Para evaluar el nivel de muerte celular programada en el embrién entero de

Xenopus, se sigui6 el protocolo de TUNEL utilizado por Hensey y Gautier (1997),
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que permite detectar las células que se encuentran en las Gltimas etapas del proceso
apoptético caracterizadas por presentar fragmentacién del ADN. La técnica se basa
en la incorporacién de dUTP acoplado a digoxigenina en los extremos de los
fragmentos de ADN mediante una transferasa terminal de deoxinucleétidos (TdT).
Posteriormente, la presencia de fragmentos marcados se detecta por medio de un
anticuerpo anti- digoxigenina acoplado a fosfatasa alcalina y la determinacién de
actividad fosfatasa alcalina utilizando sustratos colorigénicos. Por lo tanto, la sefial
final en el embrién, reflejard la localizacién de las células que han sufrido
apoptosis.

Los embriones fijados y conservados a 4 °C en PBS1X fueron tratados con 2.5
ug/ml de Proteinasa K en PBTw (PBS1X, 0.2% Tween 20) 15 min. a temp. amb.
con agitacién y después de un breve lavado en PBS, se fijé en formaldehido al 4%
en PBS1X durante 30 min. para inactivar la Proteinasa K. Luego, fueron lavados
varias veces con PBS1X y se incubaron 60 min. en el buffer de la enzima TdT
(Transferasa Terminal de desoxinucledtidos). Posteriormente, se realizé la reaccién
de marcacion con buffer TdT conteniendo 300 U/ml de la enzima TdT (GIBCO
BRL) y 1 uM dUTP-digoxigenina (Boehringer Mannheim) durante toda la noche a
temp. amb. Esta reaccién se detuvo incubando 2 hs a 65 °C en PBS1X conteniendo
1 mM EDTA. Luego, se realizaron 4 lavados de 60 min. con PBS1X y 1 lavado de
15 min. en PBT (PBS1X, 2 mg/ml BSA, 0.1% Triton X100). Posteriormente, se
bloque6 1 hora en buffer bloqueante (2% reactivo de bloqueo Boehringer
Mannheim en MAB) y se incubé toda la noche a 4°C con el anticuerpo anti-
dioxigenina conjugado a fosfatasa alcalina (1:2000) (Boehringer Mannheim). Al
dia siguiente, se realizaron 6 lavados de | hora en PBT y durante toda la noche a 4
°C en PBT. Después de dos lavados en buffer AP se procesaron del mismo modo
que para el revelado de la hibridizacién in situ.

Una vez revelados, se procedié al conteo de células marcadas en la placa neural de
los embriones control y tratados con RA. De los 72 embriones control analizados,
un 35% no mostré marca, mientras que el 65% restante con sefial positiva arroj6 un
valor promedio de 9 células apoptéticas en la placa neural por embrién. Para los 65
embriones tratados con RA analizados, el 15% no mostr6 marca, mientras que el
85% restante con sefial positiva dio un valor promedio de 11 células apoptéticas

por embrién.
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2.14. Fotografia y procesamiento de imagenes

El registro de resultados se llevé a cabo con una cdmara fotografica Leica Wild
MPS48 acoplada a una lupa Leica Wild M420 utilizando un aumento de
A:1.25X10X11X2 para los embriones y A.1.25X10X20X?2 para los cortes, con una
pelicula diapositiva color Ektachrome 160T -tungsteno (Kodak). Posteriormente las
imagenes a partir de las diapositivas se digitalizaron con un equipo Nikon
Coolscanll y se editaron utilizando el programa Adobe Photoshop 5.5. Los paneles

de imagenes se armaron utilizando el programa Corel Draw 9.0.






3.1. El tratamiento con RA induce la expresion de N-tubulina en la

placa neural

Durante el desarrollo temprano del sistema nervioso central de Xenopus, la
diferenciacién neuronal se detecta en la regién posterior del neuroectodermo en
estadio de placa neural (est. 14) pero estd retrasado en la regién anterior hasta
después del cierre del tubo neural en estadio de larva (est. 27). Un retraso similar
en la diferenciacion neuronal ocurre en el tejido neural anterior que se forma in
vitro cuando explantes ectodérmicos aislados se tratan con el inductor neural
noggin (Lamb y col., 1993). Papalopulu y Kintner (1996), estudiando el patrén
temporal de la neurogénesis primaria, encontraron que si se cultivan los explantes
ectodérmicos neuralizados con noggin en una solucién conteniendo RA, la
expresion de N-tubulina se adelanta al estadio de néurula (est. 14). El nivel de
diferenciacién neuronal temprana se incrementa marcadamente por la expresion
adicional del gen proneural Xash3, sugiriendo una cooperacién entre RA y Xash3
para inducir la neurogénesis temprana. En embriones enteros, el tratamiento con
RA produce expresién anterior extensiva y prematura de N-tubulina en estadio de
néurula (Papalopulu y Kintner, 1996). Sin embargo, no se habia estudiado su efecto
sobre el neuroectodermo posterior, donde normalmente ocurre la neurogénesis
primaria, lo que nos llevé a evaluar la participacién del RA en la cascada
neurogénica en embriones enteros de Xenopus laevis.

Para estudiar el efecto producido por la variacién en los niveles de RA sobre
la expresién de N-tubulina se realizaron tratamientos con RA, o con Ro41-5253
(Ro), un antagonista de los receptores RAR y parcialmente de los RARP (Keidel
y col., 1994; Lépez y col., 1995) para producir un aumento o una disminucién de la
sefial retinoide respectivamente y se analiz$ la expresién de N-tubulina en estadio
de placa neural (est. 14) por hibridizacién in situ en embriones enteros.

En los embriones control, la expresién de N-tubulina se detecta en forma
salpicada, en células organizadas en tres dominios longitudinales: medial,
intermedio y lateral, que corresponden a las neuronas ventrales, interneuronas y
neuronas dorsales respectivamente, a cada lado de la linea media dorsal de la placa
neural posterior (Fig. 3.1 A). Un segundo sitio de expresién se observa en las

neuronas del ganglio trigeminal, aproximadamente a nivel del limite entre el
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cerebro medio y posterior. La expresiéon de N-tubulina en la regién anterior de la
placa no se detecta antes del cierre del tubo neural en estadio de brote caudal (Fig.
3.1 A, Hartenstein, 1989; Chitnis y col., 1995). Los embriones tratados con 1uM
(Fig. 3.1 B) o 10 uM (Fig. 3.1 C) de RA mostraron un marcado incremento en la
expresion de N-tubulina (Tabla 1). Se observé la fusién de las bandas dorsales e
intermedias de neuronas, acompafiado de un incremento en el nimero de células

marcadas y en intensidad de sefial. La banda ventral fue la menos afectada.

Tabla 1 El tratamiento con RA induce la expresion de N-tubulina

Concentracién n Expresion N-tubulina
de RA (uM) aumentada (%)
10uM 44 100%
1 M 24 54%

Para corroborar estos resultados, investigamos los efectos producidos por el
tratamiento con Ro, antagonista de los receptores RARa y RARP, sobre la
expresion de N-tubulina. Como se esperaba, contrariamente a la administracion de
RA, el tratamiento con 1.5uM (Fig. 3.1 D) o 7.5uM (Fig. 3.1 E) de Ro produjo
reduccién en la expresién de N-tubulina (Tabla 2). Ademds de observarse la
disminucién en intensidad, se noté un espaciamiento mayor entre las bandas de

neuronas en comparacién con el control.

Tabla 2 El bloqueo de la sefial mediada por RARa:y RAR produce inhibicién de la
expresion de N-tubulina.

Concentracién n Expresién N-tubulina
de Ro (uM) disminuida (%)
7.50 M 10 70%
1.5 M 12 83%

Estos resultados muestran que los retinoides endégenos regulan
positivamente la expresion de N-tubulina en la placa neural in vivo y que este
efecto estaria mediado, al menos en parte, por RARa y/o RARP.

Como la N-tubulina es un gen de diferenciacién neuronal terminal y en
consecuencia es el dltimo componente de la cascada neurogénica, decidimos
evaluar otras moléculas rio arriba de la N-tubulina involucradas en la neurogénesis
temprana, para determinar de qué manera RA puede producir esta induccién

neuronal.
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Control

Ro15uM Ro7.5uM

Figura 3.1. La exposicion a RA durante la gastrulacion aumenta
el namero de células que expresan N-tubulina en la placa neural,
mientras que el tratamiento con el antagonista Ro, produce el
resultado opuesto.

Se evaluo el efecto sobre la expresion de N-tubulina en estadio
de néurula (st. 14) por hibridizacion in situ en embriones (A) sin
tratar, o tratados con (B) 1 uM RA, (C) 10 uM RA, (D) 1.5 uM
Ro 0(E)7.5 uM Ro. Todos los paneles son vistas dorsales con la
region anterior hacia arriba. Los dominios de N-tubulina fueron
fuertemente incrementados después de la exposicion a RA. Las
bandas de neuronas sensoriales e interneuronas se fusionaron
tanto con 1 mM como con 10 mM RA y se desplazaron
anteriormente. Ro, por el contrario, reduce la expresion de N-
tubulina y las bandas de neuronas se detectan mas distanciadas
entre si con respecto al control con ambas dosis analizadas. m, i,
s, neuronas motoras, intermedias y sensoriales respectivamente.




3.2. Los cambios en la senal retinoide afectan toda la cascada de la

neurogénesis primaria

3.2.1. X-MyT1

Ha sido demostrado que XMyT1 interactia con los factores de transcripcién
de la familia bHLH y promueve la diferenciacién neuronal. En la cascada de la
neurogénesis primaria XMyT1 se encuentra regulado positivamente por X-ngnr-1y
negativamente por la inhibicién lateral y cuando se sobreexpresa induce la
expresion de N-tubulina (Bellefroid y col., 1996).

Para verificar si el tratamiento con RA modifica el patrén de expresién de X-
MyTl, los embriones tratados con 1uM y 10uM RA fueron analizados por
hibridizacién in situ en estadio de néurula.

Los embriones control muestran la expresién de X-MyT]1 restringida a las
tres bandas de células donde se diferenciardn las neuronas, las placodas
trigeminales y una banda anterior y central de células, como fue descripto
anteriormente (Bellefroid y col., 1996 y Fig. 3.2 A)

El tratamiento con RA resulté en un incremento de la expresién de X-MyT1
con un corrimiento notorio del limite anterior de expresién hacia el borde anterior
del embrién (Tabla 3) (Fig. 3.2 B). La banda medial de expresién muestra una
sefial mas fuerte que el control y similarmente a lo que se obtuvo con N-tubulina,
las bandas intermendia y lateral de células se fusionaron y mostraron una
intensidad mayor. La expresién de X-MyT! en las placodas trigeminales fue
suprimida, como se esperaba, debido a la posteriorizacién producida por RA. Se

observaron resultados similares con dosis de IuM o 10uM de RA.

Tabla 3 El tratamiento con RA incrementa la expresién de XMyT-1

Concentracién n Expresién XMyT-1
de RA (uM) aumentada (%)
10 uM 6 100%
Y 8 100%
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Cuando se disminuyé la sefial retinoide mediante el tratamiento de los
embriones con Ro, la expresién en las tres bandas se redujo (Tabla 4) y tanto la
marca en las placodas trigeminales como en el dominio anterior central se

incrementaron (Fig. 3.2 C).

Tabla 4 El tratamiento con Ro reduce los niveles de expresion de XMyT-1

Concentracién n Expresién XMyT-1
de RA (uM) reducida (%)
1.5 uM 8 100%

Estos resultados que muestran que la regulacién del RA sobre la expresién de
X-MyT1 es similar a la encontrada con N-tubulina, sugieren que el incremento en
la sefial de N-tubulina observado en los embriones tratados con RA podria estar

producido por la activacién de la expresién de X-MyT]1.

3.2.2. Neurogenina

Ensayamos posteriormente el efecto del RA sobre la expresién de
neurogenina (X-ngnr-1), un gen proneural capaz de inducir la expresiéon de N-
tubulina y XMyT-1.

Los embriones control expresan X-ngnr-1 en tres dominios a cada lado de la
linea media dentro de la placa neural y en las placodas trigeminales (Fig. 3.2 D).

Los embriones tratados con 1uM o 10uM de RA mostraron una activacién en
la expresion de X-ngnr-1 (Tabla 5) y de manera similar a N-tubulina, se produjo
fusién de las bandas. El borde de expresiéon de X-ngnr-1 se desplaz6 anteriormente
y no se detectd la sefial correspondiente a los dominios més anteriores de la placa

neural debido a la posteriorizacién de los embriones (Fig. 3.2 E).

Tabla 5 El tratamiento con RA induce la expresion de X-ngnr-1

Concentracién n Expresién X-ngnr-1
de RA (uM) aumentada (%)
10 uM 29 72%
1 M 33 61%
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Cuando analizamos los efectos producidos por el tratamiento con Ro sobre la
expresion de la X-ngnr-1 en estadio de néurula, observamos un marcado
incremento de la expresién en las placodas trigeminales coincidente con el efecto
anteriorizante reportado previamente para Ro (Lépez y col., 1995), y una expresién
reducida en la placa neural posterior en las tres bandas de células (Tabla 6) (Fig.

3.2F).

Tabla 6 El tratamiento con Ro reduce la expresién de X-ngnr-1

Concentracién n Expresién X-ngnr-1
de Ro (uM) reducida (%)
4 uM 10 20%
1.5 uM 14 21%

Estos resultados muestran que la expresién del gen proneural X-ngnr-1 esté
regulado positivamente por RA de forma similar a X-MyT1 y N-tubulina en la
placa neural posterior, y en consecuencia, la activacién de X-ngnr-1 producida por
el tratamiento con RA podria estar mediando el incremento en la expresion de estas

dos moléculas.

3.2.3. X-Delta-1

Para examinar el efecto del RA sobre los genes neurogénicos, que participan
del proceso de inhibicidn lateral, analizamos el patrén de expresién de X-Delta-1
generado en respuesta al tratamiento.

X-Delta-1 codifica para un ligando de membrana que se expresa en la célula
que se diferenciard a neurona y media la inhibicién lateral que previene a las
células vecinas de desarrollar el destino neuronal. En estadio de néurula, los
transcriptos de X-Delta-1 se hallan normalmente en los dominios longitudinales de
la placa neural donde aparecen los precursores neuronales, en las placodas
trigeminales y en un dominio de expresién anterior (Chitnis y col., 1995, Fig. 3.2
G). La expresién de X-ngnr-1 precede y puede activar la expresién de Xdelta-1
(Ma y col.,, 1996) y la sobreexpresiéon de X-Delta-1 produce la inhibicién de la

neurogénesis primaria (Chitnis y col., 1995).
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Mientras la expresién en las placodas trigeminales y en el dominio més
anterior fueron suprimidos por el tratamiento con RA debido a la posteriorizacién,
la expresidn de X-Delta-1 en los dominios posteriores se incrementé y se desplazé
hacia la regién cefalica como otros marcadores descriptos previamente (Tabla 7)

(Fig. 3.2 H).

Tabla 7 RA aumenta la expresion de X-Delta-1

Concentracién n Expresién X-Delta-1
de RA (uM) aumentada (%)
10 pM 16 50%
1 UM 16 38%

El tratamiento con Ro modificé el patrén de expresiéon de X-Delta-1
resolviendo las bandas longitudinales en una banda bilateral desplazada hacia la
linea media y de menor intensidad (Tabla 8). También se observé convergencia de

los dominios anteriores (Fig. 3.2 I).

Tabla 8 Ro inhibe la expresién de X-Delta-1

Concentracién n Expresion X-Delta-1
de Ro (uM) disminuida (%)
1.9 M 10 30%

Como X-Deltal se expresa en las futuras neuronas primarias, presumimos
que la expansion de los dominios de X-Delta-1 en respuesta al tratamiento con RA

indicaria que mas células estén destinadas a la diferenciacién neuronal.
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Control RA Ro

X-MyTI

X-ngnr-1

X-Delta-1

Figura 3.2. Efecto del tratamiento durante la gastrulacion con RA sobre la expresion de X-MyT 1, X-ngnr-1y
X-Delta-1.

Se analiz6 por hibridizacion in situ en embriones control (A,D,G), tratados con RA (B, E, H) o con Ro (C, F, I)
la expresion de X-MyT1 (A-C), Xngnr-1 (D-F) o X-Delta-1 (G-1). Los dominios de expresion de XMyT1 se
expandieron y se desplazaron anteriormente después del tratamiento con RA (B), mientras que Ro redujo
claramente su expresion en la placa neural(C). Las bandas de expresion de X-ngnr-1 se incrementaron y se
fusionaron (comparar las puntas de flechaen Dy E). También se observo en los embriones tratados con RA un
desplazamiento de la expresion de X-ngnr-1 hacia la region anterior, mientras que la expresion en el ganglio
trigeminal (punta de flecha blanca en D) se perdi6 (E). El tratamiento con Ro produce una reduccion en la
expresion de X-ngnr-1 en la placa neural pero aumenta el dominio trigeminal (punta de flecha blanca en F).
Los dominios de expresion de X-Delta-1 se incrementaron, fusionaron y desplazaron anteriormente en
respuesta al tratamiento con RA (H), mientras que el dominio mas anterior ( punta de flecha en G) se perdio
probablemente debido a la posteriorizacion del embrion. Ro modifica el patron de expresion de X-Delta-1
resolviendo las bandas longitudinales en una séla franja desplazada hacia la linea media del embrion (1),
mientras que el dominio mas anterior en lugar de detectarse a cada lado del embrion (punta de flecha en G), se
observo fusionado sobre la lineamedia (puntade flechaen ).




3.2.4. Genes de prepattern Zic2 v Gli3

Como el RA puede activar la expresién del gen de diferenciacién neuronal
terminal N-tubulina, la proteina con dedos de zinc X-MyT]l, el gen proneural
temprano X-ngnr-1 y el gen neurogénico X-Delta-1, decidimos determinar el efecto
de RA sobre los genes de prepattern Zic2 y Gli3 que estdn involucrados en la
definicién temprana de los dominios de diferenciacién neural. Estudios previos han
mostrado que Zic2 se expresa en bandas que se alternan con aquellas en las que se
diferencian las neuronas primarias (Fig. 3.3 D), inhibe la neurogénesis e induce la
diferenciacién a cresta neural (Brewster y col., 1998). Contrariamente, Gli3 se
expresa en la placa neural en forma de gradiente con los niveles mds altos en los
bordes laterales y ausente en la linea media (Lee y col., 1997 y Fig. 3.3 A), induce
neurogénesis, inhibe la diferenciacién a cresta neural y es reprimido por shh (Ruiz i
Altaba, 1998).

El tratamiento con RA incrementa la expresién de Gli3 en la placa neural
posterior (Tabla 9), mostrandose uniforme en el eje mediolateral, aunque continda
ausente en la linea media (Fig. 3.3 B). Como se observé para otros marcadores, el

dominio anterior de expresién se redujo debido a la posteriorizacién.

Tabla 9 El tratamiento con RA aumenta la expresion de Gli3

Concentracién n Expresién Gli3

de RA (uM) aumentada (%)
10 M 10 100%
luM 10 100%

En contraste, el tratamiento con Ro inhibié la expresién de Gli3 en la placa

neural posterior sin verse afectado el dominio anterior (Tabla 10) (Fig. 3.3 C).

Tabla 10 La anulacién de la sefial mediada por RAR 'y B inhiben la expresién de Gli3

Concentracién n Expresién Gli3

de Ro (uM) disminuida (%)
74 M 8 63%
4uM 9 67%
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Después del tratamiento con RA, la expresién de Zic2 muestra una marcada
inhibicién dosis dependiente (Tabla 11). Las dosis més altas de RA generaron la
pérdida casi completa de la expresién de Zic2 tanto en la placa neural anterior
como en la posterior (Fig. 3.3 E), mientras que los embriones tratados con dosis
mds bajas redujeron la expresién posterior y perdieron totalmente la expresion

anterior probablemente debido a la posteriorizacién por RA (Fig. 3.3 E, inserto).

Tabla 11 E! RA inhibe la expresién de Zic2

Concentracién n Expresién Zic2
de RA (uM) disminuida (%)
10 uM 10 100%
1 M 10 100%

En los embriones tratados con Ro, la expresién de Zic2 se dispersé en el eje
mediolateral de la placa neural posterior mostrando bandas mas anchas pero difusas
y mds espaciadas entre si (Tabla 12) (Fig 3.3 F). Presumimos que esa dispersién

podria ser la responsable de la inhibicién de la neurogénesis mediada por Ro.

Tabla 12 El tratamiento con Ro incrementa los dominios de expresion de Zic2

Concentracién n Expresion Zic2
de Ro (uM) aumentada (%)
7.5 uM 10 40%
4 uM 10 30%

Todos estos resultados sugieren que los retinoides actuarian muy
tempranamente en la cascada de la neurogénesis primaria regulando la actividad de
los genes de prepattern, promoviendo la expresién de reguladores positivos de la
neurogénesis, como Gli3, y desfavoreciendo la expresién de reguladores negativos

como Zic2.
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Control RA Ro
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Figura 3.3. Efecto de los retinoides sobre la expresion de los genes de prepattern Gli3 y Zic2.

Se analizo por hibridizacion in situ la expresion de Gli3 (A-C) o Zic2 (D-F) en embriones control (A,D), o
después del tratamiento con RA (B,E) o Ro (C,F). La exposicion a RA result6é en una marcada expansion de
Gli3 sobre el eje medio-lateral de la placa neural posterior y el dominio anterior de expresion se redujo
marcadamente (B). El tratamiento con Ro mantuvo los bajos niveles de expresion de Gli3 observados en los
embriones control (C). RA produjo una inhibicion dosis- dependiente de la expresion de Zic2. Las dosis mas
elevadas de RA abolieron totalmente la expresion de Zic2 (E), mientras que las mas bajas produjeron
disminucion del dominio posterior y pérdida del anterior (inserto en E). Tras el tratamiento con Ro se
observo una dispersion de la expresion de Zic2 sobre el eje mediolateral de la placa neural posterior (F).




3.2.5. shh

Shh es una molécula de secrecién expresada en estadio de néurula en la
notocorda y en la placa del piso (Fig. 3.4 A) que participa del patrén dorsoventral
del tubo neural induciendo células de la placa del piso y motoneuronas ventrales
(Roelink y col., 1995). La inyeccién ectdpica de shh reprime la transcripcion de
Gli3 en la placa neural (Ruiz i Altaba, 1998), sugiriendo un nexo entre shh y la
neurogénesis primaria que ain no habia sido explorado.

Estos resultados, junto con el hecho de que se ha descripto una secuencia
RARE en el promotor de shh, nos llevaron a pensar que el RA podria estar
ejerciendo parte de su efecto sobre la cascada de la neurogénesis a través de la
regulacion de la expresion de shh. Por esta razén se trataron embriones con RA y se
analizé la expresion de shh por hibridizacién in situ en estadio de néurula.

Sorpresivamente, el tratamiento con RA produjo la pérdida de la sefial de shh
en la regién anterior del embrién y una reduccién de la expresién posterior (Tabla
13) (Fig. 3.4 B) evidenciando una relacién entre ambas moléculas.

Secciones transversales de estos embriones revelaron que la sefial disminuye
tanto en la notocorda como en la placa del piso en los casos mas extremos (Fig. 3.5

C) y en los embriones menos afectados sélo en la placa del piso (Fig. 3.5 B).

Tabla 13 El tratamiento con RA inhibe la expresion de shh

Concentracién n Expresién shh disminuida
de RA (uM) (%)
10 uM 23 100%

Contrariamente, el tratamiento con Ro produjo un aumento en la expresion de
shh (Fig. 3.4 C), sugiriendo que la represién de shh por RA estaria mediada al
menos en parte por RARa y/o RARB.

Tabla 14 El tratamiento con el antagonista Ro incrementa el nivel de expresion de shh

Concentracién n Expresién shh aumentada
de Ro (uM) (%)
7.5 uM 8 38%
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shh

Figura 3.4. Efecto de la variacion de la seiial retinoide sobre la expresion de shh en estadio de néurula.

Analisis por hibridizacion in situ de 1a expresion de shh en embriones control (A), tratados con RA (B) o
Ro (C). Se observo una fuerte reduccion a nivel posterior y supresion completa en laregion anterior de la
expresion de shh en respuesta al tratamiento con RA (B). Los embriones tratados con Ro mostraron un

claro incremento de la sefial de shh a lo largo de toda la linea media dorsal.

Control

Figura 3.5. El tratamiento
con RA inhibe la expresion
de shh tanto en la placa del
piso como en lanotocorda.
Cortes transversales a mano
alzada de embriones control
(A) o tratados con RA (B, C)
en estadio de néurula (st. 14).
Los embriones control
muestran la expresion
normal de shh en la placa del
piso y notocorda (A). El
tratamiento con RA produce
en todos los casos la
supresion de la expresion en
la placa del piso (B). En los
casos mas severos se pierde
ademas la expresion en la
notocorda (C). Todos los
cortes estan orientados con la
region dorsal hacia arriba.
pp: placa del piso, n:
notocorda.




El tratamiento con RA durante una ventana de tiempo acotada alrededor del
estadio de géstrula temprana (est. 10) (ver materiales y métodos) también produjo
los mismos resultados inhibitorios sobre la expresién de shh (Fig. 3.6) (72%, n=
32), mientras que el tratamiento con RA entre el estadio 12.5 y 15 no modificé su
patrén de expresion (100%, n=8).

Podemos concluir que el tratamiento con RA al inicio de la gastrulacién es
suficiente para reprimir la expresién de shh y que esta regulacion estaria mediada
in vivo, al menos en parte, por RARa y/o RARR.

Paralelamente, establecimos en el laboratorio, que la microinyeccién
unilateral d¢ ARNm de shh en embriones de Xenopus produce induccién de la
expresién de Zic2 y disminucién de la expresién de Gli3, X-ngnr-1 y N-tubulina
(Franco y col., 1999; Paganelli, 2002). Estos efectos son opuestos a los obtenidos
con RA e indican que ambas moléculas participan de la regulacién de la cascada.
Mientras el RA promueve la neurogénesis primaria, shh la reprime. Por lo tanto, la
regulacién negativa que el RA ejerce sobre la expresiéon de shh sugeriria que el

efecto de RA sobre la cascada podria estar mediada por shh.

3.3. El RA no es capaz de rescatar el efecto inhibitorio de Notch-

ICD, Zic2 o shh sobre la neurogénesis primaria.

Como la sefal retinoide es capaz de regular la expresién de varios de los
genes que participan de la neurogénesis, quisimos determinar a que nivel de la
cascada neurogénica actda. Con este fin se realizaron experimentos de rescate
fenotipico mediante la microinyeccién de ARNm correspondiente a miembros de la
cascada que se conoce producen represion de la expresion de N-tubulina y
determinamos en estos embriones si el efecto inhibitorio podia ser revertido por el
tratamiento con RA.

La estrategia experimental (Fig. 3.7) consiste en microinyectar embriones en
estadio de dos células en una de las blastémeras con alguna de las moléculas que
inhiben la neurogénesis e incubarlos en presencia o ausencia de RA. El lado
inyectado puede compararse contra el lado control sin inyectar dentro del mismo

embrién.
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Las moléculas utilizadas en este experimento para reprimir la expresién de N-
tubulina fueron, por un lado Zic2, que cuando se sobreexpresa inhibe la
neurogénesis primaria (Brewster y col., 1998), por otro lado Notch ICD, una forma
constitutivamente activa de Notch que dispara la inhibicién lateral y reprime la
diferenciacién neuronal (Chitnis y col., 1995), y finalmente shh, que ha sido
caracterizado como un inhibidor de la neurogénesis en nuestro laboratorio por A.
Paganelli. Los ARNm correspondientes a estas tres moléculas inhibitorias se
utilizaron para microinyectar unilateralmente embriones, que posteriormente fueron
tratados con (Fig. 3.8 B, D, F) o sin (Fig. 3.8 A, C, E) RA, para determinar si RA
es capaz de rescatar el fenotipo de N-tubulina en la mitad inyectada.

En embriones inyectados con Notch ICD sin tratar se observé inhibicién de la
expresién de N-tubulina en el lado inyectado (Fig. 3.8 A, 93%, n=11 para 1 ng de
Notch ICD; 75%, n=14 para 0.5 ng de Notch ICD), y después del tratamiento con
RA se mantuvo esta represién del lado inyectado (Fig. 3.8 B, 100%, n=10 para Ing
de Notch ICD + 10uM RA; 70%, n=10 para 1 ng Notch ICD + 1uM RA; 73%,
n=11 para 0.5 ng Notch ICD + 10 uM RA; 100%, n=10 para 0.5 ng Notch ICD +
1uM RA). La sobreexpresion de Zic2 produce un efecto inhibitorio sobre la
neurogénesis del lado inyectado (Fig. 3.8 C, 20%, n=22 para 2ng de Zic2; 15%,
n=23 para 1 ng de Zic2) que siguié observandose cuando los embriones se trataron
con RA (Fig. 3.8 D, 22%, n=23 para 1 ng de Zic2 + 10uM RA). Con shh se
observé un efecto similar, los embriones sin tratar mostraron reduccién de la
expresion de N-tubulina del lado inyectado ( Fig. 3.8 E, 17%, n=6 para 0.25 ng de
shh), y después del tratamiento con RA se mantuvo esa inhibicién (Fig. 3.8 F, 30%,
n=10 para 0.25 ng de shh + 10uM RA). Por lo tanto, mientras que en la mitad sin
inyectar se observa la induccion de la expresién de N-tubulina debida al
tratamiento con RA (NIS, Fig. 3.8 B, D, F), el lado inyectado muestra en los tres
casos expresion reducida o ausente de N-tubulina (IS, Fig. 3.8 B, D, F), por lo que
concluimos que el RA no seria capaz de revertir el efecto inhibitorio de Notch-ICD,
Zic2 o shh sobre la diferenciacién neuronal.

Estos resultados sugieren que RA estarfa actuando en la cascada neurogénica
rio arriba de shh, Zic2 y la inhibicién lateral. En otras palabras, RA es incapaz de
activar la expresién de N-tubulina cuando ésta ya estd inhibida debido a un

incremento en los niveles de shh, Zic2 o NotchICD.
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Figura 3.6. Un pulso de 30 minutos con RA
alrededor del estadio 10 es suficiente para inhibir
la expresion de shh en estadio de néurula.

Los tres embriones ubicados en la hilera superior
corresponden a los tratamientos con RA,
mientras que los dos embriones de la hilera
inferior son controles. Et tratamiento con RA
durante 30 minutos produce la reduccion en la
expresion de shh a lo largo de la linea media
dorsal del embrion en estadio de néurula. Todos
los embriones estan orientados con la region
anterior hacia arribay son vistas dorsales.

Control
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Figura 3.7. Esquema de la estrategia utilizada pararealizar los experimentos de rescate fenotipico.

Los embriones en estadio de dos células (A) se inyectaran en una de las dos blastomeras con la molécula
inhibitoria X coinyectada con Bgalactosidasa (azul). Posteriormente se incubaran en ausencia (-RA) o en
presencia de RA (+RA) durante la gastrulacion y se analizaran por hibridizacion in situ para N-tubulina en
estadio de néurula. La mitad del embridn sin inyectar (blanca) se utiliza como control dentro del mismo
embrion. Los embriones inyectados con X, pero sin tratar con RA (B), presentaran un patréon normal de N-
tubulina del lado sin inyectar (mitad blanca) y reduccion de la expresion del lado inyectado (mitad azul). Por
otro lado, los embriones inyectados con X y tratados con RA, mostraran del lado sin inyectar (blanco) el
efecto inductor del RA sobre la formacion de las neuronas primarias, mientras que del lado inyectado (azul)
podran desarrollar una de dos alternativas (C, D). Una posibilidad es que la mitad inyectada con la molécula
X (azul) mantenga la inhibicion a pesar del tratamiento, en cuyo caso concluiremos que RA no es capaz de
rescatar el fenotipo de N-tubulina (C). Alternativamente, el reestablecimiento de la expresion de N-tubulina
indicaria que RA puede rescatar el efecto que X produce sobre la neurogénesis (D).




Notch ICD

Zic2

Control

Figura 3.8. RA actua por encima de la inhibicion lateral, Zic2 y shh en
la cascada de laneurogénesis primaria.

Los embriones fueron coinyectados unilateralmente con ARNm de
nfgal como trazador junto con ARNm de Notch ICD (A-B), Zic2 (C, D)
o shh (E, F) y se dejaron desarrollar sin tratamiento (A, C, E) o se
incubaron durante la gastrulacion con RA (B, D, F). Se revelo la
distribucion del ARNm de N-tubulina por hibridizacién in situ en
estadio de néurula. Todas son vistas dorsales con laregion anterior hacia
arriba. Las flechas marcan las bandas de neuronas sensoriales. Tanto la
inyeccion de Notch ICD (A), la de Zic2 (C), como la de shh (E)
producen una reducciéon en la expresion de N-tubulina. Todos los
embriones tratados con RA (B, D, F) muestran el aumento previamente
descripto en la expresion de N-tubulina del lado no inyectado. Sin
embargo, en estos embriones no se produce del lado inyectado el rescate
de la expresion de N-tubulina en ninguno de los tres casos (B, D, F).
Linea de puntos: linea media dorsal, I: lado inyectado (tincion azil), NI:
lado no inyectado.




3.4. Participacion de los receptores de retinoides en la regulacion

de la cascada de la neurogénesis primaria y su asociacién con shh

Las principales estrategias utilizadas histéricamente para analizar la funcién
de la vitamina A durante el desarrollo embrionario han sido el tratamiento con
exceso o deplecién de RA, y estudios de sobreexpresién o anulacién génica de los
receptores de retinoides, sin embargo, nuevos modelos se estan desarrollando para
estudiar mas profundamente los eventos del desarrollo que dependen de los
retinoides.

La relacién hallada entre el RA, shh y la neurogénesis primaria nos llevé a
evaluar, empleando otras metodologias diponibles, la participacién de los
diferentes receptores de retinoides en la regulacion que el RA ejerce sobre esta via.
Por un lado, empleando una aproximacion farmacolégica, bloqueamos o activamos
distintos subtipos de receptores de retinoides con agonistas o antagonistas
sintéticos. En segundo lugar, interferimos con la funcién de una isoforma de
receptor mediante una estrategia de dominancia negativa y finalmente, utilizando
oligos morfolinos antisentido, estudiamos el bloqueo de la traduccién de isoformas
especificas de los receptores.

Algunos trabajos previos demostraron que la sefial mediada por los
receptores de retinoides es requerida para la formacién de las neuronas primarias.
La coinyeccién de RXRP y RAR02 produce neuronas primarias ect6picas (Sharpe
y Goldstone, 1997), mientras que el bloqueo de la funcién de RARa por
dominancia negativa resulta en la reduccién o pérdida de neuronas primarias

(Blumberg y col., 1997; Sharpe y Goldstone, 1997; 2000).

3.4.1. La induccién de la neurogénesis primaria, asi como la inhibicién

de la expresion de shh estan mediados por los receptores RAR, en

particular RARQ

Para comprender con mayor profundidad el rol que los retinoides juegan

durante el desarrollo neural y determinar cuales son los receptores que participan
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de la regulacién de la expresién de shh y la cascada neurogénica, en primer lugar
utilizamos una aproximacién farmacolégica mediante e] bloqueo o la activacién
especifica de los distintos subtipos de receptores de retinoides utilizando agonistas
0 antagonistas. Estos experimentos fueron realizados en colaboracién con el
laboratorio del Dr. Blumberg quien ha caracterizado varios de estos compuestos
sintéticos.

La activacién de los receptores se realizé tratando a los embriones con el
agonista general de RAR, TTNPB (Zavacki y col., 1997; Blumberg y Evans, 1998;
Klein y col., 1996), y el de RXR, Lg268 (Love y col., 2002).

Para el bloqueo de los receptores se utilizaron dos clases de antagonistas
especificos que difieren en su habilidad de afectar la transcripcién basal: los
antagonistas neutrales, que simplemente bloquean la capacidad de RAR de unirse
al RA, resultando en la pérdida de activacién (Klein y col., 1996) y los agonistas
inversos que también bloquean la interaccién con RA, pero ademas estabilizan el
complejo receptor- correpresor (Klein y col., 1996, 2000), llevando a la represién
de la transcripcidn basal a partir de los promotores a los que se une RAR.

En este estudio, se utilizaron el antagonista neutral selectivo para RARq,
194301 y el agonista inverso de los RAR, 193109 (Johnson y col., 1995, Klein y
col,, 1996; Koide y col.,, 2001, Soprano y col., 2001). Se ha demostrado
previamente que la interaccién de estos compuestos sintéticos con el RAR no
impide la formacidn de los heterodimeros con los RXR, ni afecta el pegado al ADN
(Xlein y col., 2000).

Después de cada tratamiento, se estudié la expresiéon de algunos de los
miembros de la cascada de la neurogénesis primaria para establecer, en primer
lugar las consecuencias de la alteracién en la expresion de cada tipo de receptor, en
segundo lugar, confirmar los resultados obtenidos con RA y Ro y finalmente para
determinar cudl o cudles son los receptores que median estos efectos.

El tratamiento con TTNPB (agonista RAR) produjo un incremento en la
expresion de N-tubulina, aunque no tan marcado como con RA (Fig. 3.9 K) (83%,
n=12 para 10° M; 53%, n=19 para 10® M). La diferencia en la intensidad de
respuesta podria deberse a su menor afinidad por el receptor y potencia de accién
de este compuesto con respecto al RA.

Similarmente, en los embriones tratados con TTNPB, la expresién de X-

ngnr-1 se increment$ en niveles similares a los obtenidos con RA (Fig. 3.9 L)
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(80%, n=15 para 10 M). Estos resultados sugieren que el aumento en la sefial
mediada por los receptores RARs es suficiente para producir la activacién de la
diferenciacién neuronal terminal.

La expresion de Gli3 también aument6 en la placa neural posterior después
del tratamiento con este agonista del mismo modo que con RA (Fig. 3.9 M) (100%,
n= 18 para 10° M), aunque el dominio anterior de expresién de Gli3 no se vio
afectado en estos embriones. Sin embargo, la sefial de Zic2 no disminuyé tras el
tratamiento con TTNPB como se esperaba (Fig. 3.9 N) (100% expresién normal,
n=13 para 10" M). Esta falta de fenotipo en el patrén de Zic2 podria deberse a la
moderada reduccién observada en el patrén de expresion de shh tras el tratamiento
con TTNPB, en comparacién con la fuerte reduccién obtenida con RA (Fig. 3.9 O)
(100%, n=14 para 10°M).

Estos resultados en conjunto muestran que la activacién de los receptores
RAR utilizando un agonista diferente produce resultados similares al RA sobre la
expresion de los marcadores més tardios de la cascada neurogénica y efectos mas
leves sobre los marcadores més tempranos.

Por otro lado, el tratamiento con Lg268, un agonista de los RXR, produjo un
incremento en la expresién de N-tubulina y X-ngnr-1, sugiriendo que la activacién
de los RXRs también es suficiente para producir la activacién de la diferenciacién
neuronal. (Fig. 3.9 P-Q) (N-tubulina, 100%, n=13 para 10° M, 80%, n=20 para 108
M; X-ngnr-1, 100%, n=15 para 10°° M).

La expresion de Gli3 se increment6 levemente en los embriones tratados con
el agonista RXR (Lg268) al igual que con RA (Fig. 3.9 R) (100%, n=17 para 10°¢
M). Sin embargo, la expresién de Zic2, contrariamente a lo que se obtuvo con RA,
se increment6 tanto en los dominios anterior como posterior de la placa neural (Fig.
3.9 S) (85%, n=20 para 10® M). El tratamiento con Lg268 tampoco produjo
cambios sobre la expresién de shh (Fig. 3.9 T) (85% sin cambio, 10% disminucién,
n=15 para 10 M), sugiriendo que la activacién de los receptores RXR no es
suficiente para reproducir los efectos del RA sobre la expresién de los marcadores

mds tempranos de la cascada.
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Cuando se bloqued la sefial mediada por los RARs utilizando el agonista
inverso 193109 asi como cuando se bloque$ solamente el receptor RARa con el
antagonista 194301, la expresién de N-tubulina se inhibié de una manera
comparable con el tratamiento con Ro como era esperado (Fig. 3.10 K, P) (100%,
n=12 para 10° M de 193109; 70%, n=23 para 10 M de 193109; 100%, n=11 para
10 M de 194301; 100%, n=20 para 10 M de 194301). La expresi6n de X-ngnr-1
disminuyé levemente en intensidad y se produjo un ensanchamiento de la
expresién y una mayor separacion entre las bandas al igual que con Ro (Fig. 3.10
L, Q) (100%, n= 20 para 10° M de 193109; 100%, n=10 para 10° M de 194301).
Estos resultados muestran en lineas generales que los tres antagonistas (Ro, 194301
y 193109) producen efectos inhibitorios similares sobre la neurogénesis, sugiriendo
que la induccién de N-tubulina y X-ngnr-1 generada por el RA est4, al menos en
parte, mediada por los receptores RAR y especificamente los RAR0.

La anulacién de la sefial mediada por todos los RAR, utilizando el agonista
inverso 193109 y de RARQ, con el antagonista 194301 generd, contrariamente a lo
esperado, un aumento en la expresién de Gli3 tanto en la regién posterior de la
placa como en la anterior, produciendo resultados contradictorios con respecto a los
generados por Ro (Fig. 3.10 M, R) (100%, n=16 para 10° M de 193109; 100%,
n=20 para 10°® M de 194301).

Tanto el tratamiento con 193109 como con 194301 aumentaron
marcadamente la expresién de Zic2 (Fig. 3.10 N, S) y shh (Fig. 3.10 O, T) (Zic2,
70%, n=23 para 10 M de 193109; 85%, n=20 para 10® M de 194301; shh, 100%,
n=14 para 10° M de 193109; 63%, n=19 para 10® M de 194301). En ambos casos,
esta induccién fue mucho mas efectiva que con Ro. Estos resultados sugieren que
el control inhibitorio que ejerce el RA sobre la expresién de Zic2 y shh estaria

mediado al menos en parte por los receptores RAR y en particular por RARo.
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3.4.2. La anulacién funcional de RARo1 aumenta la expresion de shh

Para estudiar mas profundamente el nuevo nexo hallado entre RA y shh en
relacién con la neurogénesis primaria, y basados en el hecho de que la inhibicién
de la expresién de shh pareceria estar mediada por el receptor RARa, realizamos
experimentos en los que la sefial mediada por RARa se anulé por microinyeccién
de una construccién dominante negativa capaz de competir por los blancos
enddégenos (Fig. 3.11).

Esta estrategia se basa en la utilizacién de un receptor truncado en la regién
de transactivacién (dominante negativo: RARal 405%*), capaz de unirse al ligando
y heterodimerizar con los RXR, pero incapaz de producir activacién
transcripcional, compitiendo de este modo con los receptores endégenos normales.

Se ha demostrado previamente que la sobreexpresién de RARal 405* en
embriones de Xenopus produce una reduccién en el nimero de neuronas N-tubulina
positivas en la placa neural (Blumberg y col., 1997). Utilizando este modelo como
control, microinyectamos unilateralmente embriones con ARNm codificante para
esta version dominante negativa de RARal (RARal 405*) y observamos la
disminucién de la expresién de N-tubulina esperada en la mitad inyectada (Fig.
3.12 C) (94%, n=31 para 0.5 ng). Cuando se inyectaron embriones con esta misma
construccién, pero en ambas blastémeras, y se analizé el patrén de shh por
hibridizacién in situ, se observé un aumento de la expresién coincidente con los
resultados obtenidos con el tratamiento farmacolégico de los embriones con
antagonistas de los receptores de retinoides (Fig. 3.12 F) (100%, n=30 para 0.5 ng).

No se observaron cambios en la expresién de N-tubulina ni de shh cuando los
embriones fueron inyectados con RNAm de nfgal (Fig. 3.12 A,D) o de una versién
inactiva del receptor RARo, RARo2 386* (Fig. 3.12 B,E) (N-tubulina, 100%,
n=50 para 0.5 ng de RAR386*; 100%, n= 52 para 0.5 ng de nfgal; shh, 100%, n=
46 para 0.5 ng de RAR02 386*; 100%, n=32 para 0.5 ng de nf3gal).
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Figura 3.11. Esquema de las construcciones DD DAT
utilizadas en este estudio.
El diagrama muestra la estructura del receptor salvaje |
RARa salvaje, la version inactiva que carece
de los dominios de dimerizacion y activacion
transcripcional, y el dominante negativo que
carece solo del dominio de activacion
transcripcioqal. Como el receptor inactivo no dominante [
es capaz de dimerizar, no puede unirse al DNA. negativo
En cambio, el dominante negativo se dimeriza

y se une al DNA, pero no produce transactivacion del gen blanco, compitiendo de este modo con el receptor
salvaje endogeno. ADN: dominio de unién al ADN, LIGANDO: dominio de uni6n al ligando, DD: dominio de
dimerizacion, DAT: dominio de activacion transcripcional.

inactivo

RARa1-405

N-tubulina

Figura 3.12. El dominante negativo de RARa 1 (RARw 1-405%) induce la expresion de shh.

Analisis por hibridizacion in situ de embriones en estadio de néurula para los marcadores N-tubulina
(A-C) o shh (D-F). La inyeccion de mRNA codificante para nf3gal (A, D), el receptor inactivo
RARx2-386* (B, E), o el dominante negativo RARa1-405* (C, F) se realiz6 en estadio de dos
blastomeras en una de las células, en el caso del analisis para N-tubulina, o en ambas, en los embriones
donde se estudi6 la expresion de shh. El color azul indica actividad de Bgalactosidasa. El analisis de
N-tubulina se llevé a cabo como un control de la funcion de la construcciones inyectadas y arrojo
resultados coincidentes con los publicados previamente. Tanto la inyeccion unilateral de nfgal (A),
como la del receptor inactivo RAR386* (B) no produjeron cambios sobre la expresion de N-tubulina
del lado inyectado, mientras que la expresion del receptor dominante negativo RARa1-405* (C)
produjo inhibicion. El analisis de la expresion de shh, muestra un claro aumento de la seifial en
respuesta a la inyeccion de RARa 1-405* (F), mientras que los controles nf3gal (D) o RARx2-386*
(E) no mostraron alteraciones con respecto a embriones sin inyectar. I: lado inyectado, NI: lado no
inyectado.




3.4.3. El bloqueo de la sintesis de RARY aumenta la expresion de shh

Una nueva aproximacién experimental surgida recientemente ha sido de gran
utilidad para el estudio de la funcién génica. Esta metodologia consiste en la
utilizacién de un oligonucleétido antisentido denominado “morfolino” (Mo), que es
capaz de unirse e inactivar secuencias especificas de ARN (Summerton, 1999,
Ekker, 2000, Heasman y col., 2000).

Los “morfolinos” se componen de 4 unidades diferentes, cada una
conteniendo una de las cuatro baseé (A,C,G,T) unida a un anillo “morfolino”. Se
sintetizan de 18 a 25 unidades de longitud y se disefian complementarios a la
regioén ubicada alrededor del sitio de iniciacién de la traduccidn, incluyendo el
codén AUG. Son sumamente estables, resistentes a degradacién por nucleasas,
especificos, no son toxicos y su alta efectividad para bloquear la traduccién a partir
de los ARNm se debe exclusivamente a un mecanismo de bloqueo estérico.

En el laboratorio del Dr. Blumberg se disefiaron “morfolinos” especificos
contra RARal, RAR02.1, RAR02.2, RARYl y RARY2 y se estudié su efectividad
corroborando in vitro la inhibicién de la expresién del ARNm correspondiente.
Experimentos preliminares basados en el analisis del desarrollo A-P del embrién,
demostraron que la microinyeccién de MoRARal y de MoRARo2.2 producen en
estadio 38, fenotipos muy similares entre si. Las estructuras anteriores incluyendo
la glandula de cemento se reducen o se pierden completamente, mientras que las
estructuras de la cola no se ven particularmente afectadas. Este fenotipo
posteriorizado con ausencia de desarrollo cefalico es muy similar al producido por
el tratamiento con RA y puede ser rescatado por coinyeccién con el receptor
salvaje correspondiente. (Koide y col.,, 2001 y comunicacién personal del Dr.
Blumberg). Esta contradiccién que muestra similitud en los fenotipos producidos
por el aumento en los niveles de RA y la anulacién de la sintesis de los receptores
RARal y RAR02.2, refleja el requerimiento de una represién activa mediada por
estos dos receptores sin interaccién con el ligando para el establecimiento de las
estructuras cefalicas (Koide y col., 2001). En contraste, MORARYIl produce un
acortamiento sustancial del eje corporal del embrién, y aunque son similares a nivel
del efecto de reduccién de las estructuras cefalicas, la mayoria de los embriones
presentan glandula de cemento. No se obtuvieron fenotipos del eje A-P con

MoRAR02.1 0 MoRARY2 (comunicacién personal).
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Para confirmar nuestros resultados con shh, aplicamos esta novedosa
estrategia utilizando los “morfolinos” correspondientes a RAR02.2 y RARyl
gentilmente provistos por el Dr. Blumberg. La inyeccién unilateral de 5 ng o 10 ng
de MoControl o MoRAR2.2 no produjo cambios en la expresion de shh (Fig. 3.13
A, B) (MoControl, 100%, n= 24 para 5 ng; MoRAR02.2, 94%, n= 32 para 5 ng).
Por otro lado, los embriones inyectados con 5 ng de MoRARYl muestran un
marcado aumento en la expresién de shh (Fig. 3.13 C) (77%, n= 13), mientras que
una dosis de 10 ng no fue tolerada por los embriones.

Estos resultados muestran que la inhibicién especifica de la sintesis de
RARyl es suficiente para que se active la expresion de shh en la linea media,

mientras que no ocurre lo mismo con la isoforma RAR02.2.



Mo Control MoRAR.22 Mo RARyl1

Figura 3.13. La inyeccion de un morfolino que bloquea de la traduccion del receptor RARy]
induce la expresion de shh en estadio de néurula..

Hibridizacion in situ para shh de embriones inyectados con Mo control (Mo control)(A), el
morfolino de RARa2.2 (Mo RARa2.2)(B), o el morfolino de RARyl (Mo RARy1)(C). La
inyeccion de un morfolino control no alterd la expresion de shh respecto de embriones sin
inyectar (A). Aunque la inhibicion de la sintesis de RARa2.2 no produjo cambios sobre el patron
de shh (B), el bloqueo de RARy1 indujo fuertemente su expresion (C). I: lado inyectado, NI: lado
noinyectado.




4. DISCUSION



Para determinar los efectos de los retinoides in vivo en la placa neural
posterior, examinamos en este trabajo su rol en la diferenciaciéon neuronal,
evaluando en embriones intactos la modificacién de la expresién génica en

respuesta al tratamiento con RA.

4.1. La seial retinoide determina el niimero de neuronas primarias

que se formaran en el neuroectodermo

La placa neural estd dividida en un dominio anterior y uno posterior que
difieren en su ritmo de diferenciacién neuronal. En el dominio anterior, que incluye
el cerebro anterior y medio prospectivos, la diferenciacién neuronal no ocurre hasta
después del cierre del tubo neural, mientras que en el dominio posterior, que abarca
el cerebro posterior y la médula, las neuronas primarias son detectadas en la placa
neural poco después de la gastrulacién.

Trabajos previos han demostrado que el RA controla el momento de la
diferenciacién neuronal tanto en la placa neural anterior de embriones enteros
como en explantes neuralizados (Papalopulu y Kintner, 1996). Estos resultados nos
llevaron a preguntarnos si el tratamiento con RA podria modificar la expresién
genética en el dominio posterior de la placa neural donde normalmente ocurre la
neurogénesis primaria.

Con el objeto de estudiar el rol de los retinoides durante la neurogénesis
primaria, hemos analizado en embriones enteros, la expresion de diferentes genes
involucrados en la cascada neurogénica en respuesta al tratamiento con RA.
Determinamos que un incremento en la concentracién de RA durante la
gastrulacién produce la induccién de la expresiéon de N-tubulina tanto en los
dominios anterior como posterior de la placa neural in vivo y en contraste, el
tratamiento con el antagonista de los receptores RAR« y parcialmente de RARP,
Ro41-5253 (Ro), produce una disminucién en la expresién de N-tubulina. Estos
resultados sugieren, por un lado, que la sefial retinoide es suficiente para que un
mayor nimero de precursores neuronales expresen marcadores de diferenciacién
neuronal en la placa neural, y por otro, que esta regulacidn estaria mediada in vivo

al menos en parte por los receptores RARa y/o RARB.
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Resultados similares se reportaron para la inyeccién de formas dominantes
negativas de RARal (Blumberg y col., 1997) y RARa2 (Sharpe y Goldstone,
1997) que bloquean la via de sefalizacién del RA y producen la pérdida de
neuronas primarias y la reduccién en la expresién de N-tubulina. Otros resultados
mostraron que la coinyecciéon de ARNm sintéticos codificantes para RARa y
RXRJ salvajes resulté en un mayor nimero de neuronas primarias, amplificdndose
el efecto con el agregado de RA y sugiriendo que el aumento en la sefalizacién
retinoide promueve la induccién del nimero de células que sufren neurogénesis
primaria (Sharpe y Goldstone, 2000). En el mismo sentido, el tratamiento con
citral, un inhibidor de la sintesis de RA, suprime la formacién de neuronas
primarias que expresan N-tubulina confirmando por una via diferente la relacion de
los retinoides con la neurogénesis (Sharpe y Goldstone, 2000).

La induccién de neuronas primarias debida al aumento en la sefial
retinoide no se produce en el ectodermo no neural, mostrando que el RA necesita
de la interaccién con otros factores localizados especificamente en la placa. Dentro
de la placa neural, la expresién de N-tubulina no se induce homogéneamente en
todo el territorio, sino que aumenta a partir de los dominios normales de expresion.
La distribucién en la placa neural de co-activadores y co-represores que median la
sefial retinoide ain no se conoce pero podria explicar la respuesta diferencial dentro

del neuroectodermo.

4.2. El aumento de neuronas primarias producido por RA no es
debido a cambios en la proliferacion o la muerte celular

programada sino a su efecto sobre la diferenciacion

La diferenciacién, proliferacion y muerte celular programada de las células
neurales son rasgos fundamentales del desarrollo del SNC de vertebrados. EI RA se
conoce como un regulador de la diferenciacién en varias lineas celulares y también
actda en el control de la proliferacién celular y la apoptosis en varios sistemas
(Chiba y col., 1997, Maden y col., 1997).

En base a estos antecedentes, quisimos evaluar si el aumento en el nimero de

neuronas primarias observado después del tratamiento con RA se debia a una
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mayor diferenciacién neuronal de las células de la placa o si era la consecuencia de
un incremento del nimero de células en general. Existen dos mecanismos posibles
para producir un aumento en la cantidad de células: induccién de la proliferacién o
disminucion de la muerte celular programada.

La divisién celular en Xenopus puede ser rapida y efectivamente bloqueada
con una mezcla de hidroxiurea y afidicolina (HUA) sin afectar la diferenciacién
(Harris y Hartenstein, 1991). Trabajos previos muestran en embriones coinyectados
con ARNm de RAR y RXR, que la formacién de neuronas primarias no depende de
un incremento en la proliferacién de los precursores, ya que las células positivas
para N-tubulina se inducen cuando estos embriones se cultivan en HUA (Sharpe y
Goldstone, 1997).

Llevamos a cabo un analisis similar realizando un tratamiento con HUA para
examinar la contribucién de la proliferacién celular al fenotipo producido por el
RA. Se estudi6 la expresién de N-tubulina por hibridizacién in situ en estadio de
néurula temprana (est. 13), momento en que comienza a expresarse este marcador.
En embriones control se observé el patrén de expresién incipiente de N-tubulina
caracteristico de este estadio (Fig. 4.1 A). Cuando los embriones se cultivaron en
presencia de HUA, la expresién de N-tubulina no se vi6 afectada en comparacién
con el control debido a que el bloqueo de la divisién celular en estos estadios no
altera significativamente los procesos de diferenciacién celular (Fig. 4.1 B) (100%,
n=4). El tratamiento con RA produjo, al igual que en las néurulas méas avanzadas,
un aumento en el nimero de neuronas (Fig. 4.1 C) (100%, n=16). Cuando se
realiz6 el tratamiento con una combinacién de RA y HUA también se observé una
induccién en la expresién de N-tubulina (Fig. 4.1 D) (100%, n=8), sugiriendo que
el incremento en el nimero de neuronas primarias producido por RA no es debido a
un aumento en la proliferacion de los precursores neurales, ya que en estos
embriones se induce la N-tubulina a pesar de estar bloqueada la division celular.

Paralelamente, se evalud el posible rol inhibitorio del RA sobre la apoptosis
en la placa neural analizando el patrén de tincién por la técnica de TUNEL en
estadio de néurula (est. 14). Nuestros resultados muestran que la muerte celular
programada no sélo no fue inhibida por el tratamiento con RA, sino que se observé
aumento en el nimero de células marcadas (Fig. 4.2 B) con respecto al control

(Fig. 4.2 A) (var materiales y métodos).
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Control RA RA+HUA

Figura4.1. RA induce la expresion de N-tubulina sin involucrar un aumento en la proliferacion celular.
Embriones en estadio 9-10, se trataron con DMSO (Control), HUA, RA o una combinacion de RA+HUA y se
analizaron por hibridizacion in situ para N-tubulina en estadio 13. (A) Expresion incipiente de N-tubulina en
estadio 13 en un embrion control. (B) La expresion de N-tubulina no se alteré cuando los embriones fueron
tratados durante la gastrulacion con HUA que bloquea fuertemente de la division celular, mientras que el
tratamiento con RA (C) produce en este estadio un aumento en el patron de expresion de este marcador. Aun en
presenciade HUA, RA es capaz de producir una marcada induccion de la expresion de N-tubulina(D).

Figura 4.2. El tratamiento con RA no produce cambios
en el patron de muerte celular programada.

Técnica de TUNEL en embriones enteros. Néurulas
control (A) o tratadas con RA (B) durante la gastrulacion
muestran patrones similares de apoptosis en la placa
neural.




Este resultado muestra que la induccidén de células positivas para N-tubulina
generada por RA no es debida a una disminucién en los niveles de apoptosis.

Todos estos datos en conjunto sugieren que el efecto producido por RA sobre
la neurogénesis se deberia exclusivamente a un efecto positivo sobre la
diferenciacién celular y no involucraria cambios en los mecanismos de

proliferacién o apoptosis.

4.3. Los retinoides endogenos activan la expresion de genes que
promueven la neurogénesis primaria y reducen la expresion de los

que la inhiben

También describimos en este trabajo el efecto del tratamiento con RA
sobre la expresién de genes que producen un incremento en la diferenciacion
neuronal como X-ngnr-1, X-MyT1 y Gli3, mostrando una regulacién positiva del
RA sobre toda la cascada de la neurogénesis primaria. La delecién del
espaciamiento entre las bandas neuronales, sugiere que el RA estaria modificando
la actividad de los genes de prepattern, dirigiendo la placa neural hacia un territorio
proneural mas uniforme. De hecho, RA produce una expansién de la expresién de
Gli3 en la placa neural posterior y al mismo tiempo una marcada reduccién de
Zic2, un gen que inhibe la diferenciacién neuronal. La participacién de los
retinoides en la cascada de la neurogénesis primaria se confirmé mediante el
bloqueo de la sefial de RA con Ro, que produce los cambios opuestos en los
patrones de expresion de estos genes. Este tratamiento produjo una reduccién en la
expresién de X-ngnr-1, X-MyT1 y X-Gli3, mientras que las bandas de expresion de
Zic2 se ensancharon, mostrando que la actividad de los receptores RAR y/o
RARp es necesaria para establecer el patrén correcto de estos marcadores.

El tratamiento con RA también incrementa la densidad de células positivas
para XDelta-1. Presumimos que este efecto produce una disminucién del contraste

entre células vecinas, permitiendo que mas precursores se transformen en neuronas.
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4.4. Los retinoides enddgenos regulan negativamente la expresion
de shh

La familia de proteinas Gli actia como mediador de la sefial de shh en
vertebrados. Como la inyecciéon de DNA de shh en embriones de Xenopus reprime
la transcripcién de Gli3 en la placa neural (Lee y col., 1997, Ruiz i Altaba, 1998), y
en base a nuestros resultados que muestran la induccién de Gli3 en respuesta al
tratamiento con RA, exploramos la relacion entre RA y shh. El tratamiento con RA
durante la gastrulacidén y el posterior andlisis de la expresién de shh en estadio de
néurula por hibridizacién in situ mostré sorpresivamente una inhibicién muy
marcada de la expresion de shh tanto en la placa del piso como en la notocorda.

En ratén y en zebrafish, se ha estudiado el promotor de shh y se determiné
que HNF3P y los RARs son reguladores directos de la actividad a partir de esa
regién que contiene secuencias de pegado para HNF3[ asi como elementos de
respuesta a RAR (RAREs) (Chang y col., 1997; Epstein y col., 1999). Sin embargo,
los RAR han sido caracterizados como activadores de la transcripcién, y no como
represores, por lo que no podemos explicar la inhibicién de la expresién de shh por
un mecanismo directo.

Existen varios sistemas en los que se ha descripto un nexo molecular entre
RA y shh. En esbozo de miembro de pollo y en zebrafish se observé la induccién
de shh en respuesta al tratamiento con RA (Helms y col., 1994; Chang y col., 1997;
Niswander y col., 1994; Riddle y col., 1993), mientras que durante la morfogénesis
facial en pollo se demostré que la expresién de shh se inhibe con dosis
teratogénicas de RA (Helms y col., 1997). Por otro lado, las vias de sefializacién de
los retinoides y shh convergen en el control de lefty, un gen clave durante el
establecimiento de la asimetria D-1 en ratén.

Ademads, mutaciones en el gen shh humano, ocasionan un sindrome
conocido como holoprosencefalia, que se caracteriza por presentar defectos en las
estructuras ventrales del cerebro anterior. Los casos mas severos muestran fallas en
la separacién de los hemisferios cerebrales, ciclopia (un solo ojo en la linea media)
y prosboscis (estructura nasal primitiva), mientras que casos intermedios presentan

caracteristicas como microcefalia o un dnico incisivo maxilar central (Roessler y
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col.,, 1996). Similarmente, la administracién de RA en estadios tempranos del
desarrollo embrionario en ratén también producen malformaciones craneofaciales
homologables a la holoprosencefalia (Sulik y col., 1995), sugiriendo otro nexo
funcional entre estas dos moléculas.

El andlisis de la expresién de shh en embriones deficientes en vitamina A,
tanto en pollo como en codomiz, mostré que a pesar de la marcada reduccién de la
expresion de shh en los esbozos de los miembros con respecto a los embriones
control, sigue presente en las estructuras de la linea media, notocorda y placa del
piso ventral (Stratford y col., 1999), sugiriendo que son diferentes los controles que
operan sobre la expresion de este gen en diferentes tejidos.

Paralelamente, en nuestro laboratorio, se determiné que la sobreexpresién
unilateral de RNAm de shh en embriones de Xenopus produce una inhibicién de la
neurogénesis primaria, evidenciada por la represién de N-tubulina y Gli3 y por la
activacion de la expresiéon de Zic2 en la mitad del embridon inyectada (Franco y
col., 1999; Paganelli, 2002). Por lo tanto, el hecho de que el RA y shh producen
efectos opuestos sobre la cascada de la neurogénesis primaria es coincidente con el

hallazgo de un nexo de regulacién negativa de RA sobre la expresion de shh.

4.5. El tratamiento con RA inhibe la expresion de shh actuando en

una ventana temporal acotada al comienzo de la gastrulacion.

El efecto inhibitorio producido por el RA sobre la expresiéon de shh fue
analizado en embriones tratados con RA en distintos momentos del desarrollo
embrionario para establecer las ventanas de tiempo en las que el RA es capaz de
actuar. Tanto el tratamiento de los embriones desde estadio 8 a estadio 14 como el
tratamiento en estadio 10 durante 30 minutos producen una disminucién en la
expresion de shh. Sin embargo, el tratamiento de embriones desde estadio 12.5 a 14
no produce cambios en la expresién de shh. Estos resultados muestran en primer
lugar, que un breve pulso de RA alrededor del inicio de la gastrulacién seria
suficiente para inhibir la expresién de shh y por otro lado que durante los estadios
de géstrula tardia el RA pierde la capacidad de disparar esa represion. Por lo tanto,

existiria una ventana temporal alrededor del estadio 10 en la cual el RA es capaz de
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ejercer su efecto inhibitorio sobre la expresién de shh que coincide con el momento
en que shh comienza a expresarse, ya que tanto el ARNm de shh asi como la
proteina se detectan por hibridizacién in situ e inmunohistoquimica
respectivamente en el labio dorsal del blastoporo en estadio 10.5 (Paganelli, 2002).

Una ventana de accion similar ha sido previamente descripta para otros
efectos producidos por el RA. Por un lado, la habilidad del RA de suprimir el
desarrollo anterior del embrién declina al final de la gastrulacion (est. 12.5)
(Durston y col., 1989; Sive y col., 1990) y por otro lado, el tratamiento en estadio
de blastula tardia (est. 9) produce induccién de la expresién de N-tubulina en la
region cefélica durante la neurulacién, mientras que no se observa el fenotipo si los
embriones se tratan en estadio de géstrula tardia (est. 12.5) (Papalopulu y Kintner,
1996).

4.6. Los retinoides constituyen una sefial temprana que regula los

primeros pasos de la cascada de la neurogénesis primaria

Todas las correlaciones observadas entre el aumento o la disminucién de la
sefial retinoide y la alteracién de la expresion génica de los marcadores que
participan en la cascada de la neurogénesis primaria muestran la participacién de
los retinoides en este proceso. Varias son las evidencias que indican a que nivel de
la cascada estarian actuando los retinoides.

1) El tratamiento con RA no sélo afecta la expresién de los genes de
diferenciacién neuronal més tardios, sino que también modifica los patrones de los
genes proneurales e incluso los genes de prepattern que funcionan en los pasos maés
tempranos del desarrollo neural. Por otro lado, el bloqueo de la sefial retinoide
mediada por los receptores RARa y RARP utilizando el antagonista Ro, también
produce cambios en la expresion de estos marcadores tempranos, indicando que la
sefial retinoide es necesaria para establecer el patrén genético correcto en las
primeras etapas de la cascada neurogénica.

2) Cuando la sefial retinoide se mantiene elevada mediante el tratamiento de
embriones con RA, se reprime la expresion de shh y Zic2 y se incrementa el

nimero de neuronas final. Sin embargo, el tratamiento con RA sobre embriones
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que sobreexpresan shh o Zic2 por microinyeccién, produce el fenotipo de
reduccién neuronal, confirmando que los retinoides estarfan actuando por encima
de estas dos moléculas. Similarmente, el RA no es capaz de rescatar el efecto
inhibitorio que Notch ICD produce sobre la neurogénesis, sustentando la idea que
los retinoides estarian participando antes que se dispare el mecanismo de inhibicidn
lateral. Por lo tanto, nuestros resultados indican que RA no estaria actuando
directamente sobre las moléculas més tardias de la cascada, sino que participaria en
las etapas iniciales.

3) Otra evidencia importante surge de los resultados que muestran que un
pulso de 30 minutos alrededor del estadio 10 con RA es suficiente para inhibir la
expresion de shh, sustentando la idea de que el RA sdlo se requiere muy
tempranamente para actuar sobre la regulacién de este marcador. En el mismo
sentido, otros trabajos determinaron que el RA induce expresion anterior prematura
de N-tubulina cuando los embriones se cultivan en estadio de blastula tardia (est. 9)
o0 gastrula temprana (est. 10), pero no produce el mismo efecto si se aplica durante
estadios de gastrula tardia (est. 12.5), sugiriendo que el efecto inductor del RA
sobre la diferenciacion neuronal se observa cuando éste actia durante una ventana
temporal temprana (Papalopulu y Kintner, 1996).

Todos estos resultados en conjunto indicarian que la sefial retinoide no seria
solamente requerida para la diferenciacién neuronal terminal, sino que el RA
estarfa actuando in vivo en las etapas mas tempranas de la cascada de la

neurogénesis primaria.

4.7. Receptores de retinoides que participan en la regulacion de la

expresion de shh en el contexto de la neurogénesis primaria

4.7.1 La activacion de RARx es suficiente para inhibir la expresion de

shh y promover la neurogénesis

Por un lado, mediante una aproximacién farmacolégica determinamos los
efectos producidos por el tratamiento con un agonista RAR (TTNPB), un agonista
RXR (Lg268), un agonista inverso de los RAR (193109) y un antagonista de
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RAR« (194301) sobre la expresion de varios marcadores de la cascada neurogénica

(Tabla 15).

Tabla 15 Efecto de varios tratamientos sobre la expresién de marcadores de la

neurogénesis.

N-tubulina | X-ngnr-1 Gli3 Zic2 shh
3 RA ++ + + -- --
g’ TTNPB + + ++ = -
&
< Lg268 + + ++ + =
9 Ro - - - + ++
gﬂ 193109 - - + ++ ++
§ 194301 - - + ++ ++

Los efectos se clasificaron en: (+) induccién, (-) inhibicidén y (=) sin cambios.

Nuestros resultados indican que el efecto del RA sobre la expresion de los
marcadores de la cascada de la neurogénesis primaria estaria mediada por los RAR,
ya que cuando estos receptores fueron activados utilizando el agonista TTNPB, se
produjeron fenotipos similares sobre la expresién de los marcadores mas tardios de
la cascada como Neurogenina y N-tubulina, correspondientes a los grupos de genes
proneurales y de diferenciacién terminal respectivamente. La expresién de Zic2 no
se alterd en respuesta al tratamiento con TTNPB, probablemente debido a la leve
reduccidn de la expresién de shh observada. Sin embargo, la expresién de Gli3 se
incrementd en la placa neural posterior, modificandose de este modo el balance
entre estas dos moléculas de prepattern que determinan los territorios donde
ocurrird la neurogénesis. Por lo tanto, la activacién de los RAR con un agonista
diferente al RA es suficiente para reprimir la expresién de shh y promover la
neurogénesis.

La activacién de los receptores RXR mediante el tratamiento con Lg268
produjo resultados similares al RA tanto para N-tubulina como para X-ngnr-1. Sin
embargo, la expresiéon de los marcadores mds tempranos no siguié el mismo
patrén. Aunque la expresion de Gli3 aumentd, la expresién de Zic2 se incrementé

contrariamente a lo que produce el RA, y la de shh no se modificé, probablemente
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evidenciando efectos sobre otras vias en las que participan los RXR. Este resultado
sugiere que la inhibicién de la expresién de shh no es el Gnico mecanismo por el
que se activa la neurogénesis, ya que en este caso, Lg268, que activa los receptores
RXR, es capaz de inducir el nimero de neuronas, incrementando al mismo tiempo
la expresién de shh.

El bloqueo de los RAR en general (193109) o el de RARa (194301)
inhibieron la expresion de N-tubulina y X-ngnr-1. Estos resultados son
coincidentes con los tratamientos con Ro y sugieren que es suficiente el bloqueo de
los RAR y en particular de RARa para inhibir la formacién de las neuronas
primarias. Esta inhibicién siempre se correlaciond con una expresién aumentada de
shh y del gen de prepattern inhibitorio Zic2, a pesar de que paralelamente se
observé un leve aumento en la expresién de Gli3 en la placa neural posterior. Cabe
resaltar aqui, la importancia del balance entre estas dos moléculas, siendo la
relacion entre los niveles de expresion de estas dos moléculas y no la expresién de
cada una de ellas individualmente, lo que generaria el efecto final sobre la
neurogénesis.

Podemos concluir a partir de estos experimentos farmacolégicos que la
activacién de los receptores RAR produce: 1) inhibicién de la expresién de shh, 2)
desbalance entre los genes de prepattern Gli3, que se induce y Zic2, que no se
modifica, y finalmente 3) incremento en la expresién de X-ngnr-1 y N-tubulina,
llevando consecuentemente a un mayor nimero de neuronas primarias en la placa
neural posterior. Contrariamente, tanto la anulacién de los receptores RAR como la
de RAR« en particular producen 1) induccién de shh, 2) desbalance entre Gli3, que
se incrementa levemente y Zic2 que se induce fuertemente y 3) inhibicién en la
expresién de X-ngnr-1 y N-tubulina.

Con estos resultados confirmamos utilizando un agonista diferente al RA que
la activacién de los receptores RAR es suficiente para inducir la formacién de
neuronas primarias, y mediante el uso de antagonistas determinamos que la
activacién de los receptores RAR y particularmente RAR es necesaria in vivo
para que se establezca el patrén normal neuronal.

Ademads, se desprende de estos datos que la regulacion de la expresién de
shh, que participa en la regulacién de la cascada de la neurogénesis tempranamente,

estaria del mismo modo mediada por los RAR y en particular RAR«.
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4.7.2. La competencia funcional con RARa] desinhibe la expresion de

shh

Otra estrategia apropiada para estudiar la anulacién de la funcién de una
molécula es la dominancia negativa, que es particularmente util en el caso de
receptores con estructura modular como los RAR.

En trabajos previos se demostré que la microinyeccién unilateral de una
versién dominante negativa del receptor RARal (RARal 405%) en embriones de
Xenopus, produce la pérdida de expresién de N-tubulina (Blumberg y col., 1997).
Estos resultados son coincidentes con la inhibicién de la neurogénesis producida
por el bloqueo de RARa con el antagonista 194301.

Enfocando nuestro andlisis hacia la relacién entre la via retinoide y shh en el
contexto de la neurogénesis, decidimos evaluar utilizando esta estrategia, st la
regulacion de shh también puede ser modificada utilizando esta construccién
dominante negativa capaz de competir con el receptor salvaje endégeno.

Demostramos con este experimento que la interferencia con la funcién
normal de RARal produce una fuerte activacién de la expresion de shh que no se
observa cuando se expresa una version inactiva del receptor RARo2 (RARa2-
386*).

Podemos concluir, utilizando una metodologia independiente, que el receptor
RARa participa de la represién producida por la via retinoide sobre la expresion
de shh. Sin embargo, no puede descartarse que el receptor dominante negativo
RARal 405* ademads de estar inhibiendo la seftal mediada por RARal sea capaz

de bloquear la activacion de otros receptores.

4.7.3. RARYI participa de la inhibicién que los retinoides ejercen sobre

shh

La utilizacién de “morfolinos” es una estrategia cada vez mas utilizada para
el estudio de la anulacién de la sintesis de un RNA mensajero determinado. Los

resultados obtenidos en este trabajo muestran que la simple remocién de RARyl
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utilizando esta metodologia molecular produce un aumento en la expresion de shh,
mientras que la anulacién de RAR02.2 no produce el mismo efecto. Esto indicaria
que RARyl seria uno de los receptores que participan in vivo de la regulacion
negativa de los retinoides sobre la expresion de shh.

Los resultados previos con los experimentos de dominancia negativa
sugirieron que la represién de shh estd al menos en parte mediada por el receptor
RAR0q, y en particular RARal. Esta nueva aproximacién experimental con
morfolinos indica que RARY] también estaria implicado en la regulacién de shh.
Como el efecto de los retinoides sobre la expresién de shh se produce en una
ventana de tiempo acotada a los estadios de blastula tardia y gastrula temprana, era
de esperar que la regulacién de shh in vivo estuviese mediada por receptores de
expresién temprana. Nuestros resultados se sustentan con los patrones de expresion
de estos receptores. Mientras RARa es de expresion matema y se expresa durante
las primeras etapas del desarrollo, esta isoforma es reemplazada durante la
gastrulacién por RAR02 (Sharpe, 1992). RARyI por el contrario, es de expresién
materna y permanece expresindose durante toda la gastrulacién (Ellinger-
Zeigelbauer y Dreyer, 1991), siendo un buen candidato para participar de este
mecanismo regulatorio.

Los resultados obtenidos por la microinyeccién de estos mismos
“morfolinos” sobre el establecimiento de eje A-P muestran que mientras la
anulacién de la isoforma RARa2.2 produce pérdida de estructuras cefélicas sin
alterar las posteriores o con defectos parciales en el tronco, la eliminacién de
RARY! muestra defectos mas drasticos sobre todo el eje A-P, sugiriendo que
RARY! podria participar de procesos regulatorios més posteriores, mientras que la
isoforma RAR02.2 estaria mayormente involucrada en el desarrollo cefélico

(Comunicacién personal del Dr. Blumberg).

4.7.4. Rol de RA en la regulacién de la neurogénesis primaria

Mientras que el aumento en la sefial retinoide inhibe la expresion de shh
en la linea media del embrién e induce la neurogénesis, el tratamiento con

antagonistas para el receptor RARa (Ro y 194301), el bloqueo de la sefial de
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RARal mediante la expresién de un dominante negativo y la anulacién de RARy!
utilizando un “morfolino” antisense produjeron el aumento de la expresion de shh y
la inhibicién de la expresién de N-tubulina, sugiriendo que los receptores RARal y
RARY! son necesarios in vivo para participar del control de la expresion de shh y la
neurogénesis primaria. Proponemos que cuando la regulacidon negativa que los
retinoides ejercen sobre shh se ve impedida por disminucidn de la sefal retinoide
mediada por estos receptores, el equilibrio se desplaza hacia un aumento en la
funcién de shh que se correlaciona con una disminucién de la diferenciacién de las
neuronas primarias.

En el embrién normal, shh se expresa en la linea media dorsal, lo que
demuestra que los retinoides endégenos no bloquean completamente su expresion.
Este hecho muestra que debe ser establecido un balance preciso entre la via
retinoide y shh para generar el patrén normal de neuronas. Como el RA no es capaz
de rescatar el efecto inhibitorio de shh sobre la neurogénesis, sugerimos una
cascada de interacciones donde los retinoides endégenos estarian actuando muy
tempranamente, promoviendo la neurogénesis primaria al menos en parte mediante
la inhibicién de la expresidn de shh (Fig. 4.3).

Mientras el RA se ha caracterizado como un factor que promueve la
diferenciacién celular en numerosos sistemas y en particular la diferenciacion
neuronal, shh es una molécula con propiedades proliferativas (Johnson y col.,
1994; Wechsler-Reya y Scott, 1999; Dahmane y Ruiz i Altaba, 1999; Wallace,
1999; Franco y col.,, 1999; Paganelli y col.,, 2001; Dahmane y col., 2001).
Resultados obtenidos en nuestro laboratorio confirman esta induccién de la
proliferacién, ya que la inyeccién unilateral de embriones con ARNm de shh
produjo supresion de la neurogénesis primaria, aumento en el nimero de células en
las tres capas germinales y un agrandamiento de la placa neural del lado inyectado.
Ademas de la inhibicién de la neurogénesis primaria y la simultanea activacién de
la proliferacién celular, encontramos que la neurogénesis secundaria en estadios de
larva (est. 32) fue estimulada en el tubo neural ventral después de la inyeccion de
shh, mostrando un efecto diferencial sobre los precursores neuronales primarios y

secundarios (Franco y col., 1999; Paganelli, 2002).
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Sugerimos que el establecimiento del patrén neuronal de la placa estaria
determinado in vivo por el balance entre estas dos fuerzas opuestas. Por un lado, la
via retinoide que induciendo la diferenciacién lleva a las células hacia un destino
neuronal, y por otro lado shh que estaria apartando algunas células precursoras de
la diferenciacién prematura, manteniendo su estado proliferativo y reservandolas
para sucesivas ondas de formacién neuronal.

A pesar de los avances logrados en el entendimiento de los procesos que
llevan a la construccién de un organismo, queda ain mucho por explorar. En 1894,
Wilhelm Roux decia: “La investigacién causal de los organismos no puede
completarse nunca, ya que cada nueva causa descubierta sélo origina nuevas

preguntas sobre la causa de esta causa.”






He presentado en esta tesis un andlisis basado en los efectos del icido retinoico
(RA) sobre la construccién en tiempo y espacio de la placa neural de los
vertebrados. De este estudio se desprenden varias conclusiones que abren nuevos

interrogantes:

-Ademads del rol que los retinoides juegan en el establecimiento del patrén axial, se
mostré en este trabajo la participacion de esta via en la diferenciacién de las

neuronas primarias in vivo.

-Se estableci6 que un aumento en la senal retinoide produce la induccién de
neuronas primarias en la placa neural posterior, mientras que el bloqueo de esta

sefial inhibe el nimero de neuronas.

- Se concluy6 que esta induccién en el nimero de neuronas es debida a el efecto del
RA sobre la diferenciacién celular y no requeriria cambios en la proliferacién o la

muerte celular programada.

-Se determiné que la variacién en los niveles de retinoides también afecta la
expresién de otros miembros que participan en la cascada de la neurogénesis

primaria.

-Se describié por primera vez en este trabajo la relacién entre RA, shh y la
neurogénesis. Nuestros resultados muestran que RA inhibe la expresién de shh y

paralelamente shh reprime la neurogénesis primaria.

-Mediante experimentos de rescate fenotipico, se estableci6 que RA actda por
encima de shh, Zic2 o la inhibicién lateral ya que no es capaz de revertir los efectos
inhibitorios que producen sobre la neurogénesis, sugiriendo que RA participaria en

los pasos iniciales de la cascada neurogénica.

-Se defini6 una ventana temporal alrededor del inicio de la gastrulacién en la que el

RA ejerceria su efecto inhibitorio sobre la expresién de shh, coincidente con el
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momento en que se requiere un pulso de retinoides para producir induccién de la

expresion de N-tubulina.

-Se determiné utilizando distintas estrategias que los receptores de retinoides
RARal y RARyl son responsables, al menos en parte, de la regulacién negativa

que los retinoides ejercen in vivo sobre la expresién de shh.

-Se establecié en este trabajo una nueva funcién del RA, esencial para el desarrollo
temprano del sistema nervioso central que involucra la via mediada por shh.
Regulando la cascada de la neurogénesis primaria, ambas sefiales estarian

participando de la construccién de la placa neural.

PApLA TRANCO

B=®, ANDRES E. CARRASCO
INVESTIGADOR WNDEPENDIENTE
CONICAT
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