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RESUMEN.

Los factores de transcripcion Etv4 y Etv5 como mediadores de la respuesta

neurotrofica y el desarrollo.

El preciso desarrollo de las conexiones neuronales es esencial para el correcto funcionamiento del sistema
nervioso, y la falta de precision en este proceso estd asociada al desarrollo de diferentes patologias. La
formacion de los circuitos neuronales depende de la interaccion de factores celulares intrinsecos y
extrinsecos, que regulan la transmisiéon de la informacién en el sistema nervioso. Entre estos, los factores
neurotréficos (FN) cumplen roles esenciales en el mantenimiento y sobrevida, crecimiento dendritico y
axonal, sinaptogénesis y plasticidad sinaptica de distintas poblaciones neuronales del sistema nervioso central
y periférico. Para ello estos factores inducen la expresion de programas transcripcionales especificos
implicados en el desarrollo neuronal. Durante los ultimos afios, las evidencias indican que diversos aspectos
del desarrollo neuronal estan dirigidos por la expresién de combinaciones especificas de factores
transcripcionales. Es por ello que uno de los desafios de la neurobiologia del desarrollo es entender como
multiples sefiales son integradas por las neuronas en programas transcripcionales que generan patrones
especificos de conectividad.

El objetivo general de este proyecto es identificar nuevos elementos de los programas transcripcionales y vias
de senalizacidon disparadas por los factores neurotréficos, para controlar la conectividad de distintas
poblaciones neuronales del sistema nervioso central y periférico.

Con el objeto de identificar genes involucrados en la diferenciacién neuronal hemos realizado ensayos de
expresion génica diferencial en un modelo celular andlogo a neuroblastos en proliferacion, que en presencia
del factor de crecimiento nervioso (NGF, nerve growth factor) detienen su divisidon celular y adquieren un
fenotipo neuronal. Este ensayo permitid identificar dos genes que codifican para dos factores de

transcripcién denominados: Etv4 (también conocido como E1AF o Pea3) y Etv5 (también conocido como Erm)
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gue son inducidos por NGF.

En la primera seccidn de este trabajo demostramos que estos dos miembros de la familia Pea3 son
expresados en neuronas sensoriales que responden a NGF durante el periodo de inervacién cutanea y son
inducidos local y distalmente por esta neurotrofina. Ensayos de pérdida y ganancia de funcién para Etv4 o
Etv5, indicaron que estos factores son esenciales en el crecimiento neuritico de las neuronas sensoriales
inducidas por NGF sugiriendo que estos factores cumplen un rol fisioldgico durante el periodo de inervacion
periférica inducida por esta neurotrofina.

En este trabajo también mostramos que Etv4 y Etv5 son expresados en neuronas hipocampales de las areas
CAl, CA3 y el giro dentado. Describimos que estos factores son inducidos en neuronas hipocampales
cultivadas en respuesta al factor neurotrdéfico derivado del cerebro (BDNF, brain derived neurotrofic factor) y
utilizando ensayos de inmunoprecipitacién in vivo, mostramos que Etv4 y Etv5 interactian en el hipocampo.
Andlisis in vitro de pérdida y ganancia de funcion indicaron que estos factores median los efectos de
crecimiento y ramificacion del arbol dendritico disparados por la neurotrofina BDNF en neuronas
hipocampales. El estudio de animales deficientes para Etv4 y Etv5 evidencié un importante rol de estos
factores transcripcionales en el desarrollo de la conectividad neuronal hipocampal.

En resimen, nuestros resultados demuestran que Etv4 y Etv5 son moleculas esenciales del programa
transcripcional disparado por neurotrofinas que llevan al correcto establecimiento de las conexiones

neuronales.



SUMMARY.

Etv4 and Etv5 transcription factors as mediators of neurotrophic factor signaling and

development.

Construction of the neural networks depends largely on the precision with which neuronal circuits are
established during development. The accuracy of this process is fundamental for normal nervous system
function and its aberrant connectivity leads to nervous system disorders. The accuracy of this process
depends on the combined actions of extrinsic and intrinsic factors. Between them, neurotrophic factors play
key roles in the maintenance and survival of different neuronal populations, dendritic and axonal sprouting,
synaptogenesis and synaptic plasticity in the peripheral and central nervous system. To this end, the soluble
factors induce the expression of specific transcriptional programs involved in neuronal development. In recent
years, the evidence indicates that several aspects of neural development are driven by the expression of
specific combinations of transcription factors. Identifying the transcriptional programs and signalling
pathways triggered by extracellular cues that control neuronal circuit formation will be of great importance in
order to be able to decipher and understand the functioning of mature nervous system. Our general aim focus
on the identification of transcriptional programs and signaling pathways triggered by extracellular cues, such
as neurotrophic factors, to control the connectivity between specific populations of central and peripheral
neurons.

In order to identify genes involved in neuronal differentiation and proliferation of neuronal precursors we
performed differential gene expression assays in a cellular model analogous to proliferating neuroblasts which
in the presence of nerve growth factor (NGF) stops cell division and acquire a neuronal phenotype. This assay
allowed us to identify, among others, genes encoding two transcription factors named Etv4 (also known as

E1AF, E1A enhancer binding protein) and Etv5 (also known as Erm, ETS related molecule). In this thesis we



studied the role of Etv4 and Etv5 in the development of different neuronal type, in central or peripheral
nervous system.

In the first part of this work we demonstrate that this two members of the Pea3 family are expressed in
sensory neurons positive for the NGF receptor, TrkA, during the period of cutaneous innervation and are
induced by this neurotrophin. Lost and gain of function assays for Etv4 and Etv5 indicated that these factors
are essential for the neurite growth of sensory neurons induced by NGF, suggesting that these factors play a
physiological role during the period of peripheral innervation induced by this neurotrophin.

In this work we also present data that demonstrate that Etv4 and Etv5 are expressed by CAl, CA3
hippocampal neurons and cells from the dentate gyrus. We describe that these transcriptional factors are
induced in hippocampal neuron cultures in response to brain derived neurotrophc factor (BDNF) and
immunoprecipitation assays from hippocampus showed that Etv4 and Etv5 interacts in vivo. Moreover, in
vitro, lost and gain of function assays indicated that these factors mediate dendrite branching and outgrowth
triggered by the BDNF in hippocampal neurons. Animals deficient in Etv4 evidenced a crucial role of it in the
development of hippocampal connectivity.

In summary, our results demonstrate that Etv4 and Etv5 are essential molecules of the transcriptional

program triggered by neurotrophins that leads to the correct establishment of the neuronal connections.
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Lista de Abreviaturas.

ADN

AMPA

ARNmM

ARN

BDNF

Bax

CREB

DAPI

DIV

DRG

Erk

ERM

Er81

Ets

Etv

FGF

FN

GDNF

GFRa

GFL

(Acido desoxirribonucleico)

(a-amino-3-hidroxi-5-metil-4- acido isoxazolepropionico)

(Acido ribonucleico mensajero)

(Acido ribonucleico-small hairpirin)

(Brain Derived Growth Factor; Factor de Crecimiento Derivado del Cerebro)
(Bcl-2 associated protein)

(cAMP response element-binding protein)

(4',6-diamidino-2-phenylindole)

(dias in vitro)

(Dorsal Root Ganglia; Ganglios de la Raiz Dorsal)

(dia embrionario)

(Extracellular Signal Regulated Kinase; Kinasa Reguladora de la Seial Extracelular)

(Ets related molecule)
(Ets-related 81)

(E26 E-twenty-six, transformation-specific)

(Ets variant)

(Fibroblast Growth Factor; Factor de Crecimiento Fibroblastico)

(Factor Neurotréfico)

(glial derived neurotrophic factor; factor neurotréfico derivado de la glia)
(GDNF family receptor-a, familia de receptores de GDNF a)

(GDNF family ligands, familia de ligandos de GDNF)



GFP

HA

IP3

MAPK

MEK

MMP

NCAM

NGF

NMDA

NT

PBS

Pea3

PFA

PI3K

PKC

PKA

PLCy

Ret

RTK

SNC

SNP

Tbp

TG

(green fluorescent protein, proteina fluorescente verde)
(Hemoaglutinina)

(Inositol (1,4,5)-triphosphate; Inositol (1,4,5)- trifosfato)
(Mitogen activated protein kinase; proteina kinasa activada por mitédgenos)
(MAPK/Erk-kinase; Kinasa MAPK/Erk)

(matrix metalloproteinases; metaloproteasas de matriz extracelular)
(Neural Cell Adhesion Molecule, molécula de adhesion neuronal)
(Nerve Growth Factor; Factor de Crecimiento Nervioso)
(N-metil-D-aspartato)

(Neurotrophin; Neurotrofina)

(Phosphate buffered saline, buffer fosfato)

(polyoma enhancer activator 3)

(para-formaldehido)

(Phosphoinositide 3-kinase; Fosfoinositol 3-Kinasa)

(Protein kinase C; Proteina Kinasa C)

(Protein kinase A; Proteina Kinasa A)

(Phospholipases C-gamma; Fosfolipasa C-gamma)

(rearranged during transfection)

(Receptor Tyrosine Kinase; Receptor Tirosin Kinasa)

(Sistema Nervioso Central)

(Sistema Nervioso Periférico)

(TATA binding protein, caja TATA de uniéon al ADN)

(Trigeminal Ganglia; Ganglio del Trigémino)
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Trk

(tropomyosin receptor kinase, Isus siglas en inlgés)
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Objetivo.

El objetivo general de nuestro laboratorio es contribuir al entendimiento de los mecanismos a través de los
cuales los distintos FN regulan el desarrollo del sistema nervioso como una via para dilucidar la patogénesis de

enfermedades neurodegenerativas y asi contribuir al desarrollo y mejoramiento de terapias regenerativas.

Los objetivos especificos de esta tesis son:

(1) Estudiar el rol de Etv4 y Etv5 en los procesos de diferenciacién neuronal inducidos por distintos factores
neurotroéficos en el sistema nervioso periférico y central.

(2) Identificar los mecanismos moleculares a través de los cuales Etv4 y Etv5 regulan la diferenciacién
neuronal.

Para ello utilizamos técnicas de bioquimica, biologia celular y molecular, y ratones mutantes deficientes para

Etv4.

Hipotesis.

La hipdtesis que nos propusimos contrastar en este trabajo fue que los factores de transcripcién de la familia

Pea3, Etv4 y Etv5, median los efectos de los factores neurotréficos en poblaciones especificas de neuronas

periféricas y centrales para regular los procesos celulares que subyacen al establecimiento del patrén de

conectividad neuronal.
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Introducciéon General.

El sistema nervioso esta compuesto por circuitos neuronales interconectados, los cuales orquestan nuestra
percepcién y comportamiento. Cada circuito neuronal esta especializado en diferentes funciones, desde la
percepcion sensorial, reflejos simples y el control del movimiento en procesos cognitivos como la emocion, el
aprendizaje y la memoria. Cada funcidn esta determinada por la arquitectura del circuito, basada en las
conexiones sindpticas entre neuronas. El disefio de los circuitos neuronales se establece durante el desarrollo
embrionario y durante la vida postnatal temprana, donde se generan distintos tipos neuronales que se
ensamblan especificamente (Albright AL. et al., 2000; Dasen JS. y Jessell TM., 2009; Jessell TM. y Sanes JR.,
2000; Ladle DR. et al., 2007). La generacion de neuronas es un paso critico en el ensamblado de los circuitos
e incluye procesos como el de induccién neural y neurogénesis. En la siguiente etapa, la neuroblastos
comienzan la especificacidn neuronal y dan origen a diferentes tipos neuronales. El proceso de especificacidn
neuronal es regulado, tanto espacial como temporalmente, por sefales extrinsecas e intrinsecas, las cuales
inicialmente definen el destino celular del progenitor y la siguiente identidad postmitdtica. Las neuronas
postmitdticas migran hacia ubicaciones especificas en el sistema nervioso e inician su crecimiento neuritico. El
ensamblaje de los circuitos neuronales representa un proceso secuencial, durante el cual las subpoblaciones
neuronales proyectan sus axones hacia sus neuronas postsindpticas o tejidos blanco, ramifican su terminal y
establecen conexiones sinapticas. En paralelo, las neuronas van desarrollando su arbol dendritico y reciben
conexiones sinapticas. La complejidad de la morfologia dendritica y la distribucidn de sus contactos sinapticos
juega un rol fundamental en la adquisicion de las propieddes funcionales de las neuronas y finalmente en los
circuitos neuronales (Spruston N., 2008; Gulledge AT. et al., 2005; Hausser M. et al., 2000). Existen diversas
enfermedades neuroldgicas del desarrollo cuyo origen se encuentra intimamente asociado a anormalidades
estructurales del arbol dendritico (Kaufmann WE. y Moser HW., 2000; Penzes P. et al., 2011). El correcto

establecimiento de estos circuitos depende de programas genéticos intrinsecos y sefiales extracelulares, entre
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los cuales se encuentran los factores neurotréficos (FN) (Park H. y Poo MM., 2013; Russ JB. y Kaltschmidt JA.,

2014).

Factores Neurotroéficos.

Los FN cumplen roles esenciales en el mantenimiento y sobrevida de distintas poblaciones neuronales, en la
direccion del crecimiento axonal, en el proceso sinaptogénico y en la plasticidad sindptica de poblaciones
neuronales especificas del sistema nervioso central (SNC) y periférico (SNP). Varias familias de FN han sido
identificadas en el sistema nervioso de mamiferos, incluyendo las neurotrofinas: Factor de Crecimiento
Nervioso (NGF, Nerve Growth Factor, sus siglas en inglés); el Factor Neurotréfico Derivado del Cerebro (BDNF,
Brain Derived Neurotrophic Factor, sus siglas en inglés), la Neurotrofina 3 (NT-3, Neurotrophin-3, sus siglas en
inglés) y la Neurotrofina 4 (NT-4, Neurotrophin-4 sus siglas en inglés) (Reichardt LF., 2006) y los miembros de
familia del Factor Neurotrofico Derivado de Células Gliales (GFLs, GDNF Family Ligands; y GDNF, Glial Derived
Neurotrophic Factor sus siglas en inglés) que incluye: GDNF, Neurturina (NRTN, Neuturin), Artemina (ARTN,
Artemin) y Persefina (PSPN, Persephin) (Paratcha G. y Ledda F., 2008). Las sefiales intracelulares disparadas
por los FN son mediadas a través de distintos receptores tirosina kinasa (RTKs). Tres RTKs diferentes han sido
identificados para los distintos miembros de la familia de neurotrofinas, Trk (Tropomyosin-related kinase) A,
TrkB y TrkC y un unico RTK que es utilizado por los diferentes miembros de la familia de GDNF, Ret
(abreviacién de “rearranged during transfection”). Los receptores Trk presentan alta afinidad y especificidad
por distintas neurotrofinas: NGF se une al receptor TrkA, el factor neurotrofico BDNF y NT-4 se unen al
receptor TrkB, y por ultimo NT-3 se une al receptor TrkC (Segal RA, 2003; Huang EJ. y Reichardt LF., 2003)
(Figura 1). En la sefializacion mediada por los receptores Trk interviene un cuarto receptor, p75NTR (p75
neurotrophin receptor; también de lo denomina LNGFR, Low-Affinity Nerve Growth Factor Receptor) (Figura
1). El receptor p75NTR influye en la conformaciéon de los receptores Trk, favoreciendo la afinidad por su
ligando. En ausencia de los receptores Trk, p75NTR activa vias de senalizacion intracelulares antagdnicas a las

gue activa cuando se une a los Trk. (Huang EJ. y Reichardt LF., 2003; Roux PP. y Barker PA., 2002).
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La union del FN a su receptor Trk, promueve la dimerizacion y autofosforilacién de los mismos. Esto lleva a la
activacion de distintas vias de sefializacion intracelulares (Greene LA. and Kaplan DR., 1995; Chao MV., 2003),
entre las cuales se encuentran: la via de sefializacion de MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase, sus siglas en
inglés) (Markus A. et al., 2002a; Zhong J. et al., 2007); y la via de PI3K-Akt (phosphoinositide 3'-kinase, sus siglas
en inglés) (Huang EJ. y Reichardt LF., 2001; Huang EJ. y Reichardt LF., 2003, Atwal JK. et al., 2000; Vogel W. et
al., 2000) involucradas en la sobrevida neuronal y la extensidon de los procesos neuronales. Estas sefales
resultan en la expresion de programas transcripcionales especificos implicados en el desarrollo neuronal

(Reichardt LF., 2006).

Figura 1. Interaccidn neurotrofina-receptor. El esquema muestra la interaccion de cada neurotrofina con su receptor Trk. El factor
tréfico NGF se une especificamente a TrkA; BDNF y NT4 a TrkB, y NT3 activa TrkC. A su ves cada neurotrofina puede unirse al receptor
p75NTR. Se muestra ademas un esquema simplificado de los diferentes dominios proteicos/estructurales dentro del cada receptor Trk,

graficando su similitud entre ellos y su diferencia con el receptor p75NTR (adaptado de Reichardt LF., 2006).
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En cuanto a los factores tréficos de la familia de GDNF, éstos se unen con alta afinidad a un receptor
anclado a membrana por un grupo glicosil-fosfatidil-inositol, denominado GFRo. (GDNF family receptor alpha,
sus siglas en inglés) (Jing S. et al, 1996). Este complejo puede interactuar con el receptor Ret o con la molécula
de adhesién neuronal NCAM (Neural Cell Adhesion Molecule, sus siglas en inglés), que son moléculas
transmembrana y hacen posible la transduccion de la sefal hacia el espacio intracelular. Existen 4 tipos de
receptores GFRa. con distintas afinidades para los distintos miembros que conforman la GFLs. Asi GFRal
presenta mayor afinidad por GDNF, GFRa2 por NRTN, GFRa3 por ARTN y GFRa4 por PSPN (Sariola H. y

SaarmaM, 2003) (Figura 2).

A B

GDNF NRTN Ret ARTN PSPN GDNF dimer Ret
L ! o ................ O O oo
X1 4 |/

‘.....
- - : — mp.
GFRa1 GFRa2 % GFRa3 GFRu4 GFRa1 Eﬂi
|

Sefializacion
Intracelular.

Figura 2. Ligandos de la GFL y la interaccion con el receptore Ret. A. Solo de muestra la interaccion de los ligandos de la familia de
GDNF con el receptor Ret es mediante diferentes receptores GFRa. Posteriormente se describio un nuevo receptor para los ligando de
la GFL, el receptor NCAM (Paratcha G. et al.,2003). B. Cada ligando GDNF une a una molécula de GFRal, formando un dimero

receptor-ligando que luego de une al receptor Ret, permitiendo la sefializacidn intracelular (adaptado de Sariola H. y Saarma M., 2003)

Identificacion de genes involucrados en la diferenciacion neuronal inducida por factores neurotroéficos.

Con el objeto de identificar genes involucrados en la diferenciacién neuronal inducida por factores
neurotroéficos se llevaron a cabo ensayos de expresidon génica diferencial en la linea celular neuronal PC12.
Esta linea es derivada de feocromocitoma de la médula adrenal de rata, estructura que tiene origen a partir
de las células de la cresta neural. Estas células proliferan en presencia de suero o en presencia de factor de

crecimiento epidérmico (EGF, epidermal growth factor), pero en presencia del factor tréfico NGF detienen su
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proliferacién y adquieran propiedades fundamentales de tipo neuronal (Greene LA., 1978), como la liberacidn
de neurotransmisores por vesiculas (Greene LA. y Tischler AS., 1976) y la expresién de canales ionicos (Toledo-
Aral et al. 1995). También puede observarse luego de dias de tratamiento con NGF, la acumulacién de las
vesiculas en los extremos de los procesos neuriticos que estas células forman (Westerink RH. y Ewing AG.,
2008). En presencia de NGF, las células PC12 adquieren, a través de un mecanismo dependiente de
transcripcién un fenotipo neuronal caracterizado por la formacidn de neuritas y el aumento en la expresion de
marcadores neuronales propios del estado postmitético (Gunning PE. et al., 1981).

Con el objeto de identificar genes responsables de diferenciacidon neuronal inducida por el factor tréfico NGF,
llevamos a cabo ensayos de chip de ADN (DNA microarrays, en inglés) y se compard el patron de genes
inducidos en estas células en dos condiciones: control (sin NGF) y en presencia del factor tréfico (con NGF).
Entre los distintos factores inducidos se identificaron 2 factores transcripcionales de la gran familia de factores

de transcripcion ETS, Etv4 y Etv5.

Factores de transcripcion Pea3.

Los factores de transcripcion Pea3, forman parte de una extensa familia llamada Ets (E26 transformation-
specific o E-twenty-six, Leprince D. et al., 1983; Nunn MF. et al., 1983). Esta debe su nombre a la secuencia
proteica responsable de la unidn al ADN comun en todos sus miembros: el dominio ETS (Figura 3) (Karim FD.
et al., 1990). Este dominio es una variante del motivo hélice-giro-hélice (Liang H. et al., 1994). El primer
miembro de ésta familia, Ets-1, se identific6 como un oncogen del virus de la Eritroblastosis aviar (Leprince D.
et al., 1983; Nunn MF. et al., 1983). Aproximadamente 30 miembros de la familia fueron identificados hasta el
momento (Sharrocks AD., 2001) y reagrupados en 11 subfamilias, basados en las similitudes de secuencia en

el dominio ETS como también la de otros dominios conservados (Gutierrez-Hartman A. et al, 2007, Figura 3).
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Figura 3. Familia Ets de factores transcripcionales. En el esquema se muestran los principales dominios caracteristicos de cada
subfamilia. Dominios: DA, dominio de activacién transcripcional; ETS, dominio de unién al ADN; P, dominio hélice-giro-helice; DR,

dominio de represidn transcripcional (adaptado de Gutierrez-Hartman A. et al, 2007)

En particular la subfamilia Pea3 incluye 3 miembros: Er81 (Ets-related o Etvl; Brown TA. et al., 1992.), Pea3
(polyomavirus enhancer activator 3 o Etv4; Xin JH. et al., 1992) y ERM (Ets related molecule o Etv5; Monte D.
et al., 1994), que en esta tesis seran referidos como Etvl, Etv4 y Etv5. El andlisis del ARNm de Etvl, Etv4 y
Etv5, muestra que son genes que se expresan en diversos organos durante el desarrollo embrionario y el
adulto (Hollenhorst PC. et al., 2004; Chotteau-Lelievre A. et al., 1997; Chotteau-Lelievre A. et al., 2001). Si bien
inicialmente fueron descriptos como activadores de la transcripcidn, posteriormente se observé que también
podian actuar como represores (Mavrothalassitis G. y Ghysdael J., 2000). Estas proteinas presentan gran
similitud a nivel estructural y de sus dominios (Figura 4) y estdn altamente conservados a nivel evolutivo

(Brown LA. et al., 1998; Munchberg SR. et al., 1999).
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Figura 4. Subfamilia de factores de transcripcion Pea3. En el esquema se muestran los principales dominios caracteristicos de cada

miembro. En azul se muestra el dominio de activacion y en color violeta el dominio de unién al ADN, ETS (adaptado de Oh S. et al, 2012).

Los factores de transcripcion Ets pueden unirse al ADN por si solos, sin embargo existen evidencias que
indican que la interaccidn con otros factores proteicos modifican su afinidad por el ADN y como consecuencia
el patréon de genes regulados por los mismos en distintos contextos celulares (Sharrocks AD, 2001). La
secuencia consenso a la que los factores de transcripcion de la subfamilia Pea3 se unen es la secuencia 5’'-
ACCGGAAGT-3’, sin embargo las bases que son indispensables en tal interaccion son 5-GGAA-3' (Wei GH. et
al., 2010). El dominio ETS es critico para su unién al ADN, pero lo es también para la interaccién con otras
factores proteicos (Li R. et al., 2000). Las proteinas Ets son blanco de importantes vias de sefializacidn.
Diversas publicaciones postulan a los factores de transcripcién Ets como efectores de la via de sefializacién de
MAPK (Yordy JS. et al., 2000; Oikawa T. et al., 2003; de Launoit Y. et al., 2006; Hollenhorst PC. et al., 2011). Los
factores de transcipcion Pea3 son expresados durante el desarrollo normal y en procesos oncogénicos que

involucran remodelacién de la matriz extracelular (Lu BC. et al, 2009; Zhang Z. et al., 2009, Oh S. et al., 2012).

Los factores de transcripcion Pea3 como oncoproteinas.

Los factores transcripcionales de la subfamilia Pea3, al igual que otros miembros de la familia Ets, han sido
vinculados con procesos oncogénicos. Los tres factores transcripcionales Pea3 presentan altos niveles de
expresion en distintos tipos de neoplasias (de Launoit Y. et al., 2000; de Launoit Y. et al., 2006). Un ejemplo
son los tumores mamarios, donde los factores de transcripcion Pea3 son efectores de la via de sefializacién
HER/neu (Human Epidermal Growth Factor Receptor, sus siglas en inglés) (Shepherd TG. et al.,, 2001;
Subbaramaiah K. et al, 2002). En particular, respecto del factor transcripcional Etv4 existe un extenso niumero

de publicaciones que muestran la relacion de los niveles de expresion de esta proteina con el mal prondstico
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oncolégico en pacientes con cancer de mama. Etv4 también presenta niveles altos de expresién en otros tipos
tumorales como lo son los tumores de ovario (Davidson B. et al., 2004), los colorectales y gastrico (Horiuchi S.
et al., 2003; Boedefeld WM. et al.,, 2005; Moss AC. et al., 2006). Se han descripto translocaciones
cromosomicas de los factores transcripcionales Pea3 asociadas al desarrollo de tumores de préstata (Tomlins
SA. et al., 2006; Helgeson BE. et al., 2008) y al sarcoma de Ewin (Peter M. et al., 1997; Jeon IS. et al., 1995;
Urano F. et al., 1996). En la bibliografia se encuentran descriptos diversos genes blanco de estos factores
transcripcionales, que estan relacionados con procesos neoplasicos. En particular los factores de transcripcion
Pea3 regulan una variedad de genes que participan en los procesos de remodelacidon de la matriz extracelular
que ocurre durante el proceso de invasidn/progresion tumoral que llevan al desarrollo de metastasis. Entre
estos se encuentra los de que codifican para metaloproteasas de matriz (MMP, matrix methaloprotease, sus
siglas en inglés) entre las cuales se encuentran: MMP1 (colagenasa intersticial), MMP3 (stromelisina 1), MMP7
(matrilisina) y MMP9 (gelatinasa B) (Bosc DG. et al.,, 2001; Qin L. et al.,, 2008; Higashino F. et al., 1995;

Crawford HC. et al., 2001) (Figura 5).

CEPB 4\ T AP @ AP TATA I'h Figura 5. Sitios de wuniéon de diferentes factores de

transcripcion en secuencias promotoras de metaloproteasas
TATA I

MMP1

MMP3

de matriz. C/EBP-B (CCAAT enhancer-binding protein); TIE

TATA r (transforming growth factor-B inhibitory element); AP-1

MMP7?7
(activator protein-1); PEA-3 (polyoma enhancer A binding
MNF-xB  GC @ AP-1 APl TATA I-> . o .
MMPS R protein-3, en color azul); OSE-2 (osteoblastic cis-acting
s 6ies MEERRD b+ sy I'> element); TATA, (TATA box); AP-2 (activator protein-2); NF-«kB

MMP13
(NF-kB binding site); CCAAT (CCAAT box); SPRE (stromelysin-1

platelet-derived growth factor responsive element) (adaptado de Spinale FG., 2007).

Rol fisiolégico de los factores de transcripcion Pea3.

En el desarrollo normal, el andlisis de la expresidn de los distintos miembros de la subfamilia Pea3 reveld que
estos genes se expresan tanto durante el desarrollo embrionario como en el adulto (Hollenhorst DA. et al.,
2004; Chotteau-Lelievre A. et al., 1997 y Chotteau-Lelievre A. et al.,, 2001). A pesar de que existe cierta
superposicion en la expresidon de estos factores transcripcionales, siendo Etv5 el de expresion mas ubicua, los
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patrones de expresion de Etvl, Etv4 y Etv5 son diferentes incluso a nivel celular dentro de un mismo érgano.
Esto indica que los tres factores transcripcionales presentan una regulacion especifica dando lugar a funciones
fisiolégicas diferentes.

En los ultimos afios se ha descripto un importante rol de estos factores de transcripcion durante el desarrollo
embrionario de los rifiones (Kuure S. et al., 2010). En este sistema se ha observado que mientras Etv4 y Etv5
son expresados en el extremo mas distal de los ductos epiteliales durante la diferenciacion del mesonefro
embrionario, Etvl se expresa en las células mesenquimaticas adyacentes. Sin embargo, posterior a la
diferenciacidon del glomérulo renal, la expresion de los factores de transcripcién Etv4 y Etv5 se reduce
drasticamente (Chotteau-Lelievre A. et al., 2003). La expresion de Etv4 y Etv5 en el mismo tipo celular,
sugiere que estarian desempefiando funciones similares o complementarias en el desarrollo embrionario del
6rgano. Ratones deficientes para Etv4 o Etv5 evidencian que la funcién de cada uno de estos factores puede
ser compensada, al menos de manera parcial por el otro, debido a que solo los animales déficientes para
ambos no son capaces de desarrollar rifiones (Mao J. et al., 2009).

Otro érgano donde se expresan los tres miembros de la subfamilia Pea3, es la glandula mamaria (Chotteau-
Lelievre A. et al., 1997). Etvl, Etv4 y Etv5 se expresan durante el desarrollo y sus niveles disminuyen en el
epitelio mamario adulto (Trimble MS. et al., 1993; Laing H. et al., 2000; Shephert TG. et al., 2001). Los tres
factores transcripcionales se expresan en todas las células progenitoras del TEBs (terminal end buds, sus siglas
en inglés) y en las células mioepiteliales de los conductos proximales. Sin embargo solo Etvl se expresa en el
epitelio luminal de la glandula (Kurpios NA. Et al., 2009).

Un tercer ejemplo en el desarrollo embrionario donde participan los factores transcripcionales Pea3, es la
formacidon de las extremidades. En particular, se sabe que desempefian un rol clave en el desarrollo
embrionario temprano en cuanto a la detemrinacién de los ejes proximal-distal y anterior-posterior de las
extremidades, en consecuencia animales deficientes en Etv4 y Etv5 sufren de polidactilia (Mao J. et al., 2009;
Zhang Z. et al., 2009). Etv4, como también Etv5 fueron descriptos como genes blanco de la via de sefializacion
inducida por el factor trofico FGF, en diversos eventos del desarrollo embrionario.

Los ratones deficientes para el factor transcripcional Etv4 no presentan un fenotipo letal, pero presentan
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alteraciones en cuanto a su reproduccién. Estos animales no presentan defectos en los érganos reproductores
ni produccidn de esperma anémala, dado que puede realizarse fecundacidn in vitro con sus espermatozoides.
Muestran conductas sexuales/reproductivas normales, por lo que se cree que podria existir una ereccion o
eyaculacion defectuosa (Laing MA. et al., 2000). A diferencia de los ratones Etv4 7/, los ratones deficientes
para Etv5 si muestran defectos en sus dérganos reproductivos. Los machos Etv57/, son estériles y tienen
testiculos de menor tamafio que los ratones salvajes. Esto se debe al rol que desempefia Etv5 en la renovacién
de las espermatogonias (Chen C. et al., 2005; Schlesser HN. et al., 2008). Las hembras mutantes no son
fértiles: presentan falta de interés en la conducta reproductiva y problemas en su ovulacién debido a una

estructura ovdrica defectuosa (Eo J. et al., 2011).

Factores de transcripcion Pea3 en el sistema nervioso.

Poco se conoce sobre el rol de los factores Pea3 en el desarrollo del sistema nervioso. Sin embargo los
trabajos publicados hasta el momento describen principalmente el rol del factor transcripcional Etvl, tanto en
el desarrollo de estructuras del sistema nervioso central como el periférico.

Recientemente se ha descripto que Etvl desempefia un rol en la modulacidn de la actividad neuronal
dependiente de la expresion génica en la maduracion de las células granulares del cerebelo. Etvl auto regula
sus niveles de expresion durante la maduracion (Sato M. et al., 2005) asi como también la expresién de un
gran numero de proteinas involucradas en la transmisién sindptica, que resultan escenciales en el
establecimiento de los circuitos neuronales del cerebelo (Brickley SG. et al., 2001). Tambien se ha descripto la
expresion de Etvl en el bulbo olfatorio, donde es requerido para la expresion del marcador neuronal
dopaminérgico TH (la enzima Tyrosina Hidroxilasa) (Cave J. et al., 2010).

Diversos trabajos evidencian un rol crucial de los factores Pea3 en el desarrollo de la corteza cerebral. Los tres
miembros de la familia Pea3 han sido descriptos como mediadores importantes en la migracién de
progenitores corticales durante el proceso de laminacidon cortical mediando los efectos de los miembros de la
familia de factores de crecimiento fibroblastico (FGF, fibroblast growth factor, sus siglas en inglés) (Hasegawa

H. et al., 2004). También se ha descripto la expresién de Etvl en una subpobalcién de células Cajal-Retzius
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(Zimmer C. et al. 2010) cuya funcién durante el desarrollo embrionario cortical consiste en guiar a las
neuronas postmitoticas durante la migracion radial (Rice DS. et al., 2001; Ogawa M. et al., 1995; Supér H. et
al., 2000).

Finalmente, el trabajo de Yoneshima H. et al. (2008) sugiere la participation de Etvl en Ia
diferenciacion/maduracion de las neuronas piramidales de la capa V de la corteza cerebral, proponiéndolo
como un marcador molecular caracteristico que podria estar conservado en la evolucién.

La expresion de Etvl y Etv4 también ha sido descripta en neuronas sensoriales del Ganglio de la Raiz Drosal
(DRG, Dorsal Root Ganglia sus siglas en inglés) y en ciertas poblaciones de motoneurdonas de la médula
espinal. Tanto Etvl como Etv4 son expresadas por motoneuronas de la columna lateral (LMC, Lateral Motor
Column, sus siglas en inglés), que inervan los musculos de los miembros). Sin embargo, no son coexpresadas
por las mismas subpoblaciones neuronales. Aquellas motoneuronas positivas para Etvl inervan musculos
diferentes a lo que lo hacen las positivas para Etv4 (Lin JH. et al., 1998). Ademas, Etv4, participa en el
posicionamiento dorso-ventral de ciertas supbpoblaciones de motoneuronas LMC dentro del asta ventral
durante el desarrollo embrionario (Arber S. et al., 2000; Livet J. et al., 2002). Ratones deficientes para Etv4
presentan problemas en la ramificacién de subploblaciones de motoneuronas en la inervacién de sus
musculos blanco y en el posicionamiento de las motoneuronas. El factor neurotéfico, GDNF, fue identificado
como el factor periférico necesario para inducir la expresion de Etv4 en motoneuronas y ratones deficientes
para GDNF presentan problemas de inervacién muscular similar a los observados en los animales mutantes
para Etv4. A diferencia de Etvl y Etv4, el tercer miembro de la subfamilia Pea3, Etv5 no fue descripto en
motoneuronas (Lin JH. et al., 1998; Hagedorn L. et al., 2000; Paratore C. et al., 2002).

La expresién de Etvl y Etv4 también ha sido descripta en las neuronas sensoriales del ganglio de la raiz dorsal
(DRG). En esta estructura, Etvl es expresado por una subpoblacién de neuronas del DRG; las neuronas
propioceptivas positivas para el receptor de la neurotrofina NT3, TrkC, y participa en la formacién de la
conexion sensorial propioceptiva-motora (Arber S. et al., 2000; de Nooij JC. et al., 2013). En esas células, la
expresion de Etvl es inducida por NT3 y animales deficientes para esta neurotrofina muestran defectos

similares a los animlaes mutantes para Etvl en el establecimiento de la conexion sensorial propioceptiva-
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motora (Patel TD. et al., 2003).

En esta tesis trataremos de elucidar el rol de los factores de la familia Pea3 menos estudiados, Etv4 y Etv5, en
el desarrollo de distintas estructuras centrales y periféricas del sistema nervioso. Esta tesis se divide en 2
capitulos, el primero contiene estudios sobre expresidon y funciéon de estos factores transcripcionales en el
desarrollo del DRG y el segundo comprende estudios sobre la expresién y participacidon de estos factores en la

conectividad hipocampal.
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Capitulo I.

Sistema Nervioso Periférico.

Etv4 y Etv5, median el crecimiento neuritico inducido por NGF en

neuronas sensoriales durante el desarrollo.

PEA3 TRANSCRIPTION FACTOR FAMILY MEMBERS, ETV4 AND ETV5, MEDIATE RETROGRADE SIGNALING AND AXONAL

GROWTH OF DRG SENSORY NEURONS IN RESPONSE TO NGF.

Paula Fontanet, Dolores Irala, Fernando Alsina, Gustavo Paratcha, and Fernanda Ledda.

The Journal of Neuroscience, 2 October 2013, 33(40):15940-15951.

26



la. Introduccién.

El sistema somatosensorial.

En los vertebrados, el sistema encargado de transmitir la extensa informacidn que se encuentra en el medio
que los rodea hasta el cerebro para su decodificacidon es el sistema somatosensorial. Tal informacién se
presenta de diversas modalidades como son el tacto, la temperatura, el dolor, entre otras. Ante la diversidad
de estimulos, para ser capaces de decodificarlos es necesaria la presencia de subtipos neuronales sensoriales
gue tengan la capacidad de transmitir estimulos especificos. Cada subtipo neuronal se caracteriza por la
expresion de ciertas proteinas especificas y necesarias para la funcion que desempefian. Las neuronas
sensoriales se encuentran en los ganglios sensoriales formando parte del SNP. La informacidn somatosensorial
recibida en la piel, el 6rgano mas extenso, en las zonas del tronco y de las extremidades se envia a la médula
espinal mediante las neuronas sensoriales cuyos somas se alojan en los ganglios de la raiz dorsal (Scott RH. et
al., 1992) ubicados en forma simétrica a lo largo del corddn espinal; mientras que la informacién sensorial
recibida en la cara se transmite al tallo cerebral por neuronas sensoriales localizados en ganglio del trigémino
(TG, trigeminal ganglia) (Waite PME. y Tracey D.J, 1995). Las neuronas del DRG y del TG, se originan de las
células de las crestas neurales, una poblacién celular transciente que surge del borde de la placa neural
posterior a la gastrulacién, un tipo celular Unico en sus capacidades de dar origen a una diversidad enorme de
tipos celulares y migrar a lo largo de todo el embrion (His N. et al., 1868). Finalmente la especificacidon en
subtipos neuronales ocurre en el mismo ganglio sensorial. Diferentes subtipos neuronales expresan
marcadores especificos y proyectan hacia la médula espinal inervando a diferentes profundidades de la
misma. Eventos como la proliferacidn, sobrevida celular y el crecimiento axonal, son procesos de suma
importancia en el desarrollo de las neuronas sensoriales y se encuentran regulados por diferentes factores
extrinsecos e intrinsecos, entre los cuales se pueden identificar factores de transcripcidn, cuya expresion esta
extrictamente regulada tanto temporal como espacialmente, y factores solubles (Marmigere F. y Ernfors P.,

2007).
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Subpoblaciones neuronales del DRG.

Las diferentes neuronas sensoriales del DRG estdn especializadas para percibir y procesar diferentes
modalidades de un estimulo. Las neuronas sensoriales del DRG son un grupo heterogéneo en cuanto a sus
marcadores moleculares y sus funciones celulares. Las neuronas sensoriales del DRG pueden clasificarse
utilizando diferentes criterios: tamafio del cuerpo neuronal, dependencia por el factor tréfico junto con la
expresion de sus correspondientes receptores Trk o Ret, la mielinizacién de sus axones y la expresién de
neuropéptidos y canales ionicos que responden especificamente a distintos estimulos.

Los receptores Trk fueron originalmente descriptos como mediadores del crecimiento inducido por las
neurotrofinas (NGF, BDNF, NT3 y NT4/5) durante el desarrollo. La disponibilidad limitada de estos factores en
los tejidos a inervar por estas neuronas, lleva a la muerte celular de aquellas que no alcanzaron a establecer
correctamente la conexidon neuronal. Ademds éste mecanismo asegura la relacidon apropiada entre el tamafio
del tejido a innervar y el numero de axones que lo llegan a él. Los receptores Trk se expresan en tres
subpoblaciones dentro del DRG correspondiendo con una funcién sensitiva especifica (Bibel y Barde, 2000).
TrkA, se expresa en neuronas de menor tamafio, con axones no mielinizados (fibras C) y son neuronas
nociceptivas que inervan la piel y las visceras. TrkB, se expresa en neuronas de medio y gran tamafio, con
axones densa o escasamente mielinizados y son neuronas mecanorreceptivas de adaptacién rapida. TrkC, son
neuronas de gran tamafo, con axones densamente mielinizados y son neuronas propioceptivas que inervan
las células de Merkel, los érganos tendinosos de Golgi y las fibras musculares. Los receptores Trk se expresan
diferencialmente durante el desarrollo y el patrén de expresion en el adulto que se describié anteriormente,

no coincide con el patrén inicial.
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Medula Espinal'

Figura 6. Expresion de TrkA, TrkB, TrkC y Ret en neuronas sensoriales del DRG. El esquema muestra la caracterizacion de las
diferentes neuronas sensoriales por la expresidn de los diferentes receptores de factores neurotroficos. La mayoria de las neuronas
TrkA y Ret positivas presentan un cuerpo neuronal pequefio y su aferencia corresponde a fibras no mielinizadas, involucradas en la
nocicepcién. Las neuronas TrkB o TrkC positivas son de mayor tamafio con fibras mielinizadas. Los axones TrkA positivos alcanzan las
ldminas mas superficiales en la medula espinal, mientras que TrkB y TrkC alcanzan las mas profundas. En el esquema se puede ver

alguno de los érganos que son inervados por neuronas sensoriales como la piel y el musculo.

En edades tempranas del desarrollo la mayoria de las neuronas espresan el receptor TrkC y muchas de ellas
expresan coexpresan TrkB (Farinas I. et al., 1998; Kahana N. y Kalcheim C., 1994; Snider WE. y Wright DE.,
1996). Luego la mayoria de estas células dejan de expresar TrkC y pasan a determinar poblaciones neuronales
discretas positivas para cada uno de los receptores Trk, en etapas mas tardias del desarrollo.

Las neuronas nociceptivas, de menor tamano se convierten en la fibras C, son aproximadamente el 80% del
total de las células, todas expresan TrkA antes del nacimiento. Esta subpoblacion neuronal en la edad
perinatal sufre un cambio fenotipico donde aproximadamente el 50% de las neuronas dejan de expresar el
receptor TrkA y expresan, el receptor de GDNF, Ret (Molliver DC. y Snider WD., 1997; Molliver DC. et al.,
1997). Recientemente se logrd identificar un factor transcripcional denominado Runx1 clave en la transicion
de la expresion del receptor TrkA a Ret que ocurre perinatalmente en el desarrollo (Chen CL. et al., 2006b),

dando origen a dos poblaciones de neuronas nociceptivas. Por un lado las neruonas TrkA/Ret’, de menor
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tamafio que proyectan su eferencia central en la lamina Il de la médula espinal; y se la puede identificar
ademas por la expresion de la isolectina (1B4) (Molliver DC. et al., 1997). Por otro las neuronas TrkA*/Ret’/IB4
gue ademas expresan altos niveles de neuropéptidos, como el péptido CGRP (calcitonin gene-related peptide,
sus siglas en inlglés) y el SP (sustancia P), proyectan hacia la médula en las [dminas | ylI.

Las neuronas propioceptivas son la de mayor velocidad de conduccién, densamente mielinizadas y pueden
ser clasificadas en tres clases: la (aferencias primarias de las fibras musculares), Ib (los drganos tendinosos de
Golgi) y Il (aferencias musculares de las fibras musculares), que inervan diferentes estructuras y proyectan al
corddn espinal en diferentes laminas (Hoheisel U. et. al., 1989).

Las neuronas sensoriales mecanorreceptivas presentan gran diversidad en el tamafio de sus somas y el grado
de mielinizacidn de sus axones, mientras que la respuesta a estimulos quimicos y térmicos esta solo a cargo
de las neuronas de axones no mielinizados o escasamente mielinizados.

Otro de los marcadores moleculares que caracteriza a la diferentes poblaciones de neuronas sensoriales son
los canales iénicos Trp (transient receptor potential, sus siglas en inglés) que determinan las propiedades
receptivas de cada tipo neuronal (Vastani N. et al., 2005). Existen resultados controversiales en cuanto a la

caracterizacién de los marcadores moleculares que caracterizan a las subpoblaciones neuronales, lo que

evidencia que a pesar de la extensa bibliografia que lo describe, es un sistema que muestra una gran

complejidad.
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Figura 7. Morfologia de los diferentes tipos neuronales en el DRG. Las neuronas sensoriales pueden ser divididas en tres grandes
grupos segun el tamafo del cuerpo neuronal (pequefio, mediano y chico) y el grado de mielinizacién. Dentro de cada grupo existen
subtipos neuronales siendo las fibras C - neuronas nociceptivas; fibras A - neuronas mecanoreceptivas y por ultimo las neuronas de

gran tamafo son las neuronas propioceptivas.

Sefializacion de TrkA/NGF en el DRG.

El NGF fue descubierto en el contexto de experimentos para determinar la interacciéon entre las neuronas en
desarrollo y los tejidos inervados por ellas. El NGF puede ser producido por una gran variedad de células en el
organismo (Levi-Montalcini R. et al., 1996).

La mayoria de las neuronas sensoriales del DRG de didmetro pequefio, que responden a estimulos
nociceptivos y median la respuesta al dolor, expresan el receptor para NGF, TrkA (Holtzman DM. et al., 1992).
Estas neuronas proyectan axones no mielinizados o escasamente mielinizados e inervan la epidermis, en
respuesta al NGF producido por los queratinocitos, durante el desarrollo embrionario (Luo W. et al., 2007;
Lallemend F. y Ernfors P., 2012). Neuronas sensoriales derivadas del DRG puestas en cultivo extienden sus
axones en respuesta a NGF (Cohen S. et al., 1954), resultados que coinciden con lo observado en ratones
neonatos deficientes en NGF que presentan anomalias en la inervacidn epidérmica (Patel TD. et al., 2000).

El factor trofico NGF se une extracelularmente a los dos receptores en la membrana celular, TrkA y p75NTR, vy
estos se dimerizan y transfosforilan los residuos tirosina de su par en el dimero generando sitios de unién de
proteinas adaptadoras, determinantes en la activacién de vias de sefializacién intracelular (Cunningham MD.
et al., 1997). Las vias inducidas por NGF en las neuronas TrkA positivas incluyen la via de Ras/MEK/ERK, la de
PI3K (fosfatidilinositol 3 kinasa), la de PLC (fosfolipasa C) (Sofroniew MV. et al., 2001).

La activacion del receptor TrkA, lleva al aumento de la actividad de la proteina pequefia-G Ras, la cual fosforila
la mediante la activacion de la serina/treonina kinasa Raf (MAPKKK) a MEK (MAPKK), que culmina en la
activacion de la ERK (MAPK) (Kaplan DR. y Miller FD., 1997; Katz ME. y McCormick F., 1997). Esta via,
Ras/Raf/MEK/ERK (MAPK), esta involucrada en un gran nimero de procesos y funciones celulares, incluyendo
la regulacion de la expresion génica (Katz ME. y McCormick F., 1997). La via candnica de MAPK lleva a la

activacion en las kinasas Erk1 y Erk2 (Robinson MJ. y Cobb MH., 1997), sin embargo los miembros de la familia
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Ras pueden activan una gran diversidad de MAP kinasas (Pearson G. et al., 2001). El nombre de MAPkinasa se
debe a (i) la capacidad de estas moléculas de fosforilar la proteina asociada s microtubulos (MAPII) y (ii) éstas
kinasas ademds median los efectos proliferativos de varios factores de crecimiento, por lo que se las
denominan proteinas kinasas activadas por mitégenos. Dentro de los miembros de la gran familia de MAP
kinasas, al menos 3 se saben que se activan en la via de sefalizacion inducida por neurotrofinas: Erk 1, Erk2 y
Erk5 (Cavanaugh JE. et al. 2001; Kamakura S. et al. 1999; Watson FL. et al., 2001).

Estudios in vitro muestran que las vias de sefalizacion MAPK (Markus EJ. et al., 2002a; Zhong J. et al., 2007); la
via de PI3K-Akt (Huang EJ. and Reichardt L., 2001; Huang EJ. and Reichardt L., 2003, Atwal JK. et al., 2000;
Vogel W. et al,, 2000) y la via de PLC participan en el crecimiento neuritico de las neuronas sensoriales
inducidos por NGF. El estudio reciente de ratones deficientes en intermediarios de la via MAPK, establece la
relevancia fisioldgica de ésta via de sefalizacion para los procesos de ramificacidon y extension de los axones
sensoriales (Zhong J. et al., 2007). Sin embargo el mecanismo por el cual la sefal disparada por el factor
tréfico NGF en los terminales axonales alcanza el cuerpo neuronal y modula la expresidn génica alun es poco
claro. Es por esto que la identificacion de factores de transcripcidon y sus genes blanco, involucrados en los
procesos de extensidn y ramificacidon axonal que induce como respuesta bioldgica el factor NGF representa un

gran desafio.

Transporte retrogrado del NGF.

El analisis in vivo en modelos de ratones trangénicos han evidenciado que NGF, BDNF, NT3 y NT4 asi como sus
receptores TrkA, TrkB y TrkC son requeridos para la sobrevida neuronal. En cada una de estas lineas de
ratones se observa que una poblacidén especifica de neuronas sensoriales del DRG se encuentra reducida
(Patel TD. et al.,2000; Perez-Pinera P. et al., 2008; Minichiello L. et al., 1995).

La muerte celular es un evento que ocurre normalmente durante el desarrollo embrionario y que la sobrevida
neuronal depende de los factores tréficos secretados por los tejidos blanco que éstas inervan (Rita Levi-
Montalcini R. y Hamburger V., 1949). En funcidn de éstas observaciones llevaron a formular la “Hipdtesis

Neurotrofica”, que postula que durante el desarrollo, mientras una neurona extiende su proceso neuritico
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hasta la célula blanco, compite con las demds neuronas por una cantidad limitada del factor tréfico que esta
célula blanco libera y aquellas neuronas que logran captar el factor tréfico sobreviven y las que no lo hacen
mueren.

Diversas lineas de evidencia indican que las neurotrofinas operan de forma retrégrada para controlar la
sobrevida de las distintas poblaciones neuronales en el sistema nervioso periférico. Para que las neurotrofinas
secretadas por los tejidos blanco puedan afectar la expresién génica en el soma de las neuronas que los
inervan, la sefal debe viajar grandes distancias, a veces mayores a 1 metro, a través del axén. La activacién in
vivo de los receptores Trk en presencia de la neurotrofina en los terminales se propaga a través del axdn
retrégradamente hacia el cuerpo neuronal (Ehlers M. et al 1995, Bhattacharyya A. et al 1997). Para que ello
ocurra es necesaria la endocitosis del complejo receptor-ligando en vesiculas, y que estos endosomas de
sefializacion viajen desde el temrinal nervioso al cuerpo celular (Watson FL. et al., 1999).

El sistema de cutivos compartimentalizados disefiado por Robert Campenot ha permitido entender los
mecanismos de sefalizacion retrégrada (Campenot RB., 1977; Campenot RB., 1994). En éste sistema el medio
gue rodea a los cuerpos neuronales ubicados en un compartimento, queda aislado del medio que bafia a los
axones distales en el segundo compartimento. De esta forma las neurotrofinas pueden ser aplicadas
exclusivamente en los axones distales, recapitulando la estimulacion selectiva de los terminales neuronales
qgue ocurre in vivo después de la liberacion de las neurotrofinas por sus células blanco. Estos cultivos
compartimentalizados han sido claves para demostrar las vias de sefializacidn especificas que son activadas
por los factores neurotréficos en forma distal y cdmo se traducen en patrones transcripcionales que permiten
la sobrevida y crecimiento de las neuronas del sistema periférico. La mayor parte de estos trabajos han sido
realizados en neuronas sensoriales y simpaticas que expresan el receptor TrkA y dependen de NGF para su
sobrevida (Heather M. et al 2002).

El uso de los cultivos compartimentalizados en el estudio del transporte retrégrado y las vias de sefalizacidn
involucradas, permitié discriminar en una respuesta diferencial segun la trofina se aplique en contacto con los
somas neuronales o en los terminales. La estimulacion distal de los axones con el factor neurotréfico NGF no

solo inicia la endocitosis del complejo TrkA-NGF, sino que localmente activa las vias de sefializacién:
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Erk1/Erk2, Erk5, PI3 Kinasa-Akt y la de PLCy. Sin embargo las formas activas de Erk (Extracellular-signal-
regulated kinase, sus siglas en inlgés) 1/2 no se detectan en los cuerpos neuronales después de la
estimulacion distal (Kamakura S. et al., 1999; Cavanaugh JE. et al., 2001; Watson FL. et al., 2001). Es posible
gue componentes activos de la via de seializacidon de Erk5 sean transportados junto con el receptor TrkA
activado en endosomas, hasta el cuerpo celular donde luego se traslocaria al nucleo y activaria programas
transcripcionales especificos (Watson FL. et al., 2001). La actividad de la via de PI3K es necesaria en los
estadios tempranos del proceso de endocitosis y junto con la activacion de Erk1/2 participan en el crecimiento
axonal (Kuruvilla R. et al., 2000).

Todos éstos resultados indican que la ubicacion subcelular donde ocurre la estimulacién del receptor es clave
en la respuesta neurotrdfica (Novikova LN. et al., 2000).

Recientemente se ha logrado identificar algunos elementos del programa transcripcional inducido por NGF.
Algunos de los genes identificados que son necesarios para la sobrevida y crecimiento axonal en respuesta a la
neurotrofina incluyen a: CREB ( cAMP response element-binding, sus siglas en inglés) (Watson FL. et al., 2001),
SRF (Serum response factor, sus siglas en inglés) (Wickramasinghe SR. et al.,2009) y NFAT (Nuclear factor of
activated T-cells, sus siglas en ingles) (Kim MS. et al., 2014), mientras otros como MEF2 (myocyte-specific
enhancer factor 2, sus siglas en inglés) (Pazyra-Murphy MF. et al., 2009) participan especificamente en las vias

de sefaizacién de sobrevida celular (Figura 8).

Figura 8. Neuronas sensoriales del DRG responden al factor tréfico NGF liberado desde el tejido blanco. Luego de la activacion de los
receptores TrkA, el NGF se internaliza y juntos se transportan en endosomas que viajan retrégradamente hasta el soma neuronal.
Existe una respuesta local en el axén distal que consta en la activacion de la via de PI3K, y las kinasa Erk1, -2 y -5, que intervienen en el
crecimiento axonal. Los endosomas alcanzan el cuerpo neuronal, se activa la kinasa Erk5, se trasloca al nucleo y activa la expresion
génica, que junto con la activacidon de la via de PI3K participan en la sobrevida neuronal. Sin embargo, cuando el NGF actua
directamente sobre los receptores del cuerpo neuronal (no se muestra en la figura), la expresion génica estd regulada por las kinasas
clasicas Erkl yErk2, y por Erk5. Estas vias activan programas transcripcionales necesarios para la sobrevida neuronal, y crecimiento
axonal que incluyen la induccién de: CREB (cAMP response element-binding, sus siglas en inglés), SRF (Serum response factor, sus

siglas en inglés), MEF2 (myocyte-specific enhancer factor 2) (adaptado de Harrington AW. y Ginty DD; 2013).
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Neurotrofinas y factores transcripcionales Pea3 en el desarrollo de DRG.

En el sistema nervioso periférico, los factores neurotréficos pueden inducir la expresidon génica de los factores
de trascripcidn de la subfamilia de ETS, Pea3, la cual comprende los tres miembros mencionados previamente:
Etvl, Etv4 y Etv5. Diversas publicaciones postulan a los factores de transcripcion Pea3 como efectores de la via
de sefializacién de MAPK (Yordy JS. y Muise-Helmericks RC., 2000; Oikawa T.y Yamada T., 2003; de Launoit Y.
et al., 2006; Hollenhorst PC. et al., 2011). En particular, estos tres factores transcripcionales se expresan en
diferentes subpoblaciones de las neuronas sensoriales del DRG a lo largo del desarrollo embrionario
(Chotteau-Lelievre A. et al., 1997; Arber S. et al., 2000; Hagedorn L. et al., 2000; Paratore C. et al., 2002).
Especificamente, Etvl se expresa en neuronas propioceptivas (positivas para el receptor TrkC) en respuesta a
NT3 y participa en la formacion de la conexidon sensorial propioceptiva-motora (Arber S. et al., 2000; Patel TD.
et al., 2003). A diferencia de de Etvl, la expresién de los otros dos miembros de la familia Pea3, no fue
caracterizada aun en detalle. En cuanto a Etv4, se describié que se expresa en una subpoblacién neuronal
TrkC positiva, ademds de hacerlo en una poblacién neuronal que aun no fue caracterizada (Arber S. et al.,
2000) y la poblacién de neuronas sensoriales del DRG que expresa Etv5 no se encuentra caracterizada aun. En

éste primer capitulo de la tesis, mostramos que Etv4 y Etv5 se expresan en neuronas sensoriales que expresan
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el receptor para el factor neurotréfico NGF, TrkA. Demostramos la participacién de estos factores

transcripcionales en la respuesta bioldgica inducida por este factor tréfico en cuanto la inervacidén nociceptiva.
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Ib. Resultados.

Expresion de los factores de transcripcion de la subfamilia Pea3 durante el desarrollo del DRG.

A pesar de que el rol del factor de transcripcion Etvl en el desarrollo del DRG ha sido ampliamente estudiado,
nada se conoce sobre la funciéon de Etv4 y Etv5 en estas neuronas sensoriales. Con el objetivo de elucidar el
rol de estos factores en el desarrollo de estas neuronas, lo primero que nos planteamos fue estudiar la
expresion del ARNm de Etv4 y Etv5 en el DRG por RT-PCR en tiempo real durante el desarrollo embrionario
(Figura 9 A). Observamos un incremento de la expresion del ARNm de Etv4 y Etv5 entre el dia embrionario (E)
15 y E17, periodo en el cual los axones de las neuronas sensoriales crecen en respuesta al NGF que esta
siendo producido por las células de los tejidos blanco durante el proceso de inervacién periférica. Para
determinar si estos factores de transcripcion podrian mediar la sefalizacion que el NGF induce al unirse al
receptor TrkA, evaluamos el patrén de expresion de Etv4, Etv5 y TrkA en secciones coronales de DRG usando
anticuerpos especificos. El analisis cuantitativo de la expresién de Etv4 y Etv5 en neuronas TrkA positivas
puede observarse en el panel B de la figura 9. La coexpresidn de Etv4 y Etv5 en neuronas positivas para TrkA
no se observé en edades tempranas. En E13, se detectd expresidn de Etv4 y Etv5 en células negativas para
TrkA y positivas para el factor transcripcional Sox2, marcador de neuronas de la cresta neural migratorias
(Wakamatsu Y. et al., 2000; datos no mostrados). A partir de E15, la expresion de Etv4 y Etv5 se observod en la
mayoria de las neuronas que expresan TrkA (Figura 9 B y C). En E17 el 80.7+1.5% (promedio+SEM) de
neuronas TrkA positivas expresron Etv4 y el 63.314.1% Etv5. Observamos que la mayoria de las neuronas que
expresan TrkA, co-expresan Etv4 y Etv5 (61.943.0%). La alta correlacion entre la expresién de Etv4 y Etv5 en
las neuronas TrkA positivas (80%), nos llevaron a proponer a ambos factores de transcripcion como
mediadores de la respuesta bioldgica inducida por NGF.

En el DRG, coexisten diferentes subpoblaciones neuronales que van adquiriendo su identidad a lo largo del
desarrollo. A partir de E16 las neuronas TrkA dan origen a distintas poblaciones neuronales caracterizadas por

la expresion o no del receptor de GDNF, el receptor tirosina kinasa Ret (Luo W. et al., 2007; Chen CL. et al.,
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2006). Con el objeto de estudiar si la expresion de Etv4 y Etv5 se mantenia en esta poblacion neuronal positiva
para Ret analizamos la expresion de estos factores transcripcionales en estas células. Observamos que en E17
los dos factores transcripcionales analizados se expresaron en la mayoria de las neuronas Ret positivas (Figura
10) y un 8.7+1.1% de neuronas Etv4 positivas y 10.4+2.3% de neuronas Etv5 positivas, resultaron negativas
para TrkA, Ret y S100B (marcador de células gliales, datos no mostrados). Como ha sido previamente
descripto (Arber S. et al., 2000), también detectamos la co-expresién de Etv4 con Ret en motoneuronas del
corddn espinal (Figura 10 C). De acuerdo con resultados previamente publicados, no se detectd expresion de
estos dos factores en el nucleo de las células de Schwann que rodean las fibras nerviosas TrkA positivas
(Paratore C. et al., 2002; Figura 9 C). La expresién de Etvl fue evaluada en secciones coronales de DRG en
E16. Como se observa en la figura 9 B, y de acuerdo con resultados previos, Etvl no se expresa en neuronas
positivas para el receptor de NGF, TrkA, pero si en neuronas que presentan un cuerpo neuronal de mayor
didametro, que corresponden a neuronas TrkC postivas (neuronas propioceptivas). También analizamos la
expresion de estos factores en cultivos primarios de neuronas disociadas derivadas del DRG de rata (E15). De
acuerdo con los resultados obtenidos in vivo, observamos que todas las neuronas TrkA positivas mostraron
también expresion de Etv4 y Etv5 (Figura 9 D). La especificidad de los anticuerpos utilizados anti-Etv en las
inmunotinciones en las secciones coronales y células disociadas, se evalud por western blot (Figura 13 D).

La expresion de Etv4 y Etv5 en neuronas sensoriales TrkA positivas, junto con los elevados niveles de
expresion que muestran ambos factores transcripcionales en el periodo de inervacién periférica guiada por
NGF, sugirieron que Etv4 y Etv5 podrian estar mediando el crecimiento axonal y la inervacién en respuesta al

factor neurotréfico durante este periodo del desarrollo embrionario.
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Figura 9. Expresion y localizacion de Etv4 y Etv5 en neuronas sensoriales de DRG. A. Andlisis cuantitativo de la expresidon de Etv4d y
Etv5 en el DRG a diferentes estadios del desarrollo: E12, E15, E17 y neonatos (P0O) por RT-PCR en tiempo real. El nivel de expresion
(ARNmM) de Etv4 y Etv5 a cada estadio se normalizé evaluando nivel de expresion del ARNm de la proteina Thp (TATA binding protein),
y los valores se expresaron como valores relativos a los niveles de expresién detectados a PO. Se muestran valores promedio + SD
medidos por triplicado. En el margen superior derecho se muestran las bandas amplificadas por PCR a partir de ARNm de DRG
correspondientes a Etv4 y Etv5, también se incluyen los controles realizados en ausencia de la enzima transcriptasa reversa (-RT). B.
Analisis cuantitativo de la co-expresion de Etv4 o Etv5, con TrkA durante el desarrollo, en secciones coronales de DRG lumbares. Se
muestran valores del promedio + SEM. C. Inmunohistofluorescencia de los factores transcripcionales Pea3 y TrkA en secciones
coronales de DRG E16. Se muestran inmunotinciones de Etv4 (panel superior), Etv5 (panel medio) y Etvl (panel inferior) en rojo y TrkA
en verde. Se muestran imagenes en alta magnificacion donde se observa la localizacion nuclear de los factores transcripcionales. Las
flechas indican células individuales sefialando la colocalizacion de Etv4-TrkA o Etv5-TrkA. Las puntas de flecha indican células

expresando Etv4, Etv5 o Etvl en ausencia de TrkA. El asterisco sefiala las fibras del ganglio sensorial positivas para TrkA y negativas

39



para Etv. Escala: 30 um. D. Co-localizacién por inmunocitofluorescencia de Etv4 (panel superior) y Etv5 (panel inferior) con TrkA en
neuronas sensoriales disociadas derivadas del DRG. Las flechas indican células positivas para Etv4 o Etv5 y TrkA. Las puntas de flecha

indican células negativas para TrkA y diferentes Etv. Escala: 15 um.
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Figura 10. Expresion de Etv4d y Etv5 en neuronas sensoriales de DRG que expresan Ret. A. Co-localizacién por
inmunocitofluorescencia de Etv4 (panel superior) y Etv5 (panel inferior) con Ret en neuronas sensoriales del DRG. Las puntas de
flechas indican células individuales sefialando la co-localizacién de Etv4-Ret o Etv5-Ret. Escala: 30 um. B. Analisis cuantitativo de la co-
expresion de Etv4 o Etv5, con los receptores TrkA o Ret en secciones coronales de DRG lumbares de dia embrionario 17. Se muestran
valores del promedio + SD. C. Inmunohistofluorescencia del factor transcripcional Etv4 y Ret en secciones coronales de DRG de E17.
En el panel superior se muestran inmunotinciones de Etv4 en rojo, Ret en verde y DAPI en azul; en la médula espinal (ME, regién
ventral) y en los ganglios sensoriales (DRG). Se muestran imagenes en alta magnificacion donde se observa la localizacidn nuclear de

Etv4 en neuronas motoras de la médula espinal. Escala: 60 um (panel superior) y 120 um (panel inferior).

La via de sefializacion de MAPK, activada por NGF, es necesaria para la induccion de Etv4 y Etv5.

Diversos trabajos describen genes, inducidos por la via de sefalizacion de NGF-TrkA, que se encuentran
vinculados con la sobrevida y diferenciacion neuronal, el crecimiento axonal e inervacion cutanea de neuronas
sensoriales (Chen L. et al., 1999; Huang EG. and Reichardt LF., 2001, 2003). Los factores de transcripcion, Etv4
y Etv5 fueron descriptos como reguladores de la expresién de numerosos genes relevantes en el crecimiento
neuronal (Oikawa T. y Yamada T., 2003; de Launoit Y. et al., 2006; Hollenhorst PC. et al., 2011). Con el

objetivo de estudiar si Etv4 y Etv5 son genes regulados por NGF, se estudié la expresion de éstos dos factores
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de transcripcién en respuesta a NGF a diferentes tiempos, en neuronas sensoriales derivadas de DRG y en la
linea celular PC12, dos sistemas bien descriptos para el estudio de la respuesta bioldgica inducida por ésta
trofina. El analisis por RT-PCR en tiempo real, reveld una induccién significativa del ARNm de Etv4 y Etv5 en
células PC12 y neuronas sensoriales, expuestas a NGF en comparacién con la condicion control (sin trofina)
(Figura 11 Ay B), indicando que la expresion de ambos factores de transcripcidn son regulados por NGF.

El factor neurotréfico NGF, unido a su receptor TrkA requiere para disparar su respuesta bioldgica, la
activacion de diferentes vias de sefalizacidn, entre las cuales se encuentran la via de sefializacion de MAPK
(Markus A. et al., 2002; Zhong J. et al., 2007). Por otra parte se sabe que los factores de transcripcién de la
familia Ets son efectores de esta via de sefializacion (Wasylyk B. et al., 1998; Yordy JS. y Muise- Helmericks RC.,
2000). Con el objetivo de determinar si la induccion de Etv4 y Etv5 dependiente de NGF involucra la activacion
de la via de MAPK, células PC12 y neuronas disociadas derivadas del DRG fueron pre-tratadas con el inhibidor
farmacoldgico de la via de MAPK, PD98059 (50 uM; Alessi DR. et al., 1995) y luego estimuladas con NGF. Los
niveles de expresion de los ARNm de Etv4 y Etv5 fueron determinadas por RT-PCR en tiempo real y como
puede verse en la Figura 11 (paneles C y D) la presencia del inhibidor de MAPK bloqued la induccién de los
ARNm de Etv4 y Etv5, demostrando que la via de sefializacion de MAPK es requerida para la induccién de
éstos dos factores transcripcionales por NGF. La actividad del inhibidor de MAPK, el PD98059 fue evaluado
midiendo la activacién de MAPK por western blot de lisado total de células PC12 pre-tratadas o no 30 minutos

antes con PD98059 y luego estimuladas con NGF durante 10 minutos (Figura 11 E).
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Figura 11. Etv4 y Etv5 son inducidos por NGF en neuronas sensoriales. Analisis de expresion del ARNm de Etv4 y Etv5 por RT-PCR en
tiempo real en neuronas sensoriales derivadas de DRG (A) y en células PC12 (B) tratadas con NGF (50 ng/ml) a los tiempos indicados.
Los niveles de ARNm de Etv4 y Etv5 fueron normalizados evaluando el nivel de expresion del ARNm de la proteina Thp. Se muestran
promedio + SD de triplicados. A, *p<0.01, **p<0.001; B, *p<0.001, grupo de tratadas con NGF vs. grupo control (sin trofina) (ANOVA,
seguido de un post test de Dunnett). B. El inserto en el margen superior derecho del panel, muestra el andlisis de la expresién del
ARNm de Etv4y Etv5 por PCR en células PC12. Andlisis de la expresién del ARNm de Etv4 (C) y Etv5 (D) por RT-PCR en tiempo real, en
neuronas sensoriales derivadas de DRG (izquierda) y en células PC12 (derecha) tratadas primero con el inhibidor PD98059 (50 uM) por
30 minutos y luego estimuladas con NGF (50 ng/ml) durante 8hs. Los niveles de ARNm de Etv4 y Etv5 fueron normalizados evaluando
el nivel de expresion del ARNm de la proteina Thp. Se muestran promedio * SD de triplicados. *p<0.01 (ANOVA, seguido de un post

test Student—Neuman—Keuls). E. La inhibicion de la via de sefializacién de MAPK por el PD98059 fue testeada midiendo la activacién
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de MAPK (pMAPK, MAPK fosforilada) por western blot de células PC12 estimuladas con NGF (50ng/ml). El control de carga se realizé

con anticuerpo primario anti-Bllitubulina.

La estimulacion distal con NGF induce la expresion de los factores de transcripcion, Etv4 y Etv5.

Durante el desarrollo, las neuronas sensoriales proyectan sus axones a largas distancias e inervan el tejido
blanco. El factor neurotréfico NGF es liberado desde la periferia y es requerido para la sobrevida y el
crecimiento neuronal de poblaciones especificas de neuronas sensoriales de DRG que expresan el receptor
TrkA. El mecanismo por el cual la sefial disparada por NGF en el terminal nervioso viaja retrégradamente
hacia el cuerpo neuronal ha sido extensamente estudiada (Zweifel LS. et al, 2005). Diversos experimentos
realizados en los ultimos afos, han demostrado que el transporte retrégrado de la sefial disparada por NGF es
requerida para la transcripcidén génica, la respuesta de sobrevida, el crecimiento axonal y la conectividad
(Riccio A. et al., 1997; Ginty DD. y Segal RA., 2002; Ye H. et al., 2003; Harrington AW. and Ginty DD., 2013).
Con el fin de determinar si Etv4 y Etv5 pueden ser inducidos por la activacién distal del receptor TrkA,
realizamos cultivos compartimentalizados de neuronas sensoriales derivadas de DRG (E14.5) (Figura 12 A).
Luego de inducir el crecimiento de las neuritas, los compartimentos de los cuerpos neuronales (CN, cuerpos
neuronales) o de los axones (AD, axones distales) fueron estimulados con NGF (50ng/ml) durante 8 hs y los
niveles de ARNm de Etv4 y Etv5 se midieron por RT-PCR en tiempo real. Nuestros resultados demostraron que
el ARNm de Etv4 como Etv5 se inducen tanto cuando la estimulacidn ocurre en los cuerpos neuronales como
cuando el estimulo es aplicado distalmente, indicando que el transporte retrégrado de la sefial disparada por
NGF es suficiente para la induccion de los factores de transcripciéon Etv4 y Etv5 (Figura 12). Estos resultados
sugieren que ambos genes podrian estar desempenando un rol en la inervacién periférica guiada por NGF. La
subpoblacién de neuronas sensoriales encargadas de la nocicepcion, expresan TrkA y dependen del NGF
secretado desde el érgano blanco para la sobrevida y para el crecimiento de sus axones, por lo que este
resultado indica que Etv4 y Etv5 serian mediadores criticos de la respuesta transcripcional disparada por NGF

en el crecimiento axonal.
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Figure 12. La expresion de Etv4 y de Etv5 es regulada distalmente por NGF. A. Esquema representativo de las neuronas sensoriales
ubicados en el DRG y sus proyecciones hacia la periferia (por ejemplo la inervacién dérmica) y la médula espinal. A la derecha se
muestra el dispositivo usado en los cultivos compartimentalizados de neuronas sensoriales derivadas de DRG mostrando los
compartimentos de los cuerpos neuronales (CN) y de los axones distales (AD). B, C. Inmunotinciones de neuronas sensoriales en los
cultivos compartimentalizados, mantenidos durante 7 dias en presencia de NGF (100ng/ml), con anticuerpos primarios anti-Etv4 (rojo,
panel B) o anti-Etv5 (rojo, panel C) y anti-TrkA (verde, panel B) o anti-Bllltubulina (verde, panel C). Notese que la tincion para los Etv
solo es positiva para el compartimento de los cuerpos neuronales. D, E. Anélisis de la expresion del ARNm de Etv4 (D) y Etv5 (E) por RT-
PCR en tiempo real, luego de la estimulacion con NGF (100ng/ml) en CN o AD. Los cultivos compartimentalizados de neuronas
sensoriales de 7 dias in vitro, fueron mantenidos durante 16hs en medio F12 : DMEM (1:1) en ambos compartimentos y
posteriormente estimulados con NGF (100ng/ml) en el compartimento AD o el CN durante 8hs. EI ARN total fue extraido del

compartimento CN y la expresion de Etv4 y Etv5 fue analizada por RT-PCR en tiempo real. Los niveles del ARNm de Etv4 y Etv5 fueron
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normalizados evaluando el nivel de expresiéon del ARNm de la proteina Thp. Se muestran los valores promedio + SD de triplicados. D,
CN: *p<0.001 (test de Student, t=10.55); AD: *p<0.001 (test de Student, t=36.33); E, CN: *p<0.001 (test de Student, t=16.45); AD:

*p<0.001(test de Student, t=22.9).

Etv4 y Etv5 son independientemente requeridos para el crecimiento neuritico inducido por NGF.

Estd ampliamente demostrado en la literatura que el crecimiento axonal mediado por NGF en neuronas
sensoriales requiere de la activacidon de la via de sefializacion de MAPK. Con el objeto de estudiar si Etv4 y/o
Etv5 participan en la diferenciacién celular inducida por NGF, células PC12 fueron transfectadas en forma
transiente con diferentes vectores que contienen secuencias que interfieren la expresion de los respectivos
ARNm (ARNsh) y la secuencia codificante para la expresion de la proteina fluorescente verde (GFP, green
fluorescent protein). Estas células, transfectadas con los vectores de Etv4-ARNsh, Etv5-ARNsh o con el vector
control que también contiene la secuencia fluorescente GFP, fueron mantenidas en ausencia o en presencia
de NGF (50ng/ml) durante 72 horas y luego se cuantificé el crecimiento de procesos neuriticos. En presencia
de NGF, las células transfectadas con el plasmido control desarrollaron neuritas; a diferencia de las células
transfectadas con uno u otro del los Etv-ARNsh. Las células en las que la expresion de Etv4 o Etv5 fue
suprimida, no se observd crecimiento neuritico alguno (Figura 13 A, B), sugiriendo que estos dos factores
mediarian los efectos de crecimiento inducidos por NGF. No se observé muerte celular en células tranfectadas
con los Etv-ARNsh. La confirmacién de que cada Etv-ARNsh efectivamente suprime la expresién de los genes
Etv4 o Etv5 en las células PC12 se evallo por RT-PCR en tiempo real (Figura 13 C). La eficiencia de los ARNsh
utilizados, en reducir la expresién de los respectivos Etvs también se evalué en células COS (linea celular
derivada de rifién de mono del tipo fibroblastico) co-tranfectadas con pldsmidos que codifican para Etv4
fusionada a la secuencia de Hemaglutinina (Etv4-HA) o Etv5 fusionada a la secuencia “etiqueta” Flag (Etv5-
Flag) junto a los plasmidos que llevaban los respectivos ARNsh (Figura 13 D).

Dado que ambos factores de transcripcion fueron descriptos como mediadores de las vias de sefializacion
activadas por los diferentes factores de crecimiento fibroblastico en el desarrollo (FGF, fibroblast growth
factor sus siglas en inglés) (Mao J. et al., 2009; Zhang Z. et al., 2009; Znosko WA. et al., 2010), evaluamos si
Etv4 y Etv5 también eran requeridos para la diferenciacion morfolégica que induce FGF (en particular bFGF,
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basic fibroblast growth factor sus siglas en inglés) en las células PC12. Observamos que en presencia de los
Etv-ARNsh la diferenciacidn morfolégica inducida por FGF en estas células, al igual que la inducida por NGF se
anula por completo (Figura 13 B). La completa anulacién de la diferenciacién morfolégica inducida por NGF en
células PC12 cuando Etv4 o Etv5 estan ausentes, nos llevd a preguntarnos si estos factores de transcripcion
podrian estar regulando los niveles de expresién del receptor para el factor neurotréfico NGF, TrkA o las
sefiales que se encuentran rio abajo del mismo, como la via de sefializacién de MAPK. Para ello, analizamos la
expresion del ARNm del receptor TrkA por RT-PCR en tiempo real y la activacion de la via de MAPK por
western blot en células transfectadas con los vectores Etv4-ARNsh o Etv5-ARNsh y estimuladas con NGF (50
ng/ml). Para ello, las células PC12 transfectadas para tal fin fueron seleccionadas con el antibidtico puromicina
(5 pg/ml), para aumentar la poblacién de células PC12 que hayan incorporado el vector Etv-ARNsh
correspondiente. Al ser analizadas, no se observaron diferencias en los niveles del ARNm del receptor TrkA
(Figura 13 E), y niveles similares se observaron en la activacion de la via de MAPK (pMAPK) en células
transfectadas con los distintos Etv-ARNsh en comparacion con el grupo control (Figura 13 F), indicando que la
anulacién de la diferenciacidn morfoldgica que se observa en ausencia de los factores de transcripcion, Etv4 y
Etv5, no se debe a la alteracidn en los niveles de expresion del receptor TrkA, ni a los niveles de activacidn de
la via de MAPK . Estos resultados indicaron que Etv4 y Etv5 son factores de transcripcidon necesarios en la
respuesta bioldgica mediada por NGF, pero el mecanismo no seria por regulacién de la activacién de la via de

TrkA-MAPK.

46



A_| Control || NGF (50ng/mi) |[ bEGF (25ng/ml) |

#decélulas con neurtas de

GFPICampo claro

| Vector Control || EnasnrNa || Etv5.shRNA || Vector Control || Etv4-shRNA || Etv5shRNA |

~
o
A
z
|
!

5 7 * <
SR - L =/ A
G ok b A
AR o ‘ e | N o
SR s R - 2 ®_
Q oD v \ . \ /0 ; »' 3
f2k ‘L‘ ! v Y -
L) &5 -/:‘) d y —V
| r—}
B 3 — c D
| ) |
60 4 > EtvdHA: -~ * ol
B e * Etvd-shRNA: - - + - -
50 | W Efvé-shRNA s
— fyS-shiR ) — —_ 2 A R } ; B g
i [ Etv5-shRNA Eg 5 gg Ett\‘/lg :r:?NA = 3 sk
e $3 o om =]
28 E & =
(= %=} 2 5 @ A
§S Zo Z 5 I8: Flag
25 2T g Ea
- o . oo [ ]
Vector Etv4- Vector Etv5- S :
Control NGF FGF Control shRNA Control ShRNA 1B Actin E
E. E

Vector Eiv4- FEivs-
] control shRNA shRMNA

1.2 164

=

w —
F2 o
SE s =E 124 e

k] — 4
C e 08 S 2 gg] .

e —

22 04 E8 - BPMAPK 3 = = =]
EE 02 =] 0.4

= R IB: pllltubulin ¥ [~ == e — —|

Control Efv4- Control Efv5-

vector shRMA vector shRMA

Figura 13. Etv4 y Etv5 son independientemente requeridos en la diferenciacion neuronal mediada por NGF. A.
Imdagenesrepresentativas de células PC12 transfectadas con el vector de expresidn control, Etv4-ARNsh o Etv5-ARNsh que expresan la
proteina fluorescente GFP. Después de 72hs de tratamiento con NGF (50ng/ml) o bFGF (25ng/ml) las células fueron fijadas y
analizadas. Las flechas indican los cuerpos neuronales y las puntas de flecha indican las terminales neuriticos. Escala: 20 um. B. El
histograma muestra la cuantificacion del nimero relativo de células GFP positivas con neuritas con una longitud mayor a la de un
cuerpo celular y medio, luego de un tratamiento de 72hs con NGF o bFGF. Los resultados se presentan como el promedio + SD de un
experimento representativo. *p<0.001 (ANOVA, seguido de un post test Student Newman-Keuls). El experimento fue realizado por
triplicado con resultados similares. C. Los niveles del ARNm de Etv4 y Etv5 fueron analizados por RT-PCR en tiempo real de células

PC12 transfectadas con el vector control, Etv4-ARNsh o Etv5-ARNsh que expresan GFP. Las células transfectadas fueron
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seleccionadas con puromicina (5 ug/ml) para enriquecer la poblacién de células que contengan los vectores Etv-ARNsh. Las células
fueron mantenidas en condiciones control (sin factor neurotrdéfico) o estimuladas con NGF (50ng/ml) durante 8 horas. El histograma
muestra las diferencias relativas a la condicidn control (células no tratadas, linea punteada). El analisis cuantitativo se muestra como
promedio + SD. *p<0.05 (test de Student). D. Los niveles proteicos de Etv4 y Etv5 fueron analizados por western blot en células COS
transfectadas solo con los vectores codificantes para Etv4-HA, Etv5-Flag o junto con los que contienen las secuencias Etv4-ARNsh o
Etv5-ARNsh. La reduccidn en la expresion de Etv4 o Etv5, fue evaluada usando anticuerpos anti-HA o anti-Etv4 y anti-Flag o anti-Etv5.
El control de carga se realizd con anticuerpo anti-actina. E. Los niveles del ARNm del receptor TrkA fueron evaluados por RT-PCR en
tiempo real de células PC12 transfectadas con el vector control, o los vectores que contienen Etv4-ARNsh o Etv5-ARNsh. El analisis
cuantitativo se muestra como el promedio + SD de triplicados. Los niveles de los ARNm de Etv4, Etv5 y TrkA fueron normalizados
usando la expresion del ARNm de Thp. F. La activacidn de la via de sefializacion de MAPK (pMAPK, MAPK fosforilada) se evalué en
lisados totales de células PC12 transfectadas con Etv4-ARNsh o Etv5-ARNsh tratadas con NGF (50ng/ml) durante 10 minutos y luego

detectados por western blot. El control de carga se realizo en la misma membrana con el anticuerpo primario anti-Bllitubulina.

Etv4 y Etv5 participan en el crecimiento axonal de neuronas sensoriales del ganglio de la raiz dorsal en
respuesta a NGF.

Los resultados obtenidos en células PC12 nos llevaron a estudiar el significado fisiologico de los factores de
transcripcién, Etv4 y Etv5 como mediadores de la respuesta bioldgica inducido por NGF. Para ello,
introdujimos los vectores con las secuencias Etv-ARNsh en neuronas sensoriales disociadas obtenidas a partir
de DRG de E15 ya que en este periodo del desarrollo del ganglio de la raiz dorsal, la mayoria de las neuronas
expresan altos niveles del receptor para NGF, TrkA. Luego de la transfeccidn, las neuronas fueron mantenidas
en presencia de NGF durante 36 horas, se fijaron y se cuantificd el crecimiento neuritico. De acuerdo con los
resultados obtenidos en células PC12, el crecimiento neuritico inducido por NGF se vio significativamente
reducido en presencia de los distintos Etv-ARNsh. Mientras que la reduccion de la expresion de Etv5 llevd a
una disminucidn significativa del crecimiento neuritico, la reduccién en la expresién de Etv4 tuvo un efecto
mas drastico aun (Figura 14). Para descartar la posibilidad de que los efectos observados se deban a muerte
celular, se evalué la morfologia nuclear por tincidn con DAPI (4 ',6-diamino-2-fenilindol). Las sobrevida

neuronal fue similar en las neuronas transfectadas con los vectores Etv-ARNsh o con el vector control (Figura
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14 E y F). Nuestros resultados muestran que Etv4 y Etv5 son requeridos en el crecimiento axonal mediado por

NGF.
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Figura 14. Etv4 y Etv5 median el crecimiento axonal inducido por NGF en neuronas sensoriales. Neuronas sensoriales disociadas
tranfectadas con el vector control GFP, o vectores que contienen las secuencias Etv4-ARNsh (A) o Etv5-ARNsh (B) en presencia de NGF
(50ng/ml). Luego de 36hs en cultivo, las neuronas fueron fijadas y analizadas. Escala: 20 um. Las flechas indican los cuerpos
neuronales, y las puntas de flecha sefialan el recorrido y los extremos de las neuritas. El histograma muestra la inhibicion del
crecimiento neuritico de las neuronas sensoriales con la expresion de Etv4 (C) o Etv5 (D) reducida. Se cuantificd la longitud de la
neurita mas larga. Los resultados se muestran como el promedio + SD de un experimento representativo. C, *p=0.0135 (test de
Student, t=4.2); D, *p=0.0003 (test de Student, t=11.6). Los histogramas muestran la sobrevida de las neuronas sensoriales
transfectadas con los vectores control, Etv4-ARNsh (E) o Etv5-ARNsh (F). La sobrevida neuronal fue evaluada usando la coloracion
nuclear de DAPI. Las neuronas GFP positivas con morfologia nuclear fragmentada fueron consideradas apoptéticas. Los resultados se

muestran como promedio + SD de un experimento representativo, realizado por triplicado.

La sobreexpresion de Etv4 o Etv5 potencia el crecimiento neuritico inducido por NGF.
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Dado que nuestros resultados indican que la reduccidn en la expresidon de Etv4 o Etv5 limita el crecimiento
neuritico inducido por NGF, nos preguntamos si la sobreexpresién de estos factores transcripcionales en
forma independiente seria suficiente para promover el crecimiento neuritico. Para ello, las células PC12
fueron transfectadas con el vector control, o vectores que contienen las secuencias codificantes para Etv4-HA
o Etv5-Flag en combinacion con un vector que expresa la proteina GFP y luego mantenidas por 72 horas con o
sin NGF en el medio, y posteriormente analizamos el crecimiento neuritico. De acuerdo con el rol de Etv4 y
Etv5 como mediadores de la via de sefalizacidn rio abajo del receptor TrkA, se observd una significativa
potenciacion de la diferenciacidn en células PC12 que sobreexpresan Etv4 o Etv5 por sobre las control, sélo
en presencia del factor neurotrdfico. (Figura 15 Ay B). Los mismos efectos se observaron cuando Etv4 o Etv5
fueron sobreexpresados en neuronas sensoriales derivadas de DRG (Figura 15 C-E). Debido a la dependencia
del NGF para la sobrevida que presentan las neuronas sensoriales derivadas del DRG (aquella subpoblacion
positivas para el receptor TrkA), realizamos los mismos ensayos en presencia del inhibidor de apoptosis Z-
VAD-FMK (50 nM), y los resultados indicaron que el efecto de Etv4 y Etv5 es independiente de la sobrevida
neuronal (Figura 15 F). Los resultados anteriormente mencionados, demostraron que la sobreexpresidon de
Etvd o de Etv5 potencia el crecimiento neuritico inducido por NGF. Sin embargo tanto los experimentos
realizados en la linea celular PC12 como en cultivos primarios de neuronas sensoriales, indicaron que la
sobreexpresion de Etv4 o Etv5 no es suficiente para inducir crecimiento neuritico en ausencia del factor
neurotréfico, NGF (Figura 15 B y F). Soélo la sobreexpresion de Etv4 en neuronas sensoriales revelé un
aumento, pero no significativo, en el crecimiento neuritico en ausencia de NGF (Figura 15 F). Estos resultados
sugieren que modificaciones post-trasduccionales o la sintesis de otros componentes trascripcionales

inducidos por la trofina serian necesarias para la diferenciacién morfolégica mediada por NGF.
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Figura 15. La sobreexpresién de Etv4 o Etv5 potencia la diferenciacion inducida por NGF tanto en células PC12 como en neuronas
sensoriales. A. Imagenes representativas de células PC12 transfectadas con el vector control, Etv4-HA o Etv5-Flag junto con el vector
que expresa la proteina GFP. Luego de 72 horas de tratamiento con NGF (50 ng/ml), las células fueron fijadas. Las flechas indican los
cuerpos celulares mientras que las puntas de flecha indican los extremos de las neuritas. Escala: 15 um. B. El histograma muestra la
cuantificacién del nimero relativo de células GFP positivas con neuritas de longitud mayor a al diametro de un cuerpo celular en los
diferentes grupos experimentales. Los resultados se muestran como promedio + SD de un experimento representativo que se realizé
por triplicado obteniendo resultados similares. *p<0.01 (ANOVA, seguido de un test Student-Newman—Keuls). C. Imagenes
representativas de neuronas sensoriales transfectadas con el vector control, Etv4-HA o Etv5-Flag junto con el vector que expresa la
proteina GFP. Luego de 24 horas mantenidas en medio con NGF (50ng/ml), las neuronas fueron fijadas y analizadas. Las flechas indican
los cuerpos neuronales mientras que las puntas de flecha indican el recorrido y terminales de las neuritas. D. El histograma muestra la
cuantificacién de la longitud de la neurita mds larga. Los resultados se muestran como promedio + SD de un experimento

representativo que se realizd por triplicado obteniendo resultados similares. *p<0.01 (ANOVA, seguido de un test de Dunnet). E. El
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histograma muestra la distribucion de neuronas clasificadas segun la longitud de la neurita mas extensa luego de la transfeccion con el
vector control, Etv4-HA o Etv5-Flag junto con el vector de GFP. F. El histograma muestra la cuantificacion de neuronas sensoriales
sobre-expresando Etv4 o Etv5 junto con la proteina GFP, cultivadas en presencia del inhibidor apoptético Z-VAD-FMK (50 nM). Las
neuronas se mantuvieron como se indica, en ausencia o presencia del factor neurotréfico durante 24 hs y luego fueron fijadas. Se
cuantifico la longitud de la neurita mas extensa. Los resultados se muestran como promedio + SEM de un experimento representativo,
que se realizod por triplicado. *p<0.001 Etv4-HA y Etv5-Flag vs control en presencia de NGF (ANOVA, seguido de un test de Student—

Newman—Keuls).

Etv4 y Etv5 median la expresion inducida por NGF, de las metaloproteasas MMP3 y MMP13.

Los factores de transcripcién de la familia Ets regulan la expresion de diversos genes, para lo cual requieren de
una amplia variedad de interactores y cofactores (Hollenhorst PC. et al., 2011). Entre los genes que fueron
descriptos como regulados por los factores de transcripcién de la subfamilia Pea3, se encuentran varios
miembros de la familia de las metaloproteasas de matriz celular, por ejemplo MMP3, MMP10 y MMP13, las
cuales estan implicadas en la remodelacién de la matriz extracelular que ocurre durante el desarrollo normal y
puede verse exacerbado en condiciones patoldgicas (Page-McCaw A. et al., 2007). En particular, MMP3
(también llamada estromelisina-1) es inducida por NGF y ha sido descripta como mediadora del crecimiento
axonal y la invasividad del cono axonal a través de la matriz extracelular (Nordstrom LA. et al., 1995). Nuestros
resultados mostraron una induccion significativa de los niveles de MMP3 y MMP13 (también llamada
colagenasa 3) en células PC12 y neuronas sensoriales del DRG en respuesta al factor neurotrofico, NGF
(Figura 16 A, B). El crecimiento neuritico inducido por esta trofina, tanto en células PC12 como en neuronas
sensoriales (Figura 16 C, D) se vid bloqueado en presencia del inhibidor general (de amplio espectro) de
metaloproteasas, GM6001. Dado que en las regiones regulatorias promotoras de los genes de MMP3 y
MMP13, existen secuencias conservadas de unién para los factores de transcripcidon de la subfamilia Pea3
(Yan C. y Boyd DD., 2007), decidimos estudiar si la expresidn de Etv4 y Etv5 inducida por NGF, podria mediar la
expresion de estas MMPs. Para este fin, se midieron los niveles de expresién de Mmp3 y Mmp13 por RT-PCR
en tiempo real, en la linea celular PC12 transfectadas con los vectores que contienen las secuencias Etv4-
ARNsh o Etv5-ARNsh, seleccionadas con puromicina (5 ug/ml) para incrementar la poblacion de células que

estén expresando los Etv-ARNsh y luego tratadas con NGF (50ng/ml). Como se muestra en la Figura 16 panel
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E, observamos una disminucion significativa en los niveles de ARNm de Mmp3 y Mmp13 en respuesta a la
estimulaciéon con NGF, cuando la expresiéon de Etv4 o Etv5 fue interferida. Estos resultados indicaron que
estos factores de transcripcion median la induccién de la expresién de las metaloproteasas, MMP3 y MMP13,
en la respuesta biolégica inducida por NGF. De acuerdo con estos resultados, ensayos de ganancia de funcion,
transfectando neuronas sensoriales con pldsmido control, o pldsmidos que contienen las secuencias
codificantes para MMP3-HA o MMP13-Flag junto con el vector de expresion de la proteina GFP, evidenciaron
una potenciacion de la diferenciacion morfoldgica inducida por NGF (Figura 16 F y G). En conjunto, estos
resultados indicaron que Etv4 y Etv5 serian mediadores de la expresion de MMP3 y MMP13, dos

metaloproteasas involucradas en el crecimiento neuritico inducida por NGF.

Figura 16. Etv4 y Etv5 median la expresion de MMP3 y MMP13 inducida por NGF. Andlisis cuantitativo de la expresién del ARNm de
Mmp3y Mmp13 por RT-PCR en tiempo real, en neuronas sensoriales (A) y células PC12 (B) en presencia de NGF (50ng/ml) durante los
tiempos indicados. Los niveles de los ARNm de Mmp3 y Mmp13 fueron normalizados respecto de los niveles del ARNm del gen Thp.
Lo que se muestran son valores promedio + SD evaluados por triplicado. *p<0.001 tratamiento con NGF versus el grupo control (no
estimulado) (ANOVA, seguido por un test de Dunnett). A. En el panel superior se muestra el control sin transcriptasa reversa (-RT). C.
Imdagenes representativas de neuronas sensoriales mantenidas en presencia de NGF, en presencia o no del inhibidor GM6001 (2.5
UM) durante 36 horas. Escala: 30 um. D. Cuantificacion del crecimiento neuritico observado en C. *p<0.0001 (Test de Student,
t=14.78). E. Los niveles del ARNm de Mmp3y Mmp13 fueron analizados por RT-PCR en tiempo real, de células PC12 transfectadas con
el vector control, o vectores que contienen las secuencias Etv4-ARNsh o Etv5-ARNsh seguido de un tratamiento con NGF (50 ng/m)
durante 8 horas. Los niveles de los ARNm de Mmp3y Mmp13 fueron normalizados relativos a los niveles del ARNm de Tbp. Las células
transfectadas fueron enriquecidas con puromicina (5 ug/ml). El porcentaje de induccién por NGF del ARNm de Mmp3 y Mmp13
relativo a la condicidn sin tratar con NGF, es indicado para cada grupo experimental. F. Imagenes que muestran neuronas sensoriales
transfectadas con los vectores control, o los que codifican para MMP3-HA o MMP13-Flag junto con el vector de expresion de la
proteina GFP. Luego de 24 horas de tratamiento con NGF (50 ng/ml) en el medio, las células fueron fijadas. Escala: 30 um. Las flechas
indican los cuerpos neuronales mientras que las puntas de flecha indican los terminales neuriticos. G. El histograma muestra la
cuantificacion de la longitud de la neurita mas extensa. Los resultados se muestran como promedio + SEM de un experimento

representativo, realizado por triplicado. *p<0.005 (ANOVA, seguido de un test de Dunnett).
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El factor de transcripcion Etv4 es requerido para la extension y ramificacion de las proyecciones periféricas
de las neuronas sensoriales TrKA positivas.

Con el objeto de analizar el rol fisioldgico de los factores transcripcionales Pea3, comenzamos con el estudio
de ratones deficientes en un de ellos, Etv4 (Livet J et al., 2002).

El analisis realizado de los ratones deficientes en Etv4 indicé que este factor transcripcional no seria requerido
para la sobrevida de las neuronas sensoriales del DRG ya que no se observaron diferencias significativas en el

tamarfio de los DRG de los ratones mutantes (Etv4’/’) comparado con los ratones control (Etv4+/+) (Figura 17). El
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conteo del numero de neuronas total en estos ganglios, utilizando una tincidon nuclear como DAPI, no revelé
diferencias significativas entre los animales mutantes y los controles (216.3+10 vs. 213.747.5,
respectivamente). Tampoco se observaron diferencias significativas en el nimero de neuronas TrkA positivas
en los DRG evaluados (173.3%8.3 vs. 170.7+6.1, respectivamente). Basados en los resultados que obtuvimos
en ensayos in vitro en los que observamos una reduccion del crecimiento neuritico de las neuronas
sensoriales en respuesta a NGF en ausencia de Etv4, decidimos estudiar la inervacién sensorial de las
neuronas TrkA* en los animales Etv4”". Para ello realizamos ensayos de inmunohistofluorescencia utilizando

**) y ratones mutantes (Etv4”) a

anticuerpos anti-TrkA sobre secciones obtenidas de ratones control (Etv4
estadios tempranos del desarrollo (E14.5). A partir de imagenes obtenidas en microscopio confocal se observd
una reduccién, en la complejidad de nervios sensoriales TrkA* tanto miembros anteriores como posteriores.
Especificamente analizamos los miembros anteriores y observamos que mientras los principales haces de
axones sensoriales que inervan las extremidades anteriores de los ratones controles se extienden hasta los
extremos de los digitos de estos embriones, los ratones deficientes en Etv4 reflejaron una inervacién
reducida, (52426+10644 pm vs. 313405150 um) y un menor desarrollo de ramificaciones terminales con
respecto a los animales control (1013 vs. 6+1 unidades). Estos resultados indicarian que éste factor
transcripcional podria participar en la extension y ramificacion de las proyecciones periféricas de las neuronas

sensoriales TrkA+ del DRG in vivo, sin embargo es necesario el andlisis de un nimero mayor de animales para

poder obtener un resultado definitivo.

Figura 17. Etv4 estaria involucrado en la correcta inervacién periférica de las neuronas sensoriales TrkA" del DRG. A. Etv4 no seria
requerido para la sobrevida de neuronas del DRG. Inmunofluorescencia de DRG embrionarios (E14.5) lumbares de ratones control

+/+

(Etv4™") o ratones deficientes para Etv4 (Etv4’/’) tefiidos con anticuerpos anti-TrkA (verde) y colorante nuclear DAPI (azul). Barra de
escala: 60 um. Anélisis cuantitativo del niimero total de neuronas (B) y niimero total de células TrkA" (C) en DRG de E14.5 obtenido de
animales control (Etv4+/+) o deficientes en Etv4 (Etv4’/’). En cada histograma se representa el promedio = SD de los conteos. D.

Inmunotincidn de las extremidades anteriores de embriones control y mutantes con anticuerpos anti-TrkA y colorante nuclear DAPI.

Barra de escala: 120 um. Analisis cuantitativo de la longitud total de fibras TrkA" en los digitos de las extremidades anteriores (E) y del
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numero de ramificaciones observadas a partir de la fibra principal del digito mayor de estas extremidades (F) en animales control

(Etv4+/+) y animales mutantes (Etv4’/’). *p<0.05 (test de Student, t=3.089). En cada histograma se representa el promedio *+ SD de la

+/+)

cuantificacién, de 3 animales control (Etv4™") y 3 animales mutantes (Etv4'/').
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Ic. Discusion.

En este estudio se muestran evidencias del importante rol que desempeian los factores de transcripcion de la
subfamilia Pea3, Etv4 y Etv5, como mediadores de la respuesta retrégrada del factor neurotréfico NGF vy el
crecimiento axonal en neuronas sensoriales derivados del ganglio de la raiz dorsal. Se logré identificar que la
expresion de estos factores de transcripcidon requiere de la activacidon de la via de sefalizacion de MAPK y que
estos median la expresion de las metaloproteasas MMP3 y MMP13, dos metaloproteasas involucradas en la
remodelacién de la matriz extracelular y crecimiento axonal. Estos resultados sugieren que el factor
neurotréfico NGF liberado desde la piel, se une a su receptor TrkA, es transportado retrégradamente hacia el
cuerpo neuronal donde se induce la expresidon de un programa génico, en el cual se encuentran Etv4 y Etv5,

que promeven el crecimiento axonal de neuronas sensoriales (Figura 18).

ma Neurenal Terminal Axonal

MEKIMAPK o _

|
l\ ; Mmp3;Mmp13

Transporte retrdgrado

Crecimiento
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Figura 18. Modelo de induccion distal de Etv4 y Etv5 por el factor neurotréfico NGF. El NGF se une a su receptor TrkA en el terminal
nervioso, activandolo y los endosomas viajan hasta el cuerpo celular. Una vez en el cuerpo, se activa la via de sefializacion MAPK
induciendo la expresién de diferentes genes, involucrados en sobrevida neuronal, crecimiento y extension axonal. Entre los factores
de transcripcion inducidos, se encuentran Etv4 y Etv5, los cuales median la expresidén de genes involucrados en el crecimiento axonal,

como Mmp3y Mmp13.
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La expresion de los factores de transcripcion Pea3 en diferentes poblaciones neuronales del DRG.

Existe extensa evidencia acerca de las vias de sefalizacidon disparadas por factores neurotréficos, involucradas
en la sobrevida y especificacion neuronal, crecimiento axonal y arborizacion terminal en diferentes
subpoblaciones neuronales del ganglio de la raiz dorsal (Bibel M. y Barde YA., 2000; Markus A. et al., 2002;
Huang EJ. y Reichardt LF., 2003). Sin embargo, son escasos los estudios acerca del programa transcripcional
inducido por diferentes neurotrofinas a las cuales responden las diferentes poblaciones neuronales. En los
ultimos afos, se demostrd la expresién de los factores de transcripcién de la subfamilia Pea3 en diferentes
poblaciones neuronales del ganglio de la raiz dorsal. Estd ampliamente aceptrado que el factor de
transcripcién Etvl se expresa en neuronas propioceptivas del DRG luego de que sus axones alcanzan la
periferia (Lin JH. etal., 1998; Arber S. et al., 2000). La expresidén de Etvl en estas células se correlaciona con la
expresion del receptor TrkC, neuronas que responden al FN NT3 (Arber S. et al., 2000; Patel TD. et al., 2003).
No ocurria lo mismo para los otros dos miembros de la familia Pea3, cuya expresiéon no habia sido
caracterizada en detalle. En cuanto a Etv4, se habia descripto su expresidn en el DRG en una subpoblacidn
neuronal TrkC positiva, y en otras poblaciones de neuronas sensoriales no caracterizadas (Arber S. et al.,
2000). Con respecto a la expresidn de Etv5 en neuronas sensoriales del DRG, ésta no habia sido caracterizada
previamente.

En ésta tesis, mostramos que Etv4 y Etv5 se expresan en neuronas sensoriales que expresan el receptor para
el factor neurotréfico NGF, TrkA. Es interesante destacar que tal expresidn coincide con el periodo del
desarrollo en el cual los axones sensoriales crecen en respuesta al NGF que es liberado desde la piel,
indicando que Etv4 y Etv5 podrian mediar la inervacidn sensorial guiada por la trofina. Identificamos que la
mayoria de las neuronas que expresan TrkA, también expresan Etv4 y Etv5, incluso pueden observarse en las
inmunotinciones que existen diferentes niveles de expresion entre ellos, incluso dentro de la misma neurona.
Sin embargo, Etv4 y Etv5 no se expresan exclusivamente en neuronas TrkA positivas, sino que también co-
localizan con Ret, el receptor para GDNF. Cabe destacar que ni Etv4 ni Etv5 se expresan en las células gliales

que rodean a las fibras de los ganglios sensoriales. De acuerdo con el trabajo de Arber S. et al 2000, no
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detectamos la expresion de Etvl en neuronas TrkA positivas, lo que indicaria que su expresién es

independiente de NGF (Figura 9).

La via de sefializacion de MAPK activada por NGF, es necesaria para la induccién de Etv4 y Etv5.

El NGF liberado desde la piel, es esencial para la sobrevida neuronal asi como para el desarrollo de la
inervasion sensorial cutdanea (Zweifel LS. et al., 2005). La evidencia de que el NGF juega un rol crucial en el
crecimiento de neuronas sensoriales, ademas de ser esencial para la sobrevida neuronal, proviene del estudio
en los animales doble mutante para la proteina proapoptédtica Bax (Bcl-2 associated X protein) y NGF (Bax-/-
NFG -/-) o TrkA (Bax-/- TrkA-/-). Estos ratones en los cuales se evita la muerte neuronal por apoptosis por la
falta de NGF, muestran defectos en la inervacion periférica (Patel TD. et al., 2000). El principal mecanismo a
través del cual el NGF viaja retrégradamente desde la periferia hasta el cuerpo celular es unido al receptor
TrkA en endosomas (Figura 8. Barker PA. et al., 2002; Cosker KE. et al., 2008; Harrington AW. and Ginty D.,
2013). A pesar de los diversos trabajos que describen los mecanismos celulares y moleculares involucrados en
el transporte retrogrado del factor neurotrofico, la identificacidon de los factores de transcripcidon y los genes
rio abajo que estarian mediando el crecimiento axonal y la inervacién periférica dependiente de NGF, aun no
se conocen en su totalidad. La expresion de Etv4 y Etv5 en el momento en que los axones sensoriales del
ganglio de la raiz dorsal invaden la piel, nos llevd a preguntarnos si la expresidon de ambos puede estar siendo
regulada por el factor neurotréfico NGF. En este capitulo describimos que la expresion génica de Etv4 y Etv5
estd regulada por NGF, a través de la activacion de la via de MAPK. Ademas mostramos que la activacién de
TrkA por NGF en el terminal axonal, es suficiente para poder inducir la expresién de éstos factores de
transcripcién. Probablemente ocurra a través de la activacion de la kinasa Erk5, miembro de la familia de
MAPK que se activa en el cuerpo neuronal luego de una estimulacidn con NGF distal. Tanto la kinasa Erk5
como las kinasas Erk1/2, son inhibidas por el farmaco PD98059 (Watson FL. et al., 2001; Kammakura S. et al.,
1999; Mody N. et al., 2001.). En base a estos resultados, proponemos que los factores de transcripcion, Etv4 y
Etv5, son mediadores clave en el programa transcripcional que induce el NGF periférico unido a su receptor

TrkA (Figura 18).
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Los factores transcripcionales de la familia Ets, en particular los de la subfamilia Pea3, comparten el dominio
ETS altamente conservado entre ellos, ademas de dos dominios de trans-activacién (Figura 3 y 4). En la
mayoria de los casos, los miembros de la familia Ets son factores de transcripcidn activadores de la
transcripcién génica. Estas proteinas regulan la transcripcién de multiples genes a través de la interaccidon con
diversos tipos de proteinas, dependiendo del contexto celular; también sufren modificaciones post-
traduccionales especificas como pueden ser la fosforilacidon y la acetilacion (Li R. et al., 2000; Verger A. y
Duterque-Coquillaud M., 2002). La interaccién con otros factores proteicos caracteristicos en cada contexto
celular, construyen un patrén regulatorio que determina la especificidad de cada Ets por las secuencias
promotoras génicas. Es por esto que la funcién de estos factores de transcripcién debe ser considerada en
combinacidn con otros factores transcripcionales, dado que la funciéon de un mismo Ets difiere dependiendo
en el contexto celular que se encuentre. Diversos estudios lograron identificar factores de transcripcion
inducidos por NGF en neuronas sensoriales, como CREB (cAMP response element-binding), NFAT (nuclear
factor of activated T cells), MEF2 (myocyte enhancer factor-2) y SRF (serum response factor) entre otros, los
cuales controlan distintos aspectos de la respuesta bioldgica inducida por NGF (Figura 8. Lonze BE. and Ginty
D., 2002; Graef IA. et al., 2003; Wickramasinghe SR. et al., 2008; Pazyra-Murphy MF. et al., 2009). Conocer y
entender las diferentes interacciones funcionales entre los diferentes factores transcripcionales, y el efecto

biolégico asociado a ellos es un importante desafio en el campo de las neurotrofinas.

La induccién de Etv4 y Etv5 es necesaria para el crecimiento axonal inducido por NGF.

En éste capitulo de la tesis se describe que la reduccién en la expresion de Etv4d o Etv5 reduce
significativamente el crecimiento neuronal inducido por NGF; mientras que la sobreexpresién de uno u otro
potencia el crecimiento neuritico inducido por la misma trofina. Es interesante mencionar que experimentos
previos de disefio muy diferente a lo realizado en esta tesis, muestran que la expresion precoz de la fusidn
EWS-Etv4 en neuronas sensoriales derivadas de DRG de ratones mutantes (Tau®™ 7" |s]1“* EWs, Ewing
Sarcoma e Isll, Insulin gene enhancer protein 1), permite la sobrevida y el crecimiento neuritico

independientemente de la presencia de neurotrofinas (Hippenmeyer S. et al., 2005). En este caso la expresion
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prematura y la fusion EWS-Pea3, permite eludir la necesidad de activacién por cofactores conservando la
dependencia del sitio ETS en la activacién del factor transcripcional Etv4, haciéndola menos sensible al
contexto celular. La activacion de los programas transcripcioanles acoplados a la determinaciéon de los
diferentes destinos neuronales en el DRG, esta estrictamente regulada durante el desarrollo y forman parte
de los mecanismos de maduracion neuronal. Nuestros resultados de sobre-expresion de Etv4 o Etv5, en
ausencia de NGF, no son suficientes para inducir tal crecimiento; indicando que la sefial inducida por NGF es
necesaria no solo para la induccién de Etv4 y Etv5 sino que la presencia de la trofina podria ser necesaria para
la activacion de estos factores o incluso la expresidon de otras proteinas que interactien con ellos. Un dato
importante es la identificacion de genes blanco regulados directa o indirectamente por Etv4 y Etv5 que
podrian estar participando en el crecimiento neuritico inducido por NGF. Entre los candidatos logramos
identificar de acuerdo a reportes en la literatura previos (Trojanowska M. et al, 2000; Oikawa T.y Yamada T.,
2003; de Launoit Y. et al., 2006; Nordstrom LA. et al., 1995; Chen L. et al., 2008) dos metaloproteasas, MMP3
y MMP13 que se inducen en neuronas sensoriales derivadas del DRG y en la linea celular PC12, en respuesta
al factor tréfico NGF. Describimos que la reduccion en la expresidn de Etv4 o Etv5 disminuye la induccién por
NGF de MMP3 y MMP13, de acuerdo con la presencia de sitios de unién Pea3 en las secuencias promotoras
de éstas metaloproteasas (Figura 5. Yan C. y Boyd DD., 2007, Tardif G. et al., 2004). Realizamos ensayos de
sobreexpresion de MMP3 o MMP13 en neuronas sensoriales y vimos que el crecimiento neuritico en
respuesta a NGF se veia potenciado. A pesar de la evidencia de la regulacion de Etv4 y Etv5 sobre la expresion
de éstas metaloproteasas en respuesta a NGF, consideramos que estos factores de transcripcion podrian
tener otros genes blanco que participen el crecimiento neuritico. Los factores de transcripcion de la subfamilia
Pea3 se expresan tanto durante el desarrollo normal como en procesos oncogénicos que pueden involucrar el
remodelado de la matriz (Lu C. et al., 2009; Zhang Z. et al., 2009; Oh S. et al., 2012).

Nuestros resultados sefialan a Etv4 y Etv5 como factores clave en el crecimiento neuritico durante el
desarrollo, y sugiere que también podrian estar involucrados en procesos de regeneraciéon axonal que le

siguen a un evento de injuria. Por esto es que consideramos importante entender el rol de Etv4 y Etv5 en la
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compleja red molecular que controla el crecimiento neuritico en respuesta a claves del medio extracelular, lo

gue seria determinante para el diseiio de terapias de reparacién y regeneracién en el sistema nervioso.
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Id. Materiales y Métodos.

Lineas celulares, proteinas recombinantes e inhibidores. La linea celular PC12 (linea celular tumoral derivada
de feocromocitoma de la glandula adrenal de rata; Greene LA., 1976) se crecié en medio de cultivo DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle’s médium), 5% suero de caballo y 10% de suero fetal bovino (Invitrogen; Shirazi
Fard et al., 2010). La linea celular COS (CV-1 simian in Origin and carrying the SV40 genetic material, Gluzman
Y et al, 1981) se crecié en DMEM suplementado con 10% suero fetal bovino. Ambos medios suplementados
con: Glutamax (2 mM) y penicilina/streptomicina (60 unidades/ml y 60ug/ml, respectivamente), crecidas a 37
°C y 5% CO2. Los ligandos NGF y el bFGF (también conocido como FGF2 o FGF-B) fueron obtenidos de
Promega y R&D Systems respectivamente. El inhibidor de la via de MAPK, PD98059 fue obtenido de Sigma-
Aldrich, el inhibidor general de caspasas N-Benciloxicarbonil-Val-Ala-Asp (0-Me) fluoromethyl cetona (Z-VAD-
FMK) obtenido en R&D Systems y el inhibidor de amplio espectro de metaloproteasas GM6001 obtenido de

Calbiochem

RT-PCR en tiempo real (Real-time RT-PCR). La expresidn de Etv4, Etv5, TATA box binding protein (Tbp), TrkA, y
MMP3 ARNm fueron analizados por RT-PCR cuantitativa. El ARN total fue extraido y aislado de células PC12 y
neuronas sensoriales derivadas del ganglio de la raiz dorsal tratadas o no con NGF por los tiempos indicados
usando un kit de extraccion y purificacién de ARN total (RNA-easy columns, de Quiagen). El ADN copia (ADNCc)
fue sintetizado usando la transcriptase reversa MultiScribe y Hexameros Random (de Applied Biosystems). El
ADNCc fue amplificado usando los siguientes sets de primers: Tbp: forward, 5'- GGGGAGCTG TGA TGT GAA GT-
3; reverse, 5'-CCAGGAAAT AAT TCT GGC TCA-3'(Ledda et al., 2007); Etv5 de rata: forward, 5'-GAA GTG CCT
AAC TGC CAG TCA CCC-3’; reverse, 5_-GGC ACC ACG CAA GTG TCA TCG A-3’; Etv4 de rata: forward, 5'-ACT
CAG ATG TCC CTG GAT GTG-3’; reverse, 5 -TCA CTC CAT CAC CTG AAG AGG-3’; TrkA de rata: forward, 5 -CTG
CCA GGA CAA ACA GAA CAC-37; reverse, 5-GTGGTTGGCTTCGTCTGAGTA-3"; MMP3 de rata:forward, 5 -GCT

ATT CTG GCC ACC TTC TTC-3"; reverse, 5'-TCA TCA TCA CCA TAG GGA AGG-3"; MMP13 de rata: forward, 5'-
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GAC AGA TTC TTC TGG CGT CTG-3’; reverse, 5'-GAA GTT CTG GCC AAA AGG ACT-3". La especificidad de los
primers fue controlada por PCR convencional. Las RT-PCR fueron realizadas usando el kit SYBR Green gPCR
Master Mix (de Invitrogen) en un sistema de deteccion ABI7500 (de Applied Biosystems). Las reacciones se

realizaron en un volumen final de 25 pl, siguiendo las instrucciones del prospecto adjunto a cada kit.

Transfeccion celular, plasmidos y tratamientos farmacoldgicos. Las células COS fueron transfectadas con
polietilenimine (PEIl, de Polyscience), mientras que para las células PC12 se utilizé X-tremeGENE (de Roche)
siguiendo las instrucciones del prospecto adjunto a cada reactivo. En particular, segun lo indicado, las células
fueron transfectadas con los plasmidos Ets-ARNsh-GFP y luego fueron seleccionados con puromicina (5ug/ml)
para incrementar el nimero de células transfectadas sobre las que no. La transfeccién transciente de
neuronas sensoriales disociadas derivadas del ganglio de la raiz dorsal, fue realizada con Lipofectamina 2000
(de Invitrogen) en 300ul de voliumen final de medio (DMEM:F12, 1:1) con 1ug de ADN palsmidico total por
cada pocillo (se utilizaron las placas de multiwell P24). Para los ensayos de sobreexpresion, las células PC12 se
co-transfectaron con los plasmidos Etv4-HA o Etv5-Flag, MMP3-HA o MMP13-Flag (0.9 pg) y el plasmido de
expresion de GFP (0.1 pg). Los plasmidos de Etv4-ARNsh-GFP, Etv5-ARNsh-GFP, Etv4-HA, Etv5-Flag, MMP3-HA
y MMP13-Flag fueron obtenidos de Cellogenetics. El vector retroviral pRetro-U6G shRNA fue utilizado para la
expresion de Etv4-ARNsh y Etv5-ARNsh; mientras que para los plasmidos Etv4-HA, Etv5-Flag, MMP3-HA vy
MMP13-Flag se utilizé en vector pRPCX1.0. El pldsmido de expresion de la proteina fluorescente verde (GFP)
fue obtenido de Clonotech. El inhibidor de la via de sefializacion de MAPK, PD98059, se usd en una
concentracién de 50 uM, durante 30 minutos previo a la estimulacién con el factor neurotréfico NGF, a 37°C.
El inhibidor Z-VAD-FMK (Neumar RW. et al., 2003) fue utilizado en una concentracion de 50 nM y el inhibidor

de metaloproteasas, GM6001, fue utilizado en una concentracién de 2.5 uM.

Cultivo primario de neuronas sensoriales. Neuronas sensoriales derivadas del ganglio de la raiz dorsal (DRG)
de dia embrionario (E) 15 de rata (obtenidos del bioterio de Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad

de Bueno Aires) fueron disociadas como se describe previamente en el trabajo de Baudet C. (2000).
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Brevemente los ganglios sensoriales fueron disociados enzimaticamente con colagenasa | (Sigma-Aldrich),
tripsina (Invitrogen) y DNAse | (Invitrogen) y luego plagueadas en placas de multiwell P24 con una matriz de
poly-ornitina (Sigma-Aldrich) y laminina (Sigma-Aldrich). Las neuronas fueron mantenidas en DMEM: F12 (1:1)
suplementado con penicilina (12 unidades/ml), streptomicina (12 pg/ml), glutamine (2mM, Invitrogen), BSA
(1 mg/ml, Sigma-Aldrich) y el factor neurotréfico NGF (50 ng/ml). Los cultivos compartimentalizados fueron
realizados como se describid previamente (Campenot RB., 1994; Ledda F. et al., 2002). Brevemente, placas de
60 mm (P60), fueron cubiertas con una matriz de colageno | de cola de rata sobre la cual se realizaron
trazados paralelos a través de la matriz (pin rake, Tyler Research Instruments). Luego se colocé la camara de
teflon con dos compartimentos (Tyler Research Instruments), utilizando grasa vacuna (DOW CORNING High
Vacuum Silicone Grease-Sigma;) para adherirla sobre la matriz de colageno de la placa P60 (Campenot RC.,
1994). Las neuronas disociadas se plaguearon en uno de los dos compartimentos de la camara, y se las
mantuvo 2 dias en DMEM: F12 suplementado con 100 ng/ml de NGF. Luego el medio fue reemplazado por
medio con cantidades diferentes del factor neurotréfico: en el compartimento de los cuerpos neuronales (CN)
10-20 ng/ml y en el de los axones (DA) 100 ng/ml. Al séptimo dia de cultivo, cuando los axones ya
atravesaron la barrera de grasa hacia el compartimento DA, se realizd6 el hambreado de las neuronas en
ambos compartimentos y luego se estimuld durante 8 horas con NGF en los distintos compartimentos CB o
DA. Las neuronas del compartimento CB fue procesado para la extraccion de ARN y la expresion de Etv4 y Etv5

fue analizada por RT-PCR en tiempo real.

Camara de Campenot
(dispositivo de teflon)

Cuerpos = Axones
Neuronales  distales
(CN)  (AD)

Cuerpos MNGF
Neuronales HGF, {5 ngiml)
(CN) (100 ng/ml}

Axones
Distales
(AD)

NGF (100 ng/ml)

7O
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Figura 19. Camaras de Campenot, cultivos compartimentalizados. Este modelo in vitro se utiliza en el estudio del tranporte
retrogrado de las neurotrofinas y sus receptores, como las vias de sefalizacion inducidas rio abajo. Los dispositivos de teflén se
colocan por sobre una matriz de colageno tipo |, y se adhiere con una grasa que puese ser atravesada por los axones. En el esquema se
muestra la evolucién de los cultivos y las concentraciones utilizadas de NGF: en el compartimento de los cuerpo neuronales (CN)
inicialmente se usa 100 ng/ml y finalmente 5 ng/ml; y en el compartimento donde los axones van creciendo la concentracién es
constante (100 ng/ml). Cuando los axones finalmente se encuentran del otro lado de la barrera de graza y con una longitud

significativa, luego de 7 DIV, se procede con la estimulacién con NGF distalmente.

Western blot. Las células fueron lisadas a 4°C en un buffer 0.5% de Triton X-100, 1% octil-glucosil plus
protease, e inhibidores de fosfatasas. Los lisados proteicos fueron clarificados por centrifugacion y analizados
luego por Western blot como se describid anteriormente en el trabajo de Ledda F. et al., 2008. Las
membranas de PVDF fueron reveladas usando el escaner (Storm 845 Phosphor Imager, GE Healthcare Life
Sciences). Los anticuerpos primarios utilizados fueron: anti-Etv5 (H-100), anti-Etv4 (G-10), y anti-actina (Santa
Cruz Biotechnology); anti-TrkA (R&D Systems); anti-Flag (Sigma-Aldrich); anti-MAPK fosforilada (New England

Biolabs); y anti-Bllitubulina (Promega).

Immunofluorescencia. Embriones de rata a distintos estadios del desarrrollo fueron procesados para realizar
secciones coronales de criostato. Estas secciones y cultivos primarios de neuronas sensoriales derivadas de
DRG fueron fijados con PFA 4%, permeabilizados con 0.25% Triton X-100 en PBS, blogueados con 10% suero
normal de burro (Jackson ImmunoResearch), y luego incubados entre 12 y 16 horas a 4°C con los diferentes
anticuerpos primarios. Anti-TrkA policlonal (1:200 para secciones de criostato y 1:1000 para cultivos
primarios; R&D Systems), anti-Ret (1:200 para secciones de criostato; R&D Systems), anti-Etv4 (1:400 para
secciones de criostato y 1:800 para cultivos primarios), anti-Etv5 (1:400 para secciones de criostato y 1:800
para cultivos primarios; Santa Cruz Biotechnology), anti-Bllitubulina (1:3000; Promega), anti-Sox2 (1:400;
Sigma-Aldrich). Anti-Etv1 (1:2000) fue proporcionado amablemente por la Dra. Silvia Arber (Universidad de
Basel, Suiza). Anticuerpos secundarios fueron comprados en Jackson ImmunoResearch. Para cada edad
embrionaria, se disecé la médula espinal con los ganglios sensoriales adosados a nivel lumbar y se realizaron

cortes coronales de 10 um de espesor.
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La inmunotincién para el estudio de la inervacién sensorial de los miembros posteriores de ratones salvajes y
mutantes para el factor transcripcional Etv4 fue realizada segun (Ranhe JA. et al., 2007) con el anticuerpo
primario anti TrkA.

Las imagenes se tomaron con un microscopio de fluorescencia invertido Olympus IX-81 y un microscopio

confocal Olympus, segun se indica en la leyenda de cada figura.

Ensayos de crecimiento neuritico. Las células PC12 fueron transfectadas de forma transciente con los
pldasmidos de Etv-ARNsh usando X-tremeGENE, en placas de 35mm. Al dia siguiente las células transfectadas
se plaquearon en placas multiwell P24 en medio completo, luego del hambreado se procedié con la
estimulacidon o no con el factor neurotréfico NGF (50 ng/ml). Luego de 72 horas, las células fueron fijadas con
4% PFA. Se cuantificod el nimero de células con neuritas de longitud mayor a uno y medio o dos diametros de
cuerpos celulares sobre el nUmero total de células. Se contaron al menos 10 campos tomados al azar de tres
pocillos, en cada experimento, el cual se realizé por triplicado. Las imagenes fueron obtenidas con un
microscopio invertido de fluorescencia Olympus IX-81. En neuronas sensoriales, los ensayos de crecimiento
neuritico fueron realizados en neuronas derivadas de ganglios sensoriales de dia embrionario 15 de rata. Estas
neuronas fueron transfectadas con Etv4-ARNsh-GFP, Etv5-ARNsh-GFP, Etv4-HA, Etv5-Flag, MMP3-HA,
MMP13-Flag, o vector control expresando la proteina GFP y mantenidas en presencia de NGF (50 ng/ml)
durante 24 o 36 horas. Luego las células fueron fijadas con 4% PFA y tefiidas con anticuerpo primario anti-
Bllitubulina como marcador neuronal. La sobrevida neuronal fue evaluada por la coloracion nuclear de DAPI
(4°,6-diamidino-2-fenilindole dihidroclorido; Sigma-Aldrich). Las neuronas positivas para GFP con nucleo
fragmentado o condensado fueron consideradas células apoptéticas y no fueron consideradas en la
cuantificacidn de los ensayos de crecimiento neuritico. La cuantificacién de la neurita mas larga se realizé con
el software Imagel. Las imagenes fueron tomadas con el microscopio invertido de fluorescencia Olympus IX-

81.
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Ensayos de pérdida de funcidon: Ets-ARNsh. La secuencia blanco del Etv4-ARNsh es 5'-
GCAGCAAATCTCCCGGAAATG-3’, y corresponde a los nucleétidos nimero 324 —344 del ARNm de Etv4 de rata.
Para el caso del Etv5-ARNsh la secuencia blanco es 5'-GGATCACAGCAGCAAACATTT-3" y corresponde a los
nucledtidos nimero 691-711 del ARNm del Etv5 de rata. Estas regiones no son homologas a otros factores de
transcripcién u otro gen conocido determinado por busqueda BLAST. El analisis estadistico se realizé con el
software GraphPad Prism 5.0, en cada caso se indica el test o analisis realizado: test de Student o ANOVA de

una via, seguido del post test Dunnett o de Newman—Keuls.
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Capitulo Il.

Sistema Nervioso Central.

Etv4 y Etv5 son requeridos durante el desarrollo dendritico hipocampal en
respuesta a BDNF.
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lla. Introduccion.

El hipocampo y su funcion.

El hipocampo es una estructura involucrada en los procesos de memoria y las neuronas que lo forman son las
primeras en verse dafadas en patologias como la enfermedad de Alzheimer. El dafo al hipocampo también
puede proceder de situaciones de hipoxia, encefalitis o epilepsia del I6bulo temporal. Las personas que han
sufrido un dafio extenso en el hipocampo pueden experimentar amnesia, es decir, la incapacidad para
adquirir o retener nuevos recuerdos.

El hipocampo esta localizado en el interior de la parte medial o interna del I6bulo temporal, bajo la superficie
cortical. La formacién hipocampal pertenece al sistema limbico y consta de seis regiones citoarquitecténicas
gue incluyen el giro dentado, el hipocampo, propiamente dicho, subdividido en tres campos: CA (Cornu
Ammonis) 1, CA2 y CA3, el subiculum, el presubiculum, el parasubiculum y la corteza entorrinal.

La principal aferencia hipocampal es la corteza entorrinal que inerva el giro dentado a través de la via
perforante. Los axones de esta via establecen contactos excitatorios con las dendritas de las células granulares

y neuronas de la region CA3. Las células granulares proyectan a través de sus axones, formando las llamadas

“mossy fibers” o “fibras musgosas” a las dendritas de las células piramidales de la region CA3. Estas neuronas
proyectan sus axones hacia las células piramidales de la region CA1 formando las colaterales de Schaffer. Las
células piramidales de CA1 envian sus axones al subiculum y corteza entorrinal. Ademds, se observa otro
patrén unidireccional similar en las conexiones de la regién CA3 a la CA1 por la via las colaterales de Schaffer,
y desde la regidn CA1 al subiculum.

En el hipocampo propiamente dicho la organizacidn celular es laminar. La principal capa celular es la de las
neuronas piramidales (stratum pyramidale, sp.). Inmediatamente debajo de la capa piramidal estd el stratum
oriens (so.), una fina capa con pocas células. Por encima de la capa piramidal de CA3 se encuentra una

pequefia capa llamada Stratum lucidum (sl.), ocupada por los axones de las fibras musgosas del giro dentado.

Por encima del stratum lucidum en CA3 y por encima de la capa piramidal en CA1l, se encuentra el stratum
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radiatum (sr.), y se define como la region supra-piramidal donde se localizan las conexiones de CA3 a CA1 por
las colaterales de Schaffer. La parte mas superficial del hipocampo recibe el nombre de stratum lacunosum-
moleculare (sl-m.) y es aqui donde finalizan su recorrido las fibras de la via perforante provenientes de la
corteza entorrinal. Dentro de esta organizacion, la principal capa celular es la de las neuronas piramidales.
Estas células tienen un arbol dendritico basal que se extiende por el stratum oriens y otro arbol dendritico

apical en el stratum lacunosum-moleculare (Figura 20).
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Figura 20. El hipocampo: su estructura y sus conexiones. A. Axones de la corteza entorinal (laminas Il/1V) llegan al giro dentado por la
via perforante. Las células de la capa granular del giro dentado inervan a través de las fibras musgosas (“mossy fibers”) la regién CA3.
En CA3 los axones que forman las colaterales de Schaffer proyectan a la regidon CAl. La informacion deja la region CAl y alcanza las

neuronas del subiculum y la corteza entorrinal (laminas V/VI). A su vez de la corteza entorrinal (laminas 11I/V) la informacién alcanza la
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region CA1l en el hipocampo y el subiculum, formando un bucle de informacién entre la corteza entorrinal, la region CA1l del
hipocampo y el subiculum. B. Se muestran dos neuronas piramidales de morfologia caracteristica de las regiones CA1 y CA3 en el
hipocampo y su relativa ubicacion en la estructura laminar hipocampal. Se pueden identificar diferentes laminas: stratum oriens (so.),
stratum pyramidale (sp.), stratum lucidum (sl.), stratum radiatum (sr.) y stratum lacunosum-moleculare (sl-m.). (Adaptado de Moser

El., 2011).

Las funciones que se le atribuyen al hipocampo tienen que ver con la memoria y la percepcidon espacial,
debido a que sus neuronas presentan actividad relacionada con el entorno en el que se encuentra el animal
en estudio, habiéndose definido un mapa cognitivo del hipocampo (O'Keefe J. y Dostrovsky J., 1971; Jacobs LF.
y Schenk F., 2003). El hipocampo juega un papel central en la consolidacion de la memoria, en la conversién
de la memoria a corto plazo en memoria a largo plazo que se almacena en la corteza. Este hecho esta avalado
por estudios moleculares que indican que tras el aprendizaje inicial, es necesaria la reactivacién de la memoria
hipocampal para la plasticidad cortical. El receptor NMDA (N-metil-D-aspartato) es una molécula crucial en la
plasticidad sindptica y en la formacidn de la memoria. Cuando las neuronas de la regiéon CA1 carecen de dicho
receptor, la formacion de memoria a largo plazo se ve gravemente afectada (Shimizu E. et al., 2000). La
plasticidad neuronal es uno de los principales sujetos de investigacion en neurobiologia. En sentido amplio, y
sin considerar aspectos del desarrollo neuronal tardio, se entiende por neuroplasticidad la capacidad de las
neuronas de cambiar su morfologia tanto somatica como dendritica asi como sus conexiones con otras
neuronas, de tal forma que las sinapsis pueden sufrir modificaciones a nivel cuantitativo, cualitativo,
topografico y estructural. Siendo asi responsable la neuroplasticidad de la capacidad de adaptacién al medio
ya que estos cambios intervendrian en procesos de aprendizaje, memoria y conducta (Cooke SF. y Bliss TV.,
2006; Garcia-Segura LM., 2009). Existen dos grandes clases de mecanismos que determinan la
neuroplasticidad: procesos inductivos por parte de una neurona aferente y dependientes de la actividad
sindptica y procesos parcialmente auténomos de la propia neurona. Entre estos ultimos se encontrarian las
cascadas de sefializacién intracelulares que conllevan cambios transcripcionales y cuyo resultado final es la

transformacion morfologica de la célula (Bear MF. et al., 2008).
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Desarrollo del arbol dendritico neuronal.

El crecimiento dendritico es extraordinariamente dindmico y responde a senales del entorno, ya sean factores
autonomos o seiales extracelulares. En general, las neuronas presentan patrones de arborizacién dendritica
especificos de cada tipo neuronal, con propiedades de membrana altamente especificas de cada célula (Rall
W. et al., 1995; Stuart G. et al., 1999). El desarrollo del sistema nervioso comprende varias etapas. Primero las
neuronas nacen y migran hasta sus posiciones finales, seguidamente emiten sus axones y dendritas con
patrones caracteristicos segun el tipo celular y finalmente se forman la conexién entre ellas, las sinapsis. Estas
conexiones sinapticas tempranas son generalmente remodeladas por la actividad neuronal para alcanzar el
patrén maduro de conectividad del cerebro (Goodman CS. y Shatz CJ., 1993; Katz LC. y Shatz CJ., 1996). La
diferenciacidn de las dendritas ocurre simultdneamente a la formacién de las sinapsis (Purves D. y Hume RI.,
1981). La morfologia de los arboles dendriticos son un factor clave en determinar cdmo las sefiales que
proceden de sinapsis individuales son integradas (Segev |. y London M., 2000, Gulledge AT. et al., 2005).
Diferentes patologias neuronales estan caracterizadas por presentar anormalidades en la estructura de los
arboles dendriticos, estas incluyen una serie de sindromes con retardo mental, como el sindrome de Down, el
sindrome de Rett y el sindrome del X Fragil (Kaufmann WE. y Moser HW., 2000), esquizofrenia (Harrison PJ.,
1999) y enfermedades neurodegenerativas (Anderton BH. et al.,, 1998). Ademas, algunos estudios han
evidenciado que el estrés prolongado puede inducir la reduccidon de las dendritas, regresién dendritica y
pérdida de espinas dendriticas (Wood GE. et al 2004, Chen Y. et al., 2008). El desarrollo de los arboles
dendriticos es un proceso complejo con multiples pasos que puede ser dividido en varios estadios: (i)
iniciacion del crecimiento de neuritas, (ii) ramificaciéon vy (iii) estabilizacién dendritica (Kossel AH. et al 1997;
Wu GY. et al. 1999, Portera-Cailliau C. et al., 2003). Si bien estos procesos difieren entre las distintas especies,
la secuencia de eventos es bastante similar. Inicialmente el crecimiento dendritico es mas lento seguido de un
proceso de extensién mds rapido. A posteriori, ocurre el proceso de ramificacidon dendritica que combina la
actividad neuronal y la formacion de sinapsis y lleva al establecimiento de los drboles dendriticos. Mientras el
desarrollo de los arboles dendriticos ocurre a tasas altas de adicion y retraccion de procesos, la maduracién de

los arboles dendriticos es menos plastica (Wu GY. et al 1999), y la estabilizacion de los arboles ocurre durante
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un largo periodo de tiempo (Wu GY. et al 1999, Williams DW. y Truman JW. 2004). Sin embargo, los arboles
dendriticos en el sistema nervioso maduro mantienen cierto grado de plasticidad. El paso final en la
maduracién dendritica es el desarrollo de espinas. Estas pequefias protrusiones dendriticas llevan la mayoria
de las sinapsis excitatorias y contienen los receptores asi como otras proteinas necesarias para la transmision
y modulacidon de la respuesta sindptica (Kennedy MB., 2000).

En la década de 1980, los estudios basados en el cultivo primario de neuronas hipocampales embrionarias
fueron de suma importancia en la definicién del evento de polarizacion morfoldgica neuronal. In vitro el arbol
dendritico y el axén de las neuronas hipocampales maduran de manera analoga a lo que ocurre in vivo. Luego
de ser plaqueadas las neuronas hipocampales primero extienden lamelipodios méviles en todo su soma.
Seguido los lamelipodios se agrupan en lugares especificos del soma y forman estructuras cilindricas llamadas
“neuritas menores”. Las neuritas son estructuras dinamicas indistinguibles entre ellas, que muestran periodos
de extension y retraccién, hasta que una de ellas muestra un crecimiento abrupto y sostenido en el tiempo.
Esta neurita se convierte en axén y el resto en dendritas. Por ultimo se determina la dendrita apical y
finalmente la maduracién neuronal, donde se incrementa el ramificado y crecimiento del arbol dendritico y se
forman las espinas sinapticas (Figura 21).

Inicialmente se caracterizaron estas etapas que describen la evolucion del cultivo de neuronas hipocampales
de rata, sin embargo son validas para cultivos de ratén, con minimas diferencias (Figura 21) (Caceres A. et al.,
2012). En lineas generales los neuronas hipocampales de ratdn maduran mas rapido que las de rata, pero

presenta etapas intermedias de mayor inestabilidad (Routh RN. et al., 2009; Amrein |. et al., 2011).
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(iv) Estabilizacion de las dendritas
prirmarias , crecimiento dendritico y
comienzo de la sinaptogénesis.

(i) Procesos
menores.

=

{i) Lamelipodios.

(ili) Determinacion del axon
ycrecimiento dendritico.

(vw] Determinacion de

la dendrita apical. (wi) Crecimiento y ramificacion dendritica.
Aumento del numero y maduracion de
espinas sindpticas.

Figura 21. Modelo in vitro del desarrollo de neruonas hipocampales. Se identifican 3 etapas iniciales de polarizacién. Primero: i) y ii)
generacion de las primeras neuritas. Segundo: iii) determinacion del axén, y de las neuritas menores las dendritas. Tercero: iv) y v) las
dendritas se estabilizan y se determina la dendrita apical. La Ultima etapa (vi) es la de maduracion neuronal (adaptado de Caceres A.

etal.,, 2012).

Bases moleculares de la arborizacién dendritica.

El complejo proceso de desarrollo y estabilizacion dendritica debe ser un proceso altamente controlado a
nivel molecular. Avances recientes en la manipulacion genética de las células neuronales ayudd a revelar una
complicada red de procesos celulares y cientos de proteinas implicadas en la transduccidn de sefiales, como la
sintesis de macromoléculas, rearreglo del citoesqueleto y trafico intracelular de proteinas y membranas. Estos
procesos estdn regulados por programas genéticos intrinsecos y por una variedad de sefiales extracelulares
que acttan a nivel celular y/o localmente sobre las dendritas. Los programas genéticos son ejecutados por los
factores de transcripcion, muchos de los cuales determinan el patron dendritico independientemente de las
claves extracelulares. Un ejemplo extensamente estudiado es el del factor transcripcional Neurogenina 2
(Ngn2). Un factor con dominio helice-giro-helice que define un patrén especifico de arborizacién dendritica en
neuronas piramidales de la corteza cerebral (Hand R. et al., 2005). Con respecto a las sefiales extracelulares
gue controlan la arborizacidn dendritica, es sabido que dependiendo del estadio de desarrollo la combinacién

de (i) factores difusibles, (ii) contactos celulares y (iii) actividad neuronal predominan en el control de la
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arborizacion, plasticidad y estabilidad dendritica. Los factores difusibles son numerosos, entre ellos cuyos
efectos estan descriptos en la literatura, se encuentran los factores neurotroficos como el BDNF (McAllister
AK. et al, 1995; Horch HW. y Katz LC., 2002; Tolwani RJ. et al., 2002; Wirth MJ. et al., 2003; Jaworski J. et al.,
2005), los miembros de la familia de BMP (Bone Morphogenetic Protein) (Withers GS. et al. 2000; Guo X. et al.
2001; Lein PJ. et al.. 2007), las semaphorinas (Morita A. et al., 2006) y la familia de proteinas Slit (Whitford KL.
et al. 2002; Dimitrova S. et al.,, 2008). Las interacciones entre proteinas de superficie celular como los
miembros de la familia de las contactina (Cntn), los receptores Delta y Notch, el sistema de efrinas (ephrin-
Eph), la gran familia de cadherinas, etc. (Berglund EO. et al., 1999; Sestan N. et al. 1999, Redmond L. et al.
2000; Hoogenraad CC. et al. 2005; Yu X. y Malenka RC., 2003; Zhu H. y Luo L. 2004; Gao FB. et al., 2000, Shima
Y. et al,, 2007) también son factores adicionales que pueden participar en controlar el crecimiento y
ramificacidn dendritica. El tercer factor extracelular importante en el desarrollo de los arboles dendriticos, es
la transmision neuronal que puede aumentar o reducir la arborizacion dendritica (McAllister AK. et al., 2000).
Ewald RC. y colaboradores (2008) demostraron que es necesaria la precisa composicién de subunidades del
receptor de glutamato NMDA (NMDAR) para una apropiada arquitectura dendritica neuronal. Por otra parte,
la interferencia de la funcién de los receptores AMPA (AMPAR, 4cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropidénico) también lleva a una reduccién de la complejidad dendritica (Haas K. et al., 2006). Los
receptores NMDA actuan como canales idnicos activados por ligando y voltaje, aumentando la permeabilidad
al calcio (Kandel ER. et al., 2000). La activacion de estos receptores induce un crecimiento dendritico rapido y
localizado, y estabiliza lo ya existente (Rajan I. y Cline H. 1998). La entrada de calcio a la neurona activa las
proteinas kinasas dependiente del complejo calmodulina/calico (CaM kinase Il and CaM kinase V), las
activadas por mitogenos (MAPK) y la proteina kinasa A (PKA) (Redmond L. et al., 2002). Todas estas moléculas
son clave en las vias de sefializacidén que determinan la estructura del arbol dendritico (Wong RO. y Ghosh A,,
2002). Los factores difusibles necesitan mensajeros intracelulares para promover el desarrollo de los arboles
dendriticos. La proteina Ras (rat sarcoma, sus siglas en inglés), una GTPasa asociada a la membrana celular,
juegan un rol central en la transduccién de estas sefiales y son clave en muchos aspectos del desarrollo

neuronal, plasticidad sindptica, aprendizaje y memoria. Entre las cascadas moleculares que se encuentran rio
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abajo de Ras, estd la via de Raf-MEK-ERK y la de PI3K. Los procesos disparados por factores neurotrdéficos de
ramificacidn dendritica y formacién de espinas en neuronas hipocampales pueden ser bloqueados por una
mutante dominante negative (DN) de Ras (RasN17) (Kumar V. et al., 2005; Wayman GA. et al., 2006).

La regulacién de la transcripcidn juega un importante rol en la formacién de los programas geneticos
intrinsecos que determinan la arborizacién dendritica. Sin embargo, los factores transcripcionales, los
cofactors y las proteinas modificadoras de la cromatina son estudiados también en el contexto del desarrollo
dendritico inducido por factores extracelulares. Tanto la actividad neuronal, como los factores extracelulares
difusibles y sus receptores en membrana pueden inducir la expresién de ciertos programas transcripcionales
que influyen en los patrones de arborizacién dendritica. Asi por ejemplo, el factor transcripcional CREB juega
un rol clave en la arborizacidon dendritica. La sobreexpresion de distintas formas mutantes que actian como
DN de CREB o la utilizaciéon de secuencias que interfieren su expresidn, evitan el crecimiento dendritico
inducido por el tratamiento con KCl o con la trofina BDNF en neuronas hipocampales y corticales (Jagasia R. et
al., 2009; Redmond L. et al., 2002; Wayman GA. et al., 2006). Por otra parte mutantes constitutivamente
activas de esta proteina han demostrado ser suficientes para aumentar el crecimiento dendritico total
(Wayman GA. et al., 2006). La transcripcion dependiente de CREB es necesario y suficiente para el crecimiento

dendritico regulado por la actividad neuronal (Wayman GA. et al., 2006, Wayman GA. et al., 2008).

BDNF: el rol de las neurotrofinas en la dendritogénesis.

Sefiales que llegan desde el medio extracelular, como los factores neurotrdéficos, pueden modular patrones
especificos de crecimiento y ramificacidn del arbol dendritico neuronal, activando mecanismos que afectan y
regulan la expresion génica (Whitford KL. et al, 2002).

Los factores neurotréficos: NGF, BDNF, NT3 y NT4/5 desempefian no solo un rol en el control del nimero de
neuronas durante el desarrollo y en la eliminacidn de las neuronas que fallan en el alcance de su célula blanco

(Raff MC. et al., 1993), sino que tienen un rol clave en la regulacién del crecimiento dendritico (Scott EK. y Luo
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L., 2001). Estos factores pueden ser secretados por células neuronales y gliales (Chao CC. et al., 1992; Levine
ES. et al., 1995; Muller G. et al., 1995).

El factor neurotréfico BDNF (Barde YA. et al.,, 1982) es la neurotrofina mas estudiada en relacion al
crecimiento dendritico y la regulacidn de los procesos de ramificacion del arbol dendritico neuronal (Segal RA.
et al, 1995). La expresién de BDNF asi como su receptor, es abundante en estructuras del sistema cortico-
limbico (Maisonpierre PC. et al., 1990; Pruunsild P. et al., 2007). La via de sefializaciéon BDNF/TrkB fue
reportada como critica en diversos procesos fisiolégicos como el aprendizaje y la construccién de memorias.
Anormalidades en la via de BDNF/TrkB fueron reportadas en varios desdrdenes neuroldgicos (Pezet S. y
Malcangio M., 2004). En particular se sabe que el BDNF es requerido para la maduracion, diferenciacién y
sobrevida de progenitores neurales. Dentro de los efectos biolégicos inducidos por el BDNF se ha descripto la
promocién de dendritas primarias (Horch HW. et al, 1999) en diferentes areas del sistema nervioso central,
como la corteza (Chakravarthy S. et al 2006; English CN. et al., 2012; Kaneko M. et al., 2012; Vigers Al. et al.,
2012), el hipocampo (Luikart BW. et al.,2005; Tyler W. y Pozzo-Miller JL, 2003; von Bohlen und Halbach O. et
al., 2008) y el estriado (Baquet ZC. et al., 2004; Rauskolb S. et al., 2010). El BDNF activa a su receptor TrkB
(Fayard B. et al., 2005) y las vias de sefializacion de PI3K/Akt y de MAPK entre otras, para llevar a cabo sus
efectos biolégicos. Ambas vias de sefializacién estdn involucradas en la promocién y el crecimiento de neuritas
(Tojima T. et al., 2003), y coinciden en la fosforilacién directa del factor de transcripcién CREB. Existen
numerosos trabajos que describen el rol de CREB como mediador critico de la regulacion de la complejidad del
arbol dendritico neuronal inducido por BDNF (Redmond L. y Ghosh A., 2005; Wayman GA. et al, 2006.). En el
ratén mutante condicional de BDNF se observa una reduccién en la sobrevida, arborizaciéon dendritica y en la
formacién de memorias (Alcantara S. et al., 1997; Xu B. et al., 2000; Gorski JA. et al., 20033, b). Al igual que el
ratén mutante para su receptor, TrkB, el ratén mutante condicional de BDNF presenta una estructura cortical
compacta, con neuronas de menor tamafio a las del ratdn salvaje y de menor complejidad dendritica (Xu B. et
al.,2000; Gorski JA. et al.,2003a). Se sabe que el receptor TrkB promueve el crecimiento dendritico en ciertas

poblaciones neuronales (Xu B. et al., 2000; Yacoubian TA. y Lo DC., 2000; Luikart BW. et al., 2005) y que la
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reduccion en la expresidon del receptor lleva a la retraccidn de los procesos dendriticos (Schecterson LC. et al,
2012).

Si bien es claro el rol del sistema BDNF/TrkB sobre la remodelacion de los procesos dendriticos relativamente
poco es lo que se conoce acerca de los genes blanco, los cuales regulan o modularian tales procesos (Zhou F.
et al., 2006; Wayman GA. et al, 2006). Uno de los factores transcripcionales que se identifico recientemente
como mediador de la via BDNF/Trk, es Etvl. Este factor de transcripcién desempefia un rol clave en la
expresion de los genes caracteristicos en la maduracién neuronal inducidos por BDNF, NR2C y Tiam1 (Abe H.
et al., 2011). La expresion de Etvl es inducido por mecanismos regulados por la actividad neuronal (Abe H. et
al., 2012).

Dado que nosotros y otros autores hemos descripto a los factores Pea3 como mediadores de los efectos de
los factores neurotroficos (Patel TD. et al., 2003; Fontanet P. et al, 2013; Arber S. et al., 2000) y el conocido rol
de BDNF como regulador de la plasticidad estructural hipocampal. Decidimos estudiar el posible rol de dos

miembros de la familia Pea3, Etv4 y Etv5 en el desarrollo de los circuitos hipocampales.

Expresion de los factores de transcripcidon Pea3 en el desarrollo hipocampal.

Muy poco se conoce sobre el rol de los factores de transcripcion Pea3 en el desarrollo hipocampal. La
expresion de los tres miembros de la subfamilia Pea3 han sido descriptos en el desarrollo temprano del
telencéfalo del ratdon a diferentes niveles en la direccién rostro-caudal (Zimmer C. et al., 2010). Sin embargo
existe una diferencia en el patrén de expresién de los tres factores de transcripcidén lo que refleja posibles
diferencias en el rol que estarian desempefiando durante el desarrollo del sistema nervioso central. A nivel
mas rostral, los niveles de expresidon de Etv4 y Etv5 son extensos en la linea dorso-ventral de la zona sub-
ventricular del telencéfalo, mientras que para Etvl se observa una expresion restringida a la zona marginal de
la corteza (Cholfin JA. y Rubenstein JL., 2008; Fukuchi-Shimogori TE. y Grove A., 2003).

En éste capitulo, describimos la expresidn de los factores transcripcionales Etv4 y Etv5 durante el desarrollo
hipocampal y describimos su rol como mediadores del crecimiento y maduracién dendritica inducido por

BDNF.
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Ilb. Resultados.

Etv4 y Etv5 se expresan durante el desarrollo del hipocampo.

Con el objeto de estudiar el rol de los factores de transcripcion de la subfamilia Pea3, Etv4 y Etv5, en el
desarrollo del hipocampo, se analizé la expresién de estos factores transcripcionales a distintos estadios del
desarrollo embrionario (E), posnatal (P) y en el adulto utilizando las técnicas de western blot y RT-PCR en
tiempo real. Detectamos expresion de estos factores en todos los estadios evaluados, observando los
mayores niveles de expresion para Etv4 entre POy P15, y para Etv5 en P15 (Figura 22 A, B). Con el objeto de
determinar su distribucidn en las distintas areas hipocampales e identificar las células que expresan Etv4 y/o
Etv5, su expresion fue analizada por inmunofluorescencia en secciones coronales de cerebro de rata de P15.
Observamos que Tanto Etv4 como Etv5 se expresan en las regiones CAl y CA3 del hipocampo. También se
observo la expresion de Etv4 y Etv5 en la capa granular del giro dentado (Figura 22 C). Se realizaron co-
inmunomarcaciones utilizando anticuerpos primarios anti Etv4 o Etv5 y anticuerpos dirigidos contra distintos
marcadores neuronales como BllI-tubulina y MAP2 (proteina asociada a microtubulos Il). La co-expresion de
estos factores transcripcionales con los marcadores neuronales indicé que Etv4 y Etv5 estdn localizadas en los
nucleos de células neuronales (Figura 22 D). En células disociadas, la totalidad de las neuronas hipocampales,
mostraron expresion nuclear de Etv4 y Etv5 (Figura 22 E). No se observo expresidon de estos factores en otros

tipos celulares presentes en el cultivo.
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Figura 22. Expresion y localizacion de Etv4 y Etv5 durante el desarrollo. A. Analisis cuantitativo de la expresion del ARNm de Etv4 y de
Etv5 en el hipocampo de rata a distintos estadios del desarrollo: E17, PO, P15, P30 y Adulto (Ad) por RT-PCR en tiempo real. Los niveles
de expresion de los ARNm de Etv4 y Etv5 se normalizaron evaluando el nivel de expresidon del ARNm de Thp. Los valores se expresan
como valores relativos a los niveles de expresidon detectados a PO para Etv4, y P15 para Etv5. Se graficaron los valores promedio + SD
medidos por triplicado. B. Analisis de la expresion de Etv4 y Etv5 por western blot en extractos de hipocampo (homogenato total) de
rata de P15 y adulto. La misma membrana fue testeada con anticuerpo anti-Blll-tubulina como control de carga. C.
Inmunofluorescencia de los factores transcripcionales Etv4 y Etv5 en secciones coronales de hipocampo de rata de P15. Se muestran
tinciones de Etv4 (rojo) y Etv5 (verde) en las regiones CA1, CA3 y en giro dentado (GD). Escala: 120 um. En los paneles inferiores se
muestran imagenes en alta magnificacion correspondiente a las regiones CA1 y CA3, donde se puede observar la co-localizacién de
ambos factores transcripcionales. Escala: 30 um. D. Co-localizacién de Etv4 y Etv5 con marcadores neuronales en secciones coronales
de hipocampo de ratdn de PO. Panel superior: inmunofluorescencia de Etv4 (rojo) y MAP2 (verde). Panel inferior: inmunofluorescencia
de Etv5 (rojo) y Blll-tubulina (verde). Escala: 30 um. Se muestran imagenes en alta magnificaciéon donde se observa la localizacién

nuclear de los factores transcripcionales. E. Co-localizacion por inmunofluorescencia de Etv4 y Etv5 con marcadores neuronales en
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neuronas hipocampales disociadas. Panel superior: co-localizacion de Etv4 (verde) con Tau (rojo). Panel inferior co-localizacién de Etv5

(verde) con BllI-tubulina (rojo). Las flechas indican células positivas para Etv4 o Etv5 con marcadores neuronales. Escala: 30 pm.

Etv4 y Etv5 son factores de transcripcion necesarios para el crecimiento dendritico hipocampal.

Como se observa en la Figura 22, Etv4 y Etv5 se expresan en el hipocampo a altos niveles en los primeros dias
postnatales, que es el periodo durante el cual ocurren eventos como el crecimiento dendritico y la formacidn
de contactos sinapticos (Ben-Ari Y. et al., 2007). Con el objeto de determinar si estos factores participan en
estos procesos llevamos a cabo estudios de pérdida de funcidn en los cuales se redujo la expresién de Etv4 y
Etv5 utilizando secuencias de interferencia especificas. Para ello se utilizaron cultivos hipocampales de rata de
E17.5, un estadio en el cual el predominante tipo neuronal en los cultivos son las células piramidales (Bayer
SA., 1980; Banker GA. y Cowan WM., 1977). Estas células fueron transfectadas con vectores control o que
contienen secuencias que interfieren la expresién de Etv, ARNsh: contra Etv4 (Etv4-ARNsh) o Etv5 (Etv5-
ARNsh). Estos plasmidos Etv-ARNsh expresan también la proteina fluorescente GFP, lo que nos permite
evaluar directamente parametros morfométricos en las neuronas donde se encuentra reducida la expresion
de cada Etv. Las neuronas fueron transfectadas a los 15 dias in vitro (DIV), se mantuvieron durante 72 horas
en medio completo, y finalmente fueron fijadas para su posterior andlisis. Se cuantificé el crecimiento
neuritico total y la complejidad de su arbol dendritico mediante el analisis de Sholl (Figura 23). Este analisis se
basa en el dibujo de circulos concéntricos respecto del soma neuronal de didmetros crecientes, y lo que se
cuantifica es el nimero de intersecciones del arbol dendritico con los circulos dibujados, lo que refleja la
complejidad dendritica (Sholl DA., 1953). El analisis se realizé sobre neuronas transfectadas expresando GFP,
pero para asegurar una intensidad de fluorescencia homogénea y comparable entre tratamientos, posterior a
la fijacidn se realizo una inmunocitofluorescencia con el anticuerpo primario anti-GFP. Pudimos observar que
la reduccidon en la expresidon de tanto Etv4 como de Etv5 resultd en una disminucién de la complejidad
dendritica en comparacién con las neuronas transfectadas con el vector control. Estos resultados indicaron
que la reduccién de Etv4 o Etv5 interfiere en el desarrollo del arbol dendritico en neuronas hipocampales. Esta

reduccidn observada en el desarrollo de los drboles dendriticos podia deberse a que como consecuencia de la
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falta de estos factores transcripcionales las dendritas frenen su crecimiento o a un efecto de retraccién de las
mismas. Para analizar estas posibilidades cultivamos neuronas durante 12 dias in vitro, las transfectamos con
el vector control y luego de 3 dias fueron fijadas y analizadas (DIV15 final). Neuronas provenientes del mismo
cultivo, plagueadas inicialmente el mismo dia, fueron transfectadas con el vector control, con Ev4-ARNsh o
con Etv5-ARNsh en DIV 15 y fueron fijadas tres dias después (DIV 18 final) (Figura 23 E). Observamos que las
células transfectadas con el vector control y fijadas a DIV18 (DIV 18 final) mostraron un aumento en el
crecimiento total comparada con los controles crecidos durante 15 dias (DIV15 final). Sin embargo el
crecimiento de las células con niveles de Etv4 y Etv5 reducidos mostré a los 18 DIV una importante reduccién
en su crecimiento con respecto a las células transfectadas con vector control y crecidas solo por 15 dias
(DIV15 final). Estos resultados indicaron que la reduccién en los niveles de expresidn de estos factores
transcripcionales Pea3 lleva a la retraccion de dendritas hipocampales. Estos hallazgos nos llevaron a
investigar si la sobreexpresion de los factores transcripcidon Etv4 o Etv5, serian suficientes para promover el
crecimiento dendritico y mostrar una complejidad mayor en neuronas hipocampales. Para llevar a cabo este
estudio, neuronas hipocampales fueron co-transfectadas con los vectores control o los que contienen las
secuencias codificantes para Etv4-HA o Etv5-Flag, con el vector de expresion de GFP en los tres casos (Figura
24). Los resultados obtenidos indicaron que la sobreexpresion de Etv4 o Etv5 en forma independiente, es

suficiente para inducir un significativo aumento en el crecimiento y complejidad dendritica.
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Figura 23. Etv4 y Etv5, independientemente, median el crecimiento neuritico en neuronas hipocampales. A y E. Imagenes
representativas de neuronas hipocampales de rata transfectadas, con los vectores control, Etv4-ARNsh, Etv5-ARNsh, todos ellos
expresando la proteina GFP. Las células se mantuvieron 3 dias mds en cultivo, fueron posteriormente fijadas y tefiidas con el
anticuerpo primario anti-GFP. Escala: 30 um. A, Células transfectadas a DIV12, mantenidas 3 dias en cultivo, fijadas y tenidas a DIV18,
B. Andlisis de Sholl del drbol dendritico de de A. C. Histograma que muestran el niUmero total de intersecciones de A. D. Histograma
gue muestra el crecimiento neuritico total de A. E. Células transfectadas a DIV12 o DIV15 con los vectores indicados y fijadas 3 dias
después: DIV 15 y DIV 18 respectivamente. F. Histograma que muestra el crecimiento neuritico total de E. En los histogramas se

indican los valores promedio * SD para los diferentes grupos experimentales. *p<0.001 (ANOVA, seguido de un test de Bonferroni).
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Figura 24. La sobreexpresion de Etv4 o Etv5 es suficiente para incrementar la complejidad de los arboles dendriticos hipocampales. A. Imagenes
representativas de neuronas hipocampales de raton transfectadas a DIV15 con los vectores control (Ctrl), Etv4-HA, Etv5-Flag, todos ellos junto con el
vector de expresion de la proteina fluorescente GFP. Las células se mantuvieron 3 dias mas en cultivo, fueron posteriormente fijadas y tefiidas con el
anticuerpo primario anti-GFP. Escala: 30 um. B. Andlisis de Sholl del drbol dendritico de neuronas hipocampales GFP positivas en DIV 18. Histogramas
que muestran el nimero total de intersecciones (C) y el crecimiento neuritico total (D). En los histogramas se indican los valores promedio + SD para los

diferentes grupos experimentales. *p<0.001 (ANOVA seguido de un test de Bonferroni).

Etv4 y Etv5 median el crecimiento neuritico inducido por BDNF.

Trabajos previos muestran que los factores de transcripcion de la subfamilia Pea3 median los efectos de
factores troficos en diferentes poblaciones neuronales (Patel TD. et al., 2003; Fontanet P. et al, 2013; Arber S.
et al.,, 2000). Como se menciond previamente el BDNF es un factor neurotréfico que se expresa en altos
niveles en el sistema nervioso central, en particular en el hipocampo, y estd ampliamente demostrado que
estimula el crecimiento dendritico y la maduracién de las neuronas hipocampales (Cheung ZH. et al 2007; Jin

H. et al 2003; Kwon M. et al., 2011; Lazo OM. et al., 2013).
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Ensayos de inmunofluorescencia en secciones coronales hipocampales de rata de P15 indicaron una clara
localizaciéon nuclear de Etv4 y Etv5 en neuronas hipocampales positivas para el receptor de BDNF, TrkB (Figura
25 A). Basados en estas evidencias, decidimos evaluar si Etv4 y Etv5 podrian estar involucrados en la via de
sefializacion inducida por BDNF. Para ello realizamos ensayos de diferenciacion neuronal dependiente de
BDNF en la linea celular PC12. Dado a que esta linea celular no expresa TrkB en forma enddgena, las células
fueron co-transfectadas de manera transiente con un vector de expresidon para el receptor tirosina kinasa
TrkB, con un vector control o los vectores que llevan las secuencias de interferencia para los factores
transcripcionales evaluados: Etv4-ARNsh o Etv5-ARNsh y la secuencia codificante para GFP. Las células
transfectadas fueron mantenidas en medio DMEM sin suero, en presencia o no de BDNF (25ng/ml) durante 72
horas y luego se analizé la diferenciacion morfolégica (Figura 25 B, C). En presencia del factor neurotrdéfico
BDNF, las células PC12 transfectadas con TrkB, mostraron procesos neuriticos. Sin embargo, cuando la
expresién de Etv4 o Etv5 fue reducida, el crecimiento inducido por BDNF fue anulado por completo. Estos
resultados indicaron que estos dos factores de transcripcion, son independientemente necesarios en el
crecimiento neuritico inducido por BDNF.

Basados en nuestros datos previos que muestran que los niveles de ARNm de Etv4 y de Etv5 pueden ser
regulados por NGF en neuronas sensoriales, decidimos analizar si la expresién de estos factores era
controlada de forma similar por BDNF en neuronas hipocampales. Para ello neuronas hipocampales fueron
cultivadas en presencia de BDNF (25ng/ml) durante diferentes tiempos y los niveles de Etv4 y Etv5 fueron
analizados por RT-PCR en tiempo real (Figura 25 D). Estos estudios revelaron una significativa induccion de los
niveles de ARNm de Etv4 y Etv5 en neuronas expuestas a BDNF comparado con controles (no tratados con la
trofina). Es sabido que la via de MAPK activada en respuesta a la estimulacién con BDNF participa en los
procesos de diferenciacion neuronal y la utilizacién de inhibidores farmacoldgicos de esta via anula la
diferenciacion inducida por la neurotrofina (Alessi DR. et al., 1995). Por otra parte nosotros y otros autores
hemos descripto previamente que Etv4 y Etv5 son efectores de esta via de sefializacion (Fontanet P. et al.,
2013; Wasylyk B. et al., 1998; Yordy JS. y Muise- Helmericks RC., 2000). Con el objeto de determinar si en

nuestro sistema la activacion de la via de MAPK inducida por BDNF era requerida para la induccién de los
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factores transcripcionales Etv, cultivos de neuronas hipocampales fueron tratadas con el inhibidor de la via de
MAPK, PD98059 (50 puM), durante 30 minutos previamente a la estimulacion de 2hs. con BDNF (25ng/ml).
Como se observa en la figura 25 (panel E), la induccion de estos factores transcripcionales por la neurotrofina
fue substancialmente reducida en presencia del inhibidor. En conjunto todos estos resultados indicaron que la
induccién de Etv4 y Etv5 por BDNF requiere la activacién de la via de MAPK.

Basados en nuestras observaciones que indicaban que tanto Etv4 como Etv5 se co-expresan en neuronas de
las distintas areas hipocampales (Figura 22 D y C, Figura 24 A) y los ensayos de pérdida de funcidn para Etv4 o
Etv5 en células PC12 (Figura 25 B y C), analizamos si estos dos factores de transcripcion podrian estar
interactuando. Para estudiar esta posibilidad, primero realizamos inmunofluorescencias de secciones
coronales de hipocampo de rata de P15 (Figura 26 A) e inmunofluorescencia de neuronas hipocampales de
rata de E17.5, mantenidas 13 dias in vitro (Figura 5 B) para confirmar que ambos factores transcripcionales se
expresaban en las mismas neuronas. Realizamos ensayos de co-inmunoprecipitacion a partir de extractos
nucleares de tejido hipocampal de rata de P15, ya que en este estadio del desarrollo ambos factores
transcripcionales presentan altos niveles de expresién (Figura 22 A). Los ensayos mostraron que Etv5 puede
ser co-inmunoprecipitado con Etv4, pero no con el anticuerpo control (Figura 26 C), indicando que Etv4 y Etv5

interactuan en el nucleo de células hipocampales in vivo.
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Figura 25. Etv4 y Etv5 co-localizan con TrkB in vivo y son independientemente necesarios en la diferenciacion neuronal inducida por BDNF. A.
Expresidon de Etv4 o Etv5 (verde) en neuronas TrkB (rojo) positivas en hipocampo de rata de dia postnatal 15 . Escala: 120 um. B. Imagenes
representativas de células PC12 co-transfectadas con los plasmidos control, Etv4-ARNsh o Etv5-ARNsh, que expresan la proteina GFP y el plasmido de
expresion para el receptor de BDNF, TrkB. Después de 72 horas de tratamiento con o sin trofina (BDNF, 25ng/ml), las células fueron fijadas. Las flechas
sefialan los cuerpos celulares y las puntas de flecha los terminales neuriticos. Escala: 20 um. C. El histograma muestra la cuantificacion del crecimiento
neuritico como el nimero de células con procesos neuriticos de longitud mayor al de un cuerpo celular y medio luego de 72 horas de tratamiento o no
con BDNF. Los resultados se muestran como valores promedio + SD de un experimento representativo, que se realizo por triplicado. *p<0.001 (ANOVA,
seguido de un post test Student Newman-Keuls). D. Analisis cuantitativo de la induccion del ARNm de Etv4 (rojo) y Etv5 (verde) por RT-PCR en tiempo
real. Neuronas hipocampales de rata de DIV15 fueron tratadas con BDNF (25ng/ml) durante los tiempos indicados. Los niveles de expresién fueron
normalizados segun la expresion de gen de Thp. Se muestran promedio + SD de triplicados. *p<0.0001, grupo de tratadas con BDNF (25ng/ml) vs.
grupo control (sin trofina) (ANOVA, seguido de un post test de Dunnett). E. Andlisis de la induccién por western blot de Etv4 y Etv5, en neuronas
hipocampales disociadas tratadas previamente con el inhibidor PD98059 (50 uM) por 30 minutos y luego estimuladas con BDNF (25 ng/ml) durante

2hs. El control de carga se realiz6 con anticuerpo primario anti-Bllitubulina, se indica debajo de cada condicidn las veces de cambio respecto al control

para cada Etv.
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Figura 26. Etv4 y Etv5 co-localizan con TrkB e interactiian in vivo. A. Co-localizacién de los factores transcripcionales Etv4 y Etv5 con TrkB en secciones
coronales de hipocampo de rata de P15. Se muestran inmunofluorescencias de Etv4 (verde), Etv5 (azul) y TrkB (rojo) en las regiones CA1 del hipocampo
y en giro dentado (GD). Escala: 120 um. En los paneles se muestran imagenes en alta magnificacion correspondiente a las regiones CA1, donde se
puede observar la co-localizacién de ambos factores transcripcionales y el receptor TrkB. B. Co-localizcion por inmunofluorescencia de Etv4 y Etv5 con
el receptor TrkB neuronas hipocampales disociadas de rata DIV15. Panel superior: co-localizacion de Etv4 (azul) con TrkB (rojo). Panel medio co-
localizacién de Etv5 (verde) con TrkB (rojo). Panel inferior: co-localizacion de Etv4 (azul) y Etv5 (verde) con el receptor TrkB (rojo). Las puntas de flecha
indican células positivas para Etv4 y Etv5 junto con el receptor TrkB. Escala: 30 um. C. Interaccidn entre Etv4 y Etv5 in vivo. Co-inmunoprecipitacion
entre Etv4 y Etv5 que se expresan enddgenamente en el hipocampo de rata de P15. El homogenato total se dividié en dos partes iguales, una de ellas
fue inmunoprecipitada con un anticuerpo anti-HA (control) y la otra con un anticuerpo anti-Etv4. El blot fue revelado con el anticuerpo anti-Etv5, y
reprobado con el anticuerpo anti-Etv4. La expresién de Etv5 en la muestra inicial (input) se muestra en el inmunoblot anti-Etv5. IP:

Inmunoprecipitacién, IB: inmunoblot.
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Etv4 y Etv5 median el crecimiento neuritico inducido por BDNF en neuronas hipocampales.

Los resultados descriptos anteriormente en la linea celular PC12, nos llevaron a estudiar en un contexto de
mayor relevancia fisioldgica el rol de Etv4 y Etv5 en la via de sefializacidén inducida por BDNF. Se sabe que el
factor neurotréfico BDNF estimula el crecimiento dendritico y la formacién de espinas en neuronas
hipocampales. Con el objetivo de estudiar el posible rol de Etv4 y Etv5 en la diferenciacion hipocampal
dependiente de BDNF, llevamos a cabo ensayos de pérdida de funcién en cultivos primarios hipocampales.
Neuronas hipocampales de rata fueron transfectaron a DIV15 con los pladsmidos que llevan secuencias para
interferir la expresidon de Etv4 y Etv5 (Etv4-ARNsh y Etv5-ARNsh) o con plasmido control, todos los cuales
contienen secuencias de expresién de la proteina fluorescente GFP. Las neuronas se mantuvieron en
presencia de BDNF durante 72 hs, luego fueron fijadas y posteriormente se analizaron diversos parametros
morfométricos (Figura 27). Evaluamos la complejidad del arbol dendritico utilizando el analisis de Sholl (Figura
27 B). Como ha sido descripto previamente, en presencia de BDNF las neuronas transfectadas con vector
control desarrollaron un aumento significativo en el nimero de dendritas primarias, longitud y complejidad
dendritica respecto de aquellas cultivadas en ausencia del factor. De acuerdo con un posible rol de los
factores de transcripcidn Etv4 y Etv5 en la via de sefializacidn inducida por BDNF, la reduccidén en la expresion
de estos factores de transcripcion en neuronas hipocampales redujo significativamente el crecimiento
dendritico en presencia del factor tréfico BDNF. Las neuronas hipocampales en las que se redujo la expresion
de Etv4 y Etv5 mostraron una reduccion significativa de la complejidad del arbol dendritico, incluyendo el
numero de dendritas primarias y la longitud total del arbol dendritico cuando fueron cultivadas en presencia
de BDNF con respecto a los cultivos transfectados con el vector control (Figura 27). No se observaron efectos
en la sobrevida neuronal como consecuencia de la reduccidn de los factores transcripcionales Pea3 (Horch
HW. y Katz LC., 2002; Kellner Y. et al., 2014, Cheung ZH. et al., 2007). Como mostramos previamente (Figura
24) la sobreexpresidén para los factores de transcripcidon Etv4 o Etv5 en cultivos primarios hipocampales
resulté en un aumento de la complejidad del arbol dendritico (Figura 28 B), el crecimiento neuritico total
(Figura 28 C) y en el nimero de dendritas primarias (Figura 28 D) en comparacion al grupo control, en

ausencia del factor neurotréfico BDNF. El aumento de los pardmetros morfométricos que resultaron de la
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sobreexpresién de Etv4 y Etv5 fue similar a los valores de estos pardmetros obtenidos cuando cultivos control
fueron mantenidos en presencia de BDNF. Estos resultados sugieren que estos factores de transcripcion, Etv4
y Etv5, actuarian como mediadores del efecto biolégico de BDNF en cuanto el crecimiento y complejidad del
arbol dendritico. Sin embargo no se observd una potenciacion de tales pardmetros morfométricos cuando las
neuronas que sobreexpresan Etv4 o Etv5 fueron tratadas con el factor tréfico BDNF con respecto a las células
control cultivadas en presencia de la trofina, indicando que en presencia de BDNF la sobreexpresion de estos

factores no es suficiente para inducir un crecimiento ain mayor que el promovido por BDNF.
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Figura 27. Etv4 y Etv5 son requeridos para el crecimiento dendritico hipocampal inducido por BDNF. A. Imagenes de neuronas hipocampales
transfectadas con el vector control o vectores que contienen las secuencias Etv4-ARNsh o Etv5- ARNsh y expresan GFP. Las neuronas hipocampales de
rata fueron transfectadas a DIV15 y tratadas con BDNF (25 ng/ml) como se indica en la figura durante 72 hs y tefiidas con anticuerpos anti-GFP. Escala:
30 um. La sobrevida neuronal fue evaluada usando la tincién nuclear de DAPI, considerando a las células GFP positivas con nucleos condensados o
fragmentados como neuronas apoptoticas. Se muestran imagenes a alta magnificacion, donde puede observarse las dendritas primarias en cada uno de
los grupos experimentales. B. Analisis de Sholl del arbol dendritico de neuronas hipocampales transfectadas GFP positivas. Los histogramas muestran
cuantificacion del numero total de intersecciones (C) y la longitud dendritica total (D) y nimero de dendritas primarias (E) para cada uno de los grupos
experimentales. * p<0.001 (ANOVA, seguido de un test de Bonferroni). Se muestra los valores promedio + SD de un ensayo representativo. Estos

ensayos fueron realizados por triplicado con resultados similares.
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Figura 28. La sobreexpresion de Etv4 o Etv5 simula el desarrollo del arbol dendritico inducida por BDNF. A. Imagenes de neuronas hipocampales de
ratén transfectadas con el vector control o vectores que contienen las secuencis Etv4-HA o Etv5-Flag y el vector de expresion de la proteina
fluorescente GFP. Las neuronas hipocampales de ratén fueron transfectadas a DIV10 y tratadas con BDNF (25 ng/ml) como se indica en la figura
durante 72 hs y tefiidas con anticuerpos anti-GFP. Escala: 30um. Se muestran imagenes a alta magnificacion, donde puede observarse las dendritas
primarias en cada uno de los grupos experimentales. B. Andlisis de Sholl del arbol dendritico de neuronas hipocampales GFP positivas. C. El histograma
muestra el nimero de intersecciones para cada uno de los grupos experimentales. * p<0.001 (ANOVA, seguido de un test de Bonferroni). D.
Cuantificacion del crecimiento neuritico total. E. cuantificacién del nimero de dendritas primarias. * p<0.001 (ANOVA, seguido de un test de

Bonferroni). Se muestra los valores promedio + SD de un ensayo representativo. Estos ensayos fueron realizados por triplicado con resultados similares.

Etv4 y Etv5, dos factores de transcripcidn, involucrados en la formacion de espinas sinapticas inducidas por
BDNF en neuronas hipocampales.

Entre los efectos fisiologicos que desempefia BDNF descriptos en la bibliografia, se encuentra el proceso de
sinaptogénesis. Las espinas sinapticas son los sitos post-sindpticos de la mayoria de las sinapsis excitatorias en
el sistema nervioso central (Harris KM. y Kater SB., 1994; Hiester BG. et al., 2013). A pesar de la diversidad de
sefiales moleculares que fueron propuestas como ejecutoras de la formacidon de espinas sinapticas (Lin YC. y

Koleske AJ., 2010), auin no se conoce los mecanismos que gobiernan tal proceso. Con el fin de analizar si Etv4
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o Etv5 podian actuar como mediadores de BDNF en la formacién de espinas, se realizaron ensayos de
ganancia y pérdida de funcidn en neuronas hipocampales. Cultivos primarios de neuronas hipocampales de
rata fueron transfectadas a los 15 dias de cultivo in vitro con los vectores control o aquellos que llevan las
secuencias para interferir la expresiéon de Etv4 o Etv5, Etv4-ARNsh o Etv5-ARNsh y fueron mantenidos en
presencia o ausencia de BDNF durante 72hs. Los cultivos posteriormente fueron fijados y tefiidos con
anticuerpos anti-GFP para su analisis. De acuerdo a lo esperado las neuronas transfectadas con el vector
control y crecidas en presencia de BDNF mostraron un incremento significativo en la densidad de espinas
dendriticas con respecto a aquellas no tratadas con la neurotrofina. Las neuronas con reducciéon en los niveles
de Etv4 y Etv5 mostraron una disminucién significativa en el nimero total de espinas (Figura 29 Ay B). La
clasificacion morfoldgica de las protrusiones dendriticas reveld que espinas dendriticas de diferentes estadios
de maduracién se vieron igualmente afectadas por la reduccién en los niveles de estos factores
transcripcionales (dato no mostrado). Estos resultados; indican que Etv4 y Etv5 son necesarios para la
formacién y/o estabilizacion de espinas inducidas por el factor neurotréfico BDNF. Posteriormente,
analizamos si la sobreexpresidon de estos factores seria suficiente para inducir el crecimiento de espinas
dendriticas en presencia del factor tréfico, BDNF. Para ello se transfectaron neuronas hipocampales de ratén
mantenidas in vitro durante 10 dias con los plasmidos control o Etv4-HA o Etv5-Flag junto con el plasmido de
expresion de la proteina fluorescente GFP y se mantuvieron en presencia o ausencia de BDNF durante 72hs.
Los cultivos fueron fijados y posteriormente tefiidos con un anticuerpo primario anti-GFP para visualizar las
espinas. Los resultados indicaron que tanto la sobreexpresion de Etv4 como de Etv5, independientemente,
indujo un aumento significativo en la densidad de espinas sindpticas en neuronas cultivadas en ausencia de
BDNF, similar al incremento en el nUmero de espinas observados cuando células control fueron mantenidas
en presencia de BDNF. Sin embargo, no se observé un incremento en la densidad de espinas cuando los
factores Etv fueron sobreexpresados en neuronas hipocampales en presencia de BDNF, indicando que la
sobreexpresion de Etv4 y Etv5 son suficientes para alcanzar el mismo nivel de espinas que el tratamiento con

BDNF (Figura 29 Cy D).
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Figura 29. Etv4 y Etv5, factores de transcripcion que modulan la formaciéon de espinas sinapticas en neuronas hipocampales. A. Imagenes de
microscopia confocal de fragmentos dendriticos de neuronas hipocampales de rata transfectadas a DIV15 con el vector control o vectores que
contienen las secuencias Etv4-ARNsh o Etv5-ARNsh. Las neuronas fueron transfectadas a DIV15 y tratadas con BDNF (25 ng/ml) como se indica en la
figura durante 72 hs y tefiidas con anticuerpos anti-GFP. Escala: 10 um. B, el grafico de barras muestra la cuantificacion del nimero de espinas totales
en cada grupo experimental. C. Imagenes de microscopia confocal de fragmentos dendriticos en neuronas hipocampales de raton co-transfectadas a
DIV 10 con los vectores control o los que contienen las secuencias de Etv4-HA o Etv5-Flag junto el vector de expresion de la proteina GFP y tratados o
no, con BDNF (25 ng/ml) por 72 horas. Escala: 5 um. D. El histograma muestra la cuantificacién del niUmero de espinas totales en cada grupo
experimental. * p<0.001 (ANOVA, seguido de un test de Bonferroni). Se muestra los valores promedio + SD de un ensayo representativo. Estos ensayos

fueron realizados por triplicado con resultados similares.

Etv4 es necesario para el desarrollo del circuito hipocampal.

Para evaluar el rol fisioldgico del factor de transcripcién Etv4 en el desarrollo del arbol dendritico de neuronas
hipocampales, analizamos la complejidad de las neuronas hipocampales de ratones deficientes en Etv4 (Etv4 ~
”, Laing MA. et al., 2000). Para ello, utilizamos la técnica de la impregnacion argéntica de Golgi en cerebros de
ratones control salvajes (wild type, Etv4 **) y ratones deficientes en Etv4 (Etv4 Knockout - KO, Etv4 7). La
técnica de impregnacion argéntica de Golgi, permite obtener neuronas tefiidas de manera irregular en la

seccion de tejido, lo que hace posible visualizar neuronas aisladas para el estudio morfométrico.
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Se evalud el crecimiento y la complejidad del arbol dendritico en las neuronas hipocampales de la region CA1
en el hipocampo de ratones de dia postnatal 15 (P15). Como puede observarse en la figura 30 los arboles
dendriticos en el hipocampo de los ratones deficiente en el factor de transcripcién Etv4 presentaron una
complejidad (Figura 30 C) y un crecimiento neuritico total (Figura 30 D) significativamente reducido en
comparacion con los animales control. También se observd que el niumero de dendritas primarias de las
neuronas de la regién CA1 de los animales Etv4 7 es significativamente menor que la observada en los
animales control (Figura 30 E). La ausencia de la expresion de Etv4 en estos animales fue verificada por
inmunofluorescencia de Etv4 (Figura 30 F). No se observaron alteraciones groseras en el tamafio ni la
organizacién hipocampal. Tampoco se observaron alteraciones significativas en el nUmero de neuronas en las
capas piramidales (Figura 30 G). Basados en la reduccién de espinas dendriticas observadas en los cultivos
hipocampales en los que se interfirid la expresion de Etv4, y en datos que indican que los factores
transcripcionales Pea3 regulan la expresién de algunas proteinas sinapticas (Petersohn D. et al.,, 1995),
analizamos en estos animales los niveles de expresidn de la subunidad R1 del receptor glutamatérgico NMDA,
cuya expresion es regulada por BDNF (Caldeira MV. et al., 2007). Para ello, estudiamos por western blot los
niveles de expresion de estos receptores en homogenatos totales obtenidos de hipocampo de animales
control (salvajes) o animales mutantes (Etv4”"). Como se observa en la figura 30 (panel H) nuestros resultados
evidenciaron una significativa reduccidon en los niveles de expresion de la subunidad R1 del receptor NMDA en
animales mutantes respecto del control. En conjunto, estos resultados demuestran la relevancia del factor de

transcripcién Etv4, en el correcto establecimiento de las conexiones hipocampales in vivo.
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Figura 30. Etv4 participa en el crecimiento del arbol dendritico de las neuronas de la region de CA1 del hipocampo. A. Imagenes

+/+

representativas de la impregnacion argéntica de Golgi de la region CA1 del hipocampo de ratones Etv4 "y Etv4 " de dia P15. Escala:
75 um. B. Representacion de las diferentes morfologias neuronales observadas en las secciones de ratones salvajes (Etv4+/+) y
mutantes (Etv4’/’). C. Analisis de Sholl proximal del arbol dendritico de neuronas hipocampales de la region CAl de ratones control
(Etv4 +/J') vs. deficientes para Etv4 (Etv4'/') de dia P15. Se muestra la cuantificacion del crecimiento total (D) y del nimero de dendritas
primarias (E) de ratones control vs. deficientes para Etv4 de P15. Los resultados que se muestran son promedio + SD del analisis de 4
animales salvajes y 4 mutantes. *p<0.001. F. Control de expresidn del factor transcripcional Etv4 (rojo) en secciones coronales de

+/+

cerebro de P15 de ratones salvajes (Etv4 ") y deficientes para Etv4 (Etv4’/’), junto con la tincion para DAPI (azul). Escala: 30 um. G.

Inmunotinciones con el marcador nuclear neuronal anti-NeuN (rojo) y con DAPI (azul) de secciones coronales de cerebro de ratones

+/+

salvajes (Etv4"") y deficientes para Etv4 (Etv4’/’) de P15. Se puede ver las estructuras de la corteza cerebral (Cx) y el hipocampo (Hip).
Escala: 120 um. Se muestran imagenes a alta magnificacién de microscopia confocal, donde puede observarse la region CA1 del
hipocampo. H. Anadlisis de la expresién de la subunidad R1 del receptor NMDA (NMDAR1) en el hipocampo de ratén de dia P30.

+/+

Homogenato total de hipocampo de ratones Etv4 7" y Etv4’/’, se analizé por western blot. El control de carga se realizd con anticuerpo
primario anti-Bllltubulina. El histograma muestra la reduccion de la expresion de la subunidad NMDAR1 en el hipocampo de ratones

mutantes relativo al nivel en ratones salvajes, como promedio * SD del analisis de 4 animales salvajes y 4 mutantes.
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llc. Discusion.

En este trabajo caracterizamos dos factores transcripcionales de la familia Pea3, Etv4 y Etv5, como nuevos
determinantes moleculares que subyacen al proceso de conectividad hipocampal. Nuestros resultados indican
que Etv4d y Etv5 se expresan en neuronas hipocampales, alcanzando sus mayores niveles de expresién durante
las primeras semanas postnatales que es cuando ocurren los procesos de dendritogénesis y sinaptogénesis. En
este capitulo mostramos que Etv4 y Etv5 son requeridos para el desarrollo y maduracion de las neuronas
piramidales hipocampales. La sobreexpresién de Etv4 y Etv5 en neuronas hipocampales es suficiente para
incrementar el crecimiento y complejidad dendritica, asi como también para inducir la aparicion de espinas
dendriticas a niveles comparables a los inducidos por la neurotrofina BDNF. En este capitulo identificamos a
Etv4 y Etv5 como mediadores de los efectos de BDNF en el crecimiento y maduraciéon dendritica en neuronas
hipocampales. También mostramos que estos factores son inducidos por BDNF y requieren la activacién de la

via de MAPK para ser expresados (Figura 31).

_____ > Crecimiento
dendritico.

i —
*, Formacion de
------ + | espinassinapticas.

Nicleo. _J

Figura 31. Modelo de induccién de Etv4 y Etv5 por BDNF en neuronas hipocampales. El BDNF se une a su receptor TrkB y se activa

entre otras la via de sefializacién MAPK induciendo el crecimiento dendritico y la formacidn de espinas mediante la expresion de los

factores de transcripcion Etv4 y Etv5. Estos interaccionan en el nicleo e inducen la expresidn de la subunidad R1 del receptor NMDA.
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Finalmente el andlisis de los animales deficientes en Etv4 mostré defectos en el crecimiento de las dendritas

de neuronas piramidales.

Etv4 y Etv5 en la estructural hipocampal.

Los factores de transcripcion de la familia Pea3 han sido descriptos como mediadores del crecimiento de
neuronas del sistema nervioso central y periférico. Etvl ha sido descripto en las neuronas sensoriales
propioceptivas involucradas en la formacién de la conexién sensorial propioceptiva-motora. Previamente
nosotros hemos descripto a Etv4 y Etv5 como factores requeridos para el crecimiento de neuronas sensoriales
nociceptivas del DRG. Poco se conoce sobre el rol de estos factores de transcripciéon en el desarrollo del
sistema nervioso central. Etvl es el miembro mas estudiado de la subfamilia y ha sido descripto en
subpoblaciones especificas de motoneuronas, en neuronas del cerebelo y en estadios tempranos del
desarrollo cortical. Estudios previos muestran que Etv4 cumple un rol importante en el control de del patrén
dendritico y la conectividad de una subpoplacién de motoneuronas (Lin JH. et al., 1998; Vrieseling E. et al.,
2006). En estas neuronas, la expresion de Etv4 es inducida por el factor neutrotréfico derivado de la glia,
GDNF (Haase G. et al., 2002). La expresion de los tres miembros de la familia Pea3 ha sido descripta en el
desarrollo de la corteza cerebral. Mientras Etv4 y Etv5 se expresan en la region del telencéfalo rostral,
precursora del hipocampo, Etvl se expresa en la zona marginal de la corteza (Zimmer C. et al., 2010). La
expresion de los tres factores seria inducida por el factor tréfico FGF (factor de crecimiento fibroblastico), en
particular FGF18 liberado por las neuronas de la placa cortical de la corteza. En estas células, la expresion de
estos factores transcripcionales seria necesaria para su migracién hacia las capas mds externas de la corteza
cerebral (Hasegawa H. et al., 2004).

En este trabajo describimos que tanto Etv4 como Etv5 se expresan desde edades tardias en el desarrollo
embrionario hipocampal hasta el adulto, teniendo un maximo de expresion en el periodo de dendritogénesis
y sinaptogénesis hipocampal (Ben-Ari Y., et al, 2007). Basados en este dato y el rol descripto para los factores
Pea3 en los procesos de diferenciacidn neuronal estudiamos la participacion de los mismos en el desarrollo y

maduracién de neuronas hipocampales. Nuestros datos indicaron que tanto Etv4 como Etv5 son requeridos
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para el apropiado crecimiento del arbol dendritico y desarrollo de espinas dendriticas. Sin embargo hasta el
momento no hemos podido evaluar si este efecto es especifico afectando solo las dendritas o es un efecto
general sobre el crecimiento neuronal, que ademas involucra al axdn. Nuestros ensayos nos permiten concluir
qgue existe un efecto sobre el crecimiento dendritico, pero la evaluacidn del crecimiento axonal requerira el
uso de cultivos mas jévenes y la utilizacién de marcadores axonales especificos.

La interferencia de la expresion de Etv4 y Etv5 en cultivos maduros resulté en arboles dendriticos menos
desarrollados y complejos que cultivos control mas jévenes, indicando que la reduccién de los niveles de estos
factores en células hipocampales lleva a una retraccién de los procesos dendriticos. La utilizacién de técnicas
de video microscopia en tiempo real nos permitiran analizar este efecto con mayor detalle. Estos resultados
sugieren que los niveles de Etv4 y Etv5 deberian estar altamente controlados durante el establecimiento de
las conexiones hipocampales especificas. Factores extrinsecos como la actividad neuronal y la presencia de
factores solubles como los factores neurotréficos podrian estar involucrados en el control de la expresidn de

estos factores transcripcionales, como ha sido descripto para Etvl en cerebelo (Haruka A. et al., 2012).

Etv4 y Etv5 median los efectos de BDNF en neuronas hipocampales.

Los factores neurotroficos desempefian un rol importante en el desarrollo y regulacion del arbol dendritico en
diferentes poblaciones neuronales del sistema nervioso (Scott EK. y Luo L., 2001; Bibel M. y Barde YA., 2000).
Existen amplias evidencias que indican que los distintos miembros de la familia Pea3 son regulados por los
factores neurotroficos. Entre ellas Etvl es inducido por NT3 en neuronas sensoriales propioceptivas, Etv4 por
GDNF en motoneuronas espinales, Etv4 y Etv5 por NGF en neuronas sensoriales nociceptivas.

Los resultados obtenidos a partir de los ensayos de ganancia de funcidn para Etv4 o Etv5, muestran un
aumento en el nimero de dendritas primarias y una complejidad dendritica mayor en comparacién a las
neuronas control similar al observado en presencia del factor neurotréfico BDNF. Basados en estos datos
decidimos analizar si Etv4 y/o Etv5 podrian ser mediadores de los efectos bioldgicos disparados por BDNF en

células hipocampales.
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El factor tréfico BDNF es la neurotrofina mds estudiada en la promocién y regulacién del crecimiento y
ramificacidn del arbol dendritico neuronal (Segal RA. et al., 1995; McAllister AK. et al., 1996; McAllister AK. et
al., 1997; Schwartz PM. et al., 1997; Baker RE. et al., 1998; Jin X. et al., 2003) y en el aumento del nimero de
dendritas primarias de neuronas piramidales (McAllister AK. et al., 1995; Baker RE. et al., 1998; Horch HW. et
al., 1999). Sin embargo poco es lo que se conoce acerca de los programas trascripcionales que se encienden o
se apagan en respuesta a este factor tréfico (Horch HW. y Katz LC., 2002). En este trabajo demostramos que
Etv4 y Etv5 son inducidos por BDNF en neuronas hipocampales a través de la activaciéon de la via MEK/MAPK y
son mediadores de los efectos bioldgicos de este factor sobre neuronas hipocampales. Es conocido el efecto
de BDNF sobre la plasticidad estructural y funcional del hipocampo regulando la expresidn tanto de proteinas
moduladoras del citoesqueleto como proteinas propias de la densidad postsindptica (Cohen S. y Greenberg
ME, 2008; Reichardt LF, 2006). En este trabajo logramos identificar a Etv4 y Etv5 como factores de
transcripcién involucrados en la formacién de espinas dendriticas. Es interesante mencionar que estos
factores transcripcionales han sido descriptos como mediadores de la expresion de proteinas involucradas en
eventos de plasticidad sindptica como la proteina presinaptica, sinapsinall (Petersohn D. et al., 1995). Sera
importante identificar cuales son aquellos genes cuya expresion es regulada por Etv4 y Etv5 en neuronas

hipocampales que podrian estar involucrados en los procesos de desarrollo y maduracién dendritica.

Relevancia fisiologica de los factores de transcripcion Etv4 y Etv5 en el desarrollo hipocampal.

Ratones deficientes en Etv4 mostraron defectos en el crecimiento y en la complejidad de las neuronas
piramidales de CA1, pero no se observaron diferencias en el nimero de neuronas piramidales comparado con
ratones control. No se observaron cambios groseros en las distintas regiones hipocampales en los ratones
mutantes con respecto a los ratones control. Los déficits observados en el desarrollo de las neuronas
hipocampales en los ratones mutantes para Etv4 plantean la importancia de llevar a cabo ensayos
comportamentales que involucren a estas neuronas. También sera importante analizar los ratones deficientes
en Etv5 en cuanto a la morfologia neuronal y comportamiento. Basados en los resultados obtenidos in vitro,

esperamos observar defectos en el crecimiento de neuronas piramidales en los animales mutantes para Etv5.
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Nuestros datos indican que Etv4 y Etv5 se co-expresan en la mayoria de las neuronas hipocampales y son
capaces de interactuar entre si. Sin embargo los resultados de ganancia y pérdida de funcién indican que
actuarian en forma independiente y que sus funciones no podrian ser compensadas entre si en neuronas
hipocampales.

Estd ampliamente documentada la relacidn de las deficiencias en la maduracidon dendritica con el desarrollo
de enfermedades como son el autismo, la esquizofrenia y el retardo mental. Nuestros hallazgos indican la
participacién de Etv4 y Etv5 en la conectividad hipocampal y predicen el desarrollo de defectos cognitivos en
animales deficientes en estos factores. Serd interesante analizar si el ensamblado inapropiado de las
conexiones sinapticas debido a mutaciones que afectan a estos factores transcripcionales podria tener

implicancias en la aparicién de enfermedades del neurodesarrollo caracterizadas por defectos cognitivos.
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Ild. Materiales y Métodos.

Proteinas Recombinantes, lineas celulares y Raton Etv4 KO. La linea celular PC12 (linea celular tumoral
derivada de feocromocitoma de la glandula adrenal de rata; Greene LA., 1976) se crecié en medio de cultivo
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s médium), 5% suero de caballo y 10% de suero fetal bovino (Invitrogen;
Shirazi Fard et al., 2010), suplementado como se describe en la seccién Id del primer capitulo en esta tesis. El
factor neurotréfico BDNF fue obtenido de R&D Systems (Abingdon, UK). El ratén transgénico deficiente para
Etv4 es el descripto en el trabajo de Livet et al., 2002. Segun lo descripto previamente (Laing MA. et al., 2000)
se insertd un cassette IRES-NLS-LacZ en el exdn 6 que codifica para el dominio de unién al ADN, y de esta
forma se logré inactivar la funcién del factor de transcripcién. Los animales mutantes (Etv4™") se obtienen con
una frecuencia 1/8, y se utilizaron los sigueintes primers para su genotipo: 5'-TCTGGACCCTCTCCAGGTGATG-3'
y 5'-CCACCAGAAACTGCCACAGTTG-3' (alelo wild type, tamafio del producto: 501 pb), 5'-
AACGAGATCAGCAGCCTCTGTTC-3' y 5'-GGCTGGCCGGTTCTTCTGGATAC-3"' (alolo mutado, tamafio del

producto: 450 pb).

Transfeccion transciente de células. La linea celular PC12 fue transfectadas con el reactivo de transfecciéon
Xtreme Gene (Roche), siguiendo las indicaciones del fabricante, como se describe en la secciéon Id del primer
capitulo en esta tesis. En los ensayos de pérdida de funcidn se realizaron co-transfectando con el vector que
contiene la secuencia codificante para TrkB (Bibel M. et al., 1999) y vectores control, Etv4-ARNsh o Etv5-
ARNsh que contienen la secuencia codificante para la proteina fluorescente GFP. En el caso de los cultivos
primario hipocampales, se utilizé Lipofectamina 2000 (Invitrogen) en 250 pl de medio Neurobasal con 1 ug de
ADN total/ pocillo en placas de multiwell P24. En los ensayos de pérdida de funcidn se realizd la transfeccion
con la totalidad del pldsmido control, Etv4-ARNsh o Etv5-ARNsh, que expresan la proteina fluorescente verde
(GFP), por pocillo. En cambio en los ensayos de ganancia de funcidn se realizaron co-transfeccidnes con el

vector de GFP (de Clonotech) y los vectores control (pcDNA3), Etv4-HA o Etv5-Flag, usando una relacion 1:10
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respectivamente. Los tres vectores fueron obtenidos de Cellogenetics, Inc. Los vectores Etv4-ARNsh, Etv5-
ARNsh, Etv4-HA y Etv5-Flag, son los mismos que se utilizaron en los experimentos del primer capitulo

(Fontanet P. et al, 2013)

Ensayo de diferenciacion. Para los ensayos de diferenciacion, el vector control Etv4-ARNsh y Etv5-ARNsh, que
expresan la proteina GFP, fueron co-transfectados con el de expresion del receptor de BDNF, TrkB, en una
relacién 10:1 respectivamente. Las células PC12 se sembraron un dia antes de la transfeccion en placas de 35
mm de didmetro. Los vectores se transfectaron con el agente de transfeccion Xtreme Gene (Roche) y se los
incubd durante 24 horas. Posteriormente, las células se sembraron en placas de 24 wells, en medio completo
(DMEM, 10% Suero Fetal Bovino, 5% Suero de Caballo, Glutamax y penicilina/streptomicina, suplementado
como se describe en la seccion Id del Capitulo 1). Luego de 16 horas, el medio completo fue reemplazado por
medio sin suero en presencia o ausencia de BDNF (25ng/ml) a las concentraciones indicadas. Después de 72

horas, las células fueron fijadas con paraformaldheido (PFA) 4% durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Cultivos primarios de hipocampo de rata. La estructura del hipocampo fue disecada de embriones de rata de
E17.5 y luego se realizd una disgregaciéon mecdnica seguido del cultivo de las células en medio completo
hipocampal (medio Neurobasal (Gibco) suplementado con 2% B27 (Gibco), penicilina/streptomicina
(Invitrogen) y glutamax (2 mM, Gibco)) segun se describe en el trabajo de Paratcha G. (2003). Las células se

plaquearon en multiwell P24 sobre una matriz de poly-D-lisina (PDL, 10 pg/ml, Sigma).

Cultivos primarios de hipocampo de raton. La estructura del hipocampo fue disecada de ratones neonatos
(P0O) y luego se realizé una disgragacion enzimatica seguida de una mecdnica. La disgregacion enzimatica se
realize con papaina (45U) y ADNsa (0.05%) en medio de cultivo Hank’s, a 37 2C 20 min. La actividad enzimatica
se detuvo con el agregado de DMEM 10%. Luego los hipocampos se disgregaron mecanicamente y las
neuronas disociadas se plaquearon en multiwell P24 sobre una matriz de poly-D-lisina (PDL, 10 pg/ml, Sigma).

Dos horas mas tarde el medio se reemplaza por medio completo hipocampal.
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Ensayos de inmunoprecipitacion y western blot. El hipocampo disecado de rata en diferentes edades fue
resuspendido en un buffer de homogeneizacién 1% tritonX-100, 2% Octil-glicosil e inhibidores de fostatasas y
proteasas, a 4°C. El homogenato resultante y se clarificéd (10 minutos a 10.000g quedando sobrenadante, S1y
pellet, P1) y fue analizado por western blot.

Para los ensayos de co-inmunoprecipitacién se prepard un extracto nuclear, a partir de la fracciéon P1,
producto del clarificado anteriormente mencionado. El pellet (P1) fue homogeneizado en un buffer 20 mM
Hepes, 0.4 KCl, 1.5 mM MgCl2, 0.4 mM EDTA, 1% NP40, e inhibidores de fostatasas y proteasas, en agitacion 1
hora a 4°C. El homogenato fue centrifugado 30 minutos a 14.000g a 4°C y el sobrenadante fue incubado con
anticuerpo primario anti-HA (como anticuerpo control inespecifico) o anti-Etv4 (2 pg/ml) durante 12-16 horas
a 4°C en agitacion. Posteriormente se agregaron microesferas de proteina G-Sepharosa (Gammabind Plus
Sepharose GE Healthcare, gamma bind beads), 50 ul por cada 1 ml de homogenato y se las incubd 2horas a
4°C en agitacién. Las muestras fueron centrifugadas y las proteinas inmunoprecipitadas disueltas en el buffer
de siembra para ser analizadas por western blot. Después de la electrophoresis, las muestras fueron
transferidas a membranas de PVDF e incubadas con los anticuerpos indicados segun Paratcha G. (2003). Los
anticuerpos utilizados fueron: anti-Etv4 (1:400, Santa Cruz Biotechnology), anti-Etv5 (1:400, Santa Cruz
Biotechnology), anti-NMDAR1 (1:1000, SIGMA), anti-Bllltubulina (1:3000; Promega) y anti-HA (Roche). Las
membranas de PVDF fueron escaneadas en el scanner Storm 845 Phosphorlmager (GE Healthcare Life

Sciences) y la cuantificacidn se realizé con el software ImageQuant (GE Healthcare Life Sciences).

Inmunofluorescencia. Secciones coronales de cerebro de P15 de rata, PO o P30 de ratdn; fueron tefiidas con
anticuerpos primarios anti-Etv4 y/o anti-Etv5, NeuN, TrkB, Bllltubulina o MAP2. Brevemente, se realizo una
permeabilizacién de 1% TritonX-100 (Sigma) en PBS, luego se bloqueo en 10% suero normal de burro en PBS
seguido de la incubacién con el anticuerpo primario en 3% seroalbumina bovina (BSA) en PBS. Para las
inmunocitofluorescencia, difirid en que la permeabilizacion de las células plagueadas se realizé con 0.3%

Tritdon X-100 durante 30 minutos a temperatura ambiente. Los anticuerpos primarios empleados segun se
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indican en cada figura fueron: anti-Etv4 (1:400, Santa Cruz Biotechnology), anti-Etv5 (1:400, Santa Cruz
Biotechnology), anti-NeuN ( 1:1000, Milipore), anti-MAPII y anti-Taul total (1:1000, Sigma), anti-TrkB (1:2000,
R&D) y anti-BllITubulina (1:5000, Promega). La incubacidn de los anticuerpos secundarios (de Jackson
ImmunoResearch) se realizd a temperatura ambiente 1 hora en una dilucién 1:300 en BSA 3% en PBS.
Finalmente, después de lavar el anticuerpo secundario, las células fueron incubadas con DAPI (diclorhidrato
de 4',6-diamidino-2-fenilindol, Sigma) (1/10000). Las imagenes fueron obtenidas en el microcopio invertido

Olympus 1X-81 o en el microscopio confocal Olympus, segun se indica en la leyenda de cada figura.

Impregnacion Argéntica de Golgi. Brevemente, los cerebros de ratones de P15 fueron incluidos en la solucién
fijadora (formalina 10% en agua, Sigma) durante 16 horas a temperatura ambiente y en oscuridad. Luego, se
transfirieron a una solucidon de dicromato de potasio 3% en agua, durante tres dias a temperatura ambiente y
en oscuridad. Posteriormente, los cerebros fueron transferidos a una solucién de nitrato de plata 2% en agua
durante 24 horas a temperatura ambiente y en oscuridad. Los cerebros fueron procesados en vibratomo, en
secciones de 100 um de espesor. Estas fueron colectadas en una solucién de gelatina 0.3% en agua (de
ReaearchAG), secadas al aire, deshidratadas (etanol 95%-etanol 100%-xilol) y montados con bdlsamo de
Canada en portaobjetos gelatinizados. Se analizé la complejidad del arbol dendritico de neuronas de la regios
CA1 del hipocampo mediante el andlisis de Sholl. También se cuantificd el nimero de dendritas primarias, y el

crecimiento neuronal total. Se tomaron imagenes de campo claro en el microscopio Olympus 1X-81.
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Discusion General.

Los miebros de la famiia Pea3 fueron inicialmente descriptos como proteinas oncogénicas y es amplia la
bibliografia que describe su rol en el desarrollo y progresiéon de distintos tipos tumorales. Numerosas
evidencias indican que su expresion estda aumentada en células tumorales en diferentes neoplasias e incluso
se los utiliza como indicadores de la agresividad e invasividad tumoral (Oh S. et al, 2012). Sin embargo cada
vez es mayor el nimero de evidencias que indican una importante funcién de estos factores transcripcionales
en procesos del desarrollo normal. En general todos los eventos en los que han sido descriptos estos factores
involucran la remodelacidon de la matriz extracelular. La participacion de estos factores en procesos de
proliferacién como de diferenciacién requiere que los mismos estén altamente regulados. Esta regulacion
puede deberse a los niveles de expresion (entendiéndose como la tasa de expresion/degradacion, Kageyama
R. et al., 2008), los distintos tipos de modificaciones post-traduccionales (Hand R. et al., 2005; Ma YC. et al.,
2008) y/o a la interaccidén con diferentes cofactores u otros factores transcripcionales. Esto ultimo, hace
posible su participacion en procesos bioldgicos diferentes e incluso opuestos. Recientemente se ha descripto
que el factor transcripcional Ascll, considerado inicialmente como un factor de diferenciacién neuronal,
participa también en la proliferacién de progenitores neuronales (Castro DS. et al., 2011). La interaccidn con
distintos factores, constituye un mecanismo que permite un cambio eficiente y rapido de un estado neuronal
proliferativo a uno postmitdtico, asegurando que los programas transcripcionales de cada estado o contexto
sean mutuamente excluyentes.

Nuestros datos revelaron un rol esencial de Etv4 y Etv5 en los procesos de diferenciacidon neuronal disparado
por factores neurotréficos, es por ello que resulta interesante la identificacion de los programas
transcripcionales regulados por estos factores en los distintos tipos neuronales.

En este trabajo identificamos a dos metaloproteasas (MMP3 y MMP13) como alguno de los genes relevantes
en el crecimiento de las neuronas sensoriales nociceptivas que estarian regulados por Etv4d y Etv5, sin

embargo es claro que estas no serian las Unicas moléculas involucradas en este proceso.
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En cuanto a nuestros hallazgos del rol de Etv4 y Etv5 en neuronas hipocampales no hemos estudiados hasta el
momento si algin miembro de la familia de metaloproteasas estaria invoulcrada en los procesos de
remodelacién dendritica descriptos, siendo que en la literatura se encuentra descrito el rol de diferentes
MMPs en el crecimiento dendritico (Fujioka H. et al, 2012).

La neurotrofina NGF es un importante modulador de la respuesta inflamatoria al dolor (Bennett D. et al.,
2007). Se ha identificado que mutaciones en el gen codificante para el receptor TrkA, genera una
insensibilidad al dolor (Indo Y., 2002). Tales mutaciones producen un receptor inactivo que se traduce en la
imposibilidad a responder a estimulos dolorosos (Yu T. et al., 2014). Defectos en la inervacion de las neuronas
nociceptivas hacia la piel y/o a la médula espinal, podrian resultar en deficiencias en la recepcién del dolor. En
esta tesis describimos un rol esencial de los factores de transcripcion Etv4 y Etv5 en el desarrollo in vitro de las
neuronas nociceptivas. Estudios preliminares en animales deficientes en Etv4 mostraron defectos en la
inervacién periférica embrionaria de los nervios positivos para el receptor de NGF. Aun queda por analizar
que ocurriria en los animales deficientes en Etv5. Como mencionamos previamente NGF es un importante
mediador de la respuesta al dolor, es por ello que sera interesante evaluar en los ratones adultos deficientes
en Etv4 y/o Etv5 la sensibilidad a estimulos dolorosos.

Otro de los genes que logramos identificar en esta tesis, es la subunidad R1 del receptor de NMDA. El andlisis
de ratones mutantes para Etv4, mostré una reduccidn significativa de los niveles del NMDAR1 en el
hipocampo adulto. Estos resultados son coherentes con el trabajo de Abe H et al. (2011) donde muestra la
regulacion de otra subunidad del receptor de NMDA por el factor transcripcional Etvl en el cerebelo. Estudios
similares a los realizados en los ratones mutantes para Etv4, restan por hacer en aquellos deficientes para
Etv5 y doble mutantes para ambos factores de transcripcién. Es importante mencionar el el receptor de
NMDA también se expresa en las neuronas sensoriales, y la disminucidon en sus niveles de expresion estd
asociado a hiperexcitabilidad neuronal (Pagadala P. et al., 2013). Por esto debemos estudiar si la expresion de
este receptor en las neuronas del DRG se regula por los factores transcripcionales Pea3, y proponer a la

subunidad R1 del recpetor de NMDA como un nuevo gen blanco de estos factores transcripcionales.
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En cuanto a la funcién de Etv4 y Etv5 como mediadores de los efectos biolégicos de los factores neurotréficos
serd interesante identificar los interactores diferenciales de estos factores en los distintos contextos celulares
estudiados en este trabajo lo cual es posible utilizando ensayos de protedmica. La presencia de una
combinacidn especifica de factores transcripcionales dependiendo del contexto celular determina un patrén
transcripcional diferencial regulado por estos factores.

Con el objeto de identificar genes regulados directamente por estos factores transcripcionales sera
interesante llevar a cabo ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina (Chip assays) en distintos contextos
neuronales del sistema nervioso periférico y central. Dado que estos factores transcripcionales son
mediadores de la respuesta celular inducida por factores neurotréficos sera importante analizar si Etv4 y Etv5
son requeridos para la inducciéon de la expresion de genes que median los procesos de regeneracion del

sistema nervioso.
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