






































Introduccidén

A B

E Cerebro anterior = ‘thl":)'l) medio . 1. Telencéfalo
Prosencéfalo  piencéfalo 2. Lamina terminalis
. —— __Mesencéfalo ;
sew"dam—*-\ f? — ~~\\efen 3. Vesicula 6ptica
/ B / 4. Infundibulo /
1 L glandula pituitaria
( 7 5. Hipotalamo

6. Cuerpos mamilares
7. Glandula pineal
8. Curvatura cefalica
9. Coliculo superior
10. Coliculo inferior
11. Ithsmus
/ o 12. Placa cerebelar
Rhombencéfalo 13. Médula

/ 14. Curvatura pontina
15. Curvatura cervical

erebro posterior

16. Notocorda
P1. Pretectum
alla-‘rr-rgggal lp>:2;: ;f::;::mo
Fig. I 1: Desarroll o dE$gueéemasmdener stasbat éAal del
desarrol |l o, seg¥%n el model o prosom®ri co. Se indica
di ferenci amda egdlonTaN.i zlaci -n se da tanto en el eje a
| 2nea del |l 2mite alar/ basal gue divide cada segment
medi o (M), cerebro pos(tSprd)o,r p(rH)s,e necsgpfian a0 dsoercsuanld ar i
(Tel), telenc®falo pre-ptico (POTel), hipot8lamo t-&:
(rrl1X)BBot ograf2a el ectr -nica de barnrivdiostdae aunnt eermborri, -
card2aco y el extremo m8s rostral de |l a fpPaoaennealsr
indican | a direcci-n hacia donde se est §&n (€¥irg tarassdadlo
embri-n e8.5 en el que senweal Shh kinbtiadaéinema medi(al
Fotograf2za electr-nica de barrido de un embri - -n de
(rostralzgaeiraa) . Se indican en distintos colores

inserto representa un esquema de un corte transvers
flechas blancas rmpceeansanopagr Sefoas de | a di men
cef8lica (ceph. flex.) (Adaptado de Martinez et al

14









Introduccidén

Tel (evaginated)

=

r » N\ Hindbrain
S ch
s o=

J

Fi @.: IModel o prDoisaogm@rnmacso.compar ando dlAcmodel ompde

(B) Erl este se muestra el dominio de expresi-n d
muestran | os neur-meros de wefneranhci(aasy, eme( B

del imitasiloaesdidel t &8l amo Wemntsradl (OVMHhH) y tePlia 8§l
de expresi-n de qNkex 2s €p aerna lel ZztL8]1 amo (p2) del
seadari a, debido a |l a i Edutois-resgqadi gesnereapShl.

bada de expresi-n es longitudinal (marcado por
correspondencia del Il 2mite A/ B con | a banda de
arbitrario del I 2mite haco ap ueeldet ed xepnlci®faarl op o rEgsut
extiende hacia el hi pot &8l amo dividi ®&ndol o en do
basal del hipot&8lamo como eaddA) adwd lglmens d& Pu kel
Esgema del sistema nervioso empdeparsotlalsopocomrl |
Las placas del piso y del techo est8n pintadas
basal y constituye deol eelj €T N.o nEgni taurdairnialll od es et o ndi
rosa, | a regi - nPubeaslaelsPdelldl 3miS§sma bt evi aturas, ver

17



Introduccidén

el hipotalamo peduncular (HipP/hp2) y el hipotalamo terminal (HipT/hp1). El limite entre
las placas alar y basal atraviesa todos estos prosomeros y de esta manera, el telencéfalo
resulta un derivado de la placa alar del tubo neural (Fig. 2 C).

El patron de expresion de Nkx2.2 permite mostrar lo anteriormente explicado.
Nkx2.2 se expresa en una banda fina y longitudinal que cruza el cerebro medio, el
diencéfalo y el hipotalamo a lo largo del limite alar/basal. La topografia de esta banda es
comparable en todos los vertebrados investigados. Este patron emerge en el estadio de
placa neural, antes de que el TN se pliegue (Shimamura et al 1995) y permanece
topolégicamente invariable mientras se forma la flexién cefalica (Hauptmann et al 2002).
Secundariamente, la banda se deforma alrededor de la banda transversal de expresion
de Shh conocida como zona limitans intrathalamica (ZLI). Este hecho es robusto y refleja
que la posicion del limite alar/basal a través del cerebro anterior y medio y es claramente
inconsistente con el eje columnar y sus subdivisiones diencefalicas en columnas. El
patron de expresion de Nkx2.2 es longitudinal excepto en la ZLI pero no entra en el
telencéfalo y divide el cerebro medio, el diencéfalo y el hipotdlamo en dos mitades alar y
basal (Fig. 12 A,B).

Si bien el modelo prosomérico es compatible con un modelo evolutivo del
desarrollo del TN, existen autores que se oponen a esta vision debido a la dificultad que
presenta la interpretacion de los modelos de falta de funcion de genes expresados en las
diferentes visiones propuestas del hipotdlamo y del telencéfalo y a la dificultad que
presenta la identificacion de los bordes de expresion de los genes durante el desarrollo.
Para algunos genes, los bordes son a veces difusos y se extienden mas alla de las
barreras propuestas por el modelo. Ademéas, muchos de los patrones de expresion
utilizados para establecer estas divisiones fueron analizados en estadios tardios del
desarrollo, en el cual la neurogénesis ya se encuentra avanzada o completa (Bedont et
al 2015).

El hipotalamo: anatomia y funcion

La anatomia general y la organizacion del hipotalamo se encuentran bien

conservadas entre vertebrados. A diferencia de otras regiones del cerebro como la
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corteza o la espina dorsal, que se componen de estructuras columnares, el hipotalamo
estd compuesto por varios nucleos o aglomeraciones de cuerpos neuronales, ubicados
en un arreglo tridimensional complejo. El hipotalamo mamifero adulto puede ser dividido
anatébmicamente en cuatro niveles rostro-caudales y tres zonas medio-laterales. De
rostral a caudal las cuatro regiones son: el area preoptica, hipotalamo anterior, tuberal y
mamilar (Fig. 13), cada una de las cuales tiene una zona lateral, medial y periventricular
(Fig. 14) (Markakis et al 2002). Los nucleos de cada region hipotalamica estan asociados
a diferentes funciones (Burbridge et al 2016). El éarea preoptica controla la
termorregulacion, reproduccidén y el balance osmotico. El hipotalamo anterior, que
comprende el nucleo supradptico (SON), el nacleo supraquiasmatico (SCN), el nucleo
paraventricular (PVN) y el nucleo periventricular anterior (aPV) regula la alimentacion,
los ritmos circadianos y otros procesos homeostaticos. El hipotalamo tuberal incluye el
nucleo arcuato (ARC), la eminencia media (ME), el hipotalamo ventromedial (VMH) y el
hipotalamo dorsomedial (DMH) y juega un rol en el balance energético, respuesta a
estrés y agresividad. El hipotalamo mamilar, que incluye los cuerpos mamilares esta
involucrado en respuesta a estrés y en memoria espacial (Vann & Nelson 2015) (Fig. 13
A).

En tetrdpodos, el hipotdlamo ejerce el control sobre la funcién de la glandula
hipofisis mediante la liberacibn de neuropéptidos sintetizados por neuronas
neuroenddcrinas. Las neuronas magnocelulares se localizan en los nacleos PVN 'y SON
y desde ahi proyectan sus axones a la neurohipofisis donde liberan oxitocina y arginina
vasopresina. Las neuronas parvocelulares se localizan en nucleos del area tuberal, POA,
ARC, aPV y PVN y proyectan a la eminencia media (ME) donde secretan hormonas en
el sistema porta que se encuentra conectado a la adenohipdfisis (Fig. I3 B). Estas
hormonas ejercen un rol sobre los diferentes tipos celulares de la hipoéfisis, algunas
estimulando y otras inhibiendo la secrecidon de hormonas hipofisarias. La mayoria de los
aspectos anatomicos y funcionales de la funcion neuroendocrina del hipotdlamo se

encuentran conservados en
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vertebrados tan diversos como los peces teledsteos y los mamiferos (Lohr &
Hammerschmidt 2011).
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Sobre el desarrollo del hipotalamo

Durante el desarrollo, el hipotdlamo surge de la region ventral y terminal del tubo
neural. En el embrién de ratén, el primordio hipotalamico es evidente a partir del dia
embrionario 9.5 (e9.5). Estudios en los que se mapearon sistematicamente los territorios
en los que se expresan genes del desarrollo y genes de diferenciaciéon neuronal han
permitido definir los bordes hipotalamicos y establecer un mapa de su regionalizacién
temprana (Fig. 15). El hipotalamo anterior se origina de la regién alar del tubo neural
ventral y las regiones tuberal y mamilar corresponden a la region basal. Esta perspectiva
sugiere que el area preoptica, clasicamente incluida en el hipotalamo adulto, deberia ser

considerada como derivada del telencéfalo (Pearson & Placzek, 2013).
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Muy pocos genes se expresan con exclusividad en regiones especificas del
hipotalamo en desarrollo. Sin embargo, es posible usar combinaciones de patrones de
expresion génica para identificar regiones hipotalamicas a lo largo de los ejes DV y AP.
Algunos genes de expresion temprana, incluyendo las proteinas con homeodominio (HD)
Pax6, Nkx2.1, Rax, Nkx2.2, Arx, DIx, Six3, Vaxl, Otp; proteinas LIM como las Lhx1 o
Isl1; factores del tipo hélice-vuelta-hélice (bHLH), como Sim1; proteinas de dominio
Forkhead, como Foxbl y miembros de la familia T-box como Tbx1l sugieren una
regionalizacion DV del hipotdlamo en zonas alar, basal y placa del piso que esti
conservada entre todas las especies de vertebrados examinadas.

Una vez que los territorios de progenitores estan establecidos, los mismos
empiezan a originar neuronas, un proceso que en el raton comienza alrededor del estadio
€9.5. Los progenitores ubicados en la zona ventricular presentan alta tasa mitética,
dando lugar a neuronas que migran lateralmente y se diferencian a sus tipos neuronales.
Las neuronas funcionales emergen a través de una secuencia de eventos que incluyen
la migracion a su ubicacién final, la adquisicién de un compromiso de destino celular,
produccién de neurotransmisores y/o neuropéptidos especificos y crecimiento dendritico
y axonal, lo que permite el establecimiento de las vias de conexion neuronal. Cada una
de estas etapas se encuentra finamente regulada por factores de transcripcion. Los
factores de tipo proneurales median la salida del ciclo celular y la upregulation de
programas neurogénicos (Guillemot 2007). Tal es el caso del gen Ascll (un FT de tipo
bHLH) que se encuentra ampliamente expresado en la zona ventricular y subventricular
del hipotadlamo tuberal y contribuye a multiples nucleos hipotalamicos como el ARC y el
VMH (Kim, Nattiste, Nakagawa & Johnson 2008). Los genes proneurales actidan junto
con proteinas con HD determinando un compromiso a un linaje celular. Por ejemplo, la
funcién de Ascll es requerida para la expresion del gen HD Gshl que, a su vez, es
necesario para la expresion de GHRH, sugiriendo que actlia mediando la especificacion
de neuronas GHRH dependiente de Ascll (McNay et al 2006, Mutsuga et al 2001). La
organizacion final de los nucleos hipotalamicos se debe en gran medida a la capacidad
de las neuronas de migrar. De hecho, muchos estudios muestran que la organizacion
laminar del hipotalamo a lo largo del eje medio-lateral establecido a través de la migracion

radial de células nacientes es transitoria, seguida por una subsecuente reorganizacion
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de poblaciones enteras de células que migran tangencialmente. En algunos casos, las
neuronas pueden migrar de una region a otra dentro de una misma region hipotalamica
o incluso migrar desde fuera del hipotdlamo, como es el caso de las neuronas GnRH
originadas en el placode olfatorio que migran hasta el ARC. La deplecion de algunos FTs
puede resultar en la pérdida de la capacidad migratoria de las neuronas y la incapacidad
de formar un ndcleo, como ocurre en el ratbn KO del FT SF-1 (NR5A1), donde las
neuronas fallan en la migracion y no se puede formar el VMH (revisado en Jo & Chua
2009). Las neuronas comprometidas con un destino celular, finalmente, terminan de
adquirir su identidad a través del proceso que se denomina diferenciacién terminal, a
través del cual se prenden sus programas de expresion que las diferencia las unas de
las otras, por ejemplo, por su perfil de sintesis de neurotransmisores y neuropéptidos.
Tanto en ratén como en zebrafish, la proteina Orthopedia (OTP) juega un rol critico en la

diferenciacion de muchas neuronas del hipotalamo medial (Acampora et al 1999; Wang
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& Lufking 2000) y regula tanto la diferenciacion terminal como la seleccion de

neurotransmisor.

Glandula hipofisis

La hipofisis es una glandula maestra que controla todos los drganos con funcion
enddcrina del organismo. Esta conformada por dos partes: la adenohipéfisis, conformada
por los l6bulos anterior y el intermedio y la neurohipdfisis, que constituye el I6bulo
posterior (Fig. 13). Estas dos partes tienen origenes embrionarios distintos: el 16bulo
anterior se origina a partir de una invaginacion del ectodermo oral, que forma una cavidad
y se escinde del mismo formando una estructura de transicion llamada bolsa de Rathke,
gue posteriormente se diferencia y da lugar a los seis tipos celulares que pueblan este
I6bulo. EI I6bulo posterior, por el contrario, se forma a partir del hipotalamo tuberal, el
cual se evagina dando lugar a una estructura llamada infundibulo. Ambas partes de la
hipofisis permanecen en contacto luego de su desarrollo, dando lugar a la glandula. Si
bien siempre se ha atribuido al ectodermo el origen de ambos Iébulos hipofisarios,
trabajos recientes han demostrado que tanto el endodermo como las células de la cresta
neural también participan en el desarrollo de la adenohipdfisis. Estas células invaden la
pituitaria durante su desarrollo y contribuyen al mantenimiento de la glandula adulta
(Davis et al 2016, Ueharu et al 2016, Fabian et al 2020, Kato et al 2023).

La adenohipdfisis madura de tetrdpodos contiene 6 tipos celulares distintos que
se forman a partir de progenitores comunes. El I6bulo anterior contiene 5 tipos de células
secretoras de hormonas: los corticotropos, que secretan adrenocorticotropina (ACTH),
los tirotropos, que secretan la hormona estimulante de la tiroides (TSH), los
gonadotropos que secretan la hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo
estimulante (FSH), los somatotropos, que secretan hormona de crecimiento (GH) y los
lactotropos que secretan prolactina. El I6bulo intermedio de los humanos es
practicamente inexistente, pero en otras especies de vertebrados, como los roedores,
esta parte es mas grande y funcional y alli se alojan los melanotropos, que secretan la

hormona estimulante de melanocitos (a-MSH). Estas hormonas son liberadas al torrente
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sanguineo y ejercen sus funciones en organos blanco, incluyendo la regulacién del
crecimiento, lactancia, respuesta a estrés y reproduccion. A diferencia de la
adenohipdfisis, la neurohipdfisis no contiene células enddcrinas, sino que esta formada
por axones de neuronas magnocelulares hipotalamicas que secretan oxitocina (OXT) y
vasopresina (AVP) al torrente sanguineo. Estas hormonas regulan principalmente el

balance osmotico y el eje reproductivo.

El desarrollo de la glandula hipofisis en el ratbn comienza a €8.5. El ectodermo
oral se engrosa y se invagina formando la bolsa de Rathke. La porcion dorsal de la bolsa
de Rathke contacta en forma directa con el hipotdlamo, el cual se evagina a el0
formando el infundibulo. Asi, la bolsa de Rathke queda en contacto con el infundibulo y
este contacto se mantiene en las etapas tempranas de desarrollo de la hipdfisis (Scully
& Rosenfeld, 2002; Zhu & Rosenfeld, 2004; Zhu et al 2005). Un surco residual permanece
en la unién entre los I6bulos anterior e intermedio en roedores, a pesar de que éste

normalmente regresiona y es casi indetectable en humanos.

A medida que las células madre de la BR transicionan y se comprometen a
distintos linajes celulares, se delaminan de la regién ventral del surco, migran
ventralmente y anteriormente y se convierten el parénquima glandular del I6bulo anterior
(Ward et al 2005; Rizzoti et al 2013; Garcia-Lavandeira et al 2009). En el desarrollo
embrionario murino, los tipos celulares secretores de hormonas se vuelven detectables
en un periodo que va de el2.5 a el7.5 (Japon, Rubinstein & Low, 1994). Estudios
genéticos y bioquimicos han identificado FTs que son cruciales para la determinacion de

linaje celular y diferenciacion terminal (Marcil et al 2003). Tanto los gonadotropos como
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region mas rostral y ventral de la BR (Burrows et al 1996).
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Islet-1

Islet-1 (Isl1) es un factor de transcripcion originalmente descubierto como un factor
esencial para la transcripcion del gen de la insulina en la rata (Ahlgren et al 1997;
Karlsson et al 1990). Pertenece a la familia de factores LIM-homeodominio (LIM-HD),
caracterizados por poseer un dominio LIM de interaccion proteina-proteina y un dominio
de tipo homeodominio (HD) de unién a motivos especificos en el ADN. El dominio LIM
confiere a los factores de esta familia la capacidad de unirse formando homo y
heterodimeros que regulan la transcripcion de genes blanco. Los factores LIM-HD juegan
un importante rol en el desarrollo y en la especificacion celular en el cerebro, en la
hipofisis anterior, entre otros 6rganos. Por ejemplo, Lhx2 es importante para el desarrollo
del infundibulo pero no es necesario para la especificacion de células secretoras de la
adenohipofisis mientras que Lhx3 y Lhx4 son factores esenciales y redundantes para la
proliferacion y especificacion celular en la bolsa de Rathke (Ellsworth et al 2008;
Raetzman et al 2002; Zhao et al 2010; Gergics et al 2015). Estas observaciones
permitieron formul ar l a hip-tesis del
particular de genes con dominio LIM puede dar lugar a destinos celulares particulares.
Un ejemplo cl 8sico del |l l amado #Ac-digo
neuronales de la espina dorsal: la combinacion de la expresion de Isl1 y Lhx3 en
precursores de motoneuronas (pMN) da lugar a motoneuronas mientras que la expresion
de solo Lhx3 en progenitores p2 (adyacentes a las pMN) da lugar a interneuronas V2a
(Thaler et al 2002).

Isl1 es un gen antiguo, presente en el genoma de metazoarios basales, como
cnidarios, ctendforos y placozoos (Srivastava et al 2010). En vertebrados, se ha
observado expresion de Isl1 en una diversidad de tejidos: islotes pancreaticos (donde
inicialmente fue descubierto y descripto), intestino, corazén, hipdfisis anterior y diversos
tipos celulares del sistema nervioso: células bipolares, ganglionares y amacrinas de la
retina, motoneuronas de la espina dorsal, neuronas sensoriales de los ganglios dorsales,

neuronas colinérgicas del cerebro anterior, entre otros.

26

- di

LI



Introduccidén

Ratones mutantes nulos para el gen de Isl1 son inviables, muriendo durante el
desarrollo entre los estadios €9.5y €10.5 (Pfaff et al 1996). Asi, inicialmente, los estudios
sobre la funcién de Isl1 en mutantes nulos (Isl1 knock out, Isl1-KO) estuvieron limitados
a eventos muy tempranos del desarrollo, como la diferenciacion de las neuronas motoras
de la espina dorsal (Pfaff et al 1996; Thaler et al 2004) o el desarrollo del mesénquima
pancreatico y los islotes del pancreas enddcrino (Ahlgren et al 1997). En 2004, se reportd
que los ratones Isl1-KO se morian por defectos en la formacién de varios elementos del
corazon, incluyendo el ventriculo derecho, parte de los atrios y el tracto de salida (Cai et
al 2003). Eso es consistente con el hecho de que Isl1 se expresa muy tempranamente,
a partir de 7.0, en el creciente cardiaco, una poblacion de progenitores mesodermales
que da origen al corazén, y mas tarde en componentes derivados del segundo campo
cardiaco (Cai et al 2003; revisado en Ren et al 2021).

Para evitar la mortalidad temprana de los embriones Is|1-KO, es necesario evitar
la eliminacion del gen durante el desarrollo del corazén. Los laboratorios de Lin Gan
(Universidad de Rochester, NY, EEUU) y de Sylvia Evans (Universidad de California,
San Diego, EEUU) generaron lineas de ratones en los que exones importantes para la
funciondelsllse encuentran Afl oxeados o0, loxP (Esim@ry
et al 2007a, 2007b; Sun et al 2008). Asi, la actividad de Isl1l en estos ratones-modelo
puede ser inactivada de manera controlada, por ejemplo, en un tejido especifico o una
ventana temporal en particular, dependiendo del lugar y momento en que se exprese el
transgén de Cre (revisado en Kim et al 2018). En los trabajos de Elshatory et al (2007a,
2007hb), el exén 2 de Isll fue floxeado (Isl1floxfflox) 'y |os autores utilizaron un transgén
Six3-Cre para eliminar la expresion de Isll en el cerebro anterior, sin afectar el corazon.
De esa manera, el andlisis de los embriones Isl1floxflox;Six3-Cre mostré que Isll es
necesario para la diferenciacion de células bipolares y amécrinas de la retina (Elshatory
et al 2007a) y de neuronas colinérgicas del estriado (Elshatory et al 2007b). En el trabajo
de Su et al (2008), es el exdn 4 de Isl1l que fue floxeado. Utilizando el transgén Wnt1-
Cre, que se expresa solamente en la parte dorsal del tubo neural y en la cresta neural,
los autores observaron que Isll es necesario para la generacion y supervivencia de las
neuronas de los ganglios de la raiz dorsal (DRG) y la innervacion de los tejidos periféricos
(Sun et al 2008). Asi, el sistema Cre-loxP empleado permite el estudio de las funciones
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del gen sin causar la muerte prematura de los embriones mutantes, cuando la

recombinasa no se expresa en el corazon en desarrollo.

Con la estrategia de knock outs condicionales de Isl1, la funcion del gen fue
estudiada en varios tejidos diferentes durante el desarrollo, por ejemplo, en el desarrollo
de progenitores e islotes del pancreas (Du et al 2009; Ediger et al 2014), organogénesis
de los miembros posteriores (Itou et al 2012) y desarrollo del tracto urogenital (Ching et
al Hum 2018; Su et al 2019). En el sistema nervioso, ademas de las regiones previamente
mencionadas, una funcion importante de Isl1 fue descubierta en el desarrollo de
neuronas de la via nigroestriatal del telencéfalo ventral (Ehrman et al 2013; Lu et al 2014),
células ganglionares de la retina (Pan et al 2008; Mu et al 2008), nervios craneales (Kim
et al 2016), neuronas del sistema auditivo (Filova et al 2022), entre otros. Estos trabajos
han permitido concluir que Isll juega un papel esencial durante la embriogénesis de los

tejidos en los cuales se expresa.

En humanos, no se conocen pacientes con mutaciones nulas en ISL1,
presumiblemente por el caracter esencial del gen. Por otro lado, varios estudios de
asociacion genomica (GWAS) han mostrado que el locus de ISL1 esta fuertemente
asociado a la extrofia vesical clasica, una malformacion grave de la regién urogenital,
afectando el desarrollo de la vejiga, tracto urinario y genitalia (Draaken et al 2015; Zhang
et al 2017). Consistente con esta asociacion, la inactivacion de Isl1 especificamente en
el mesénquima genital de ratones causa fenotipos compatibles con la extrofia vesical
(Ching et al 2018).

Islet-1: estudios en el hipotalamo

En el hipotalamo, la expresion de Isll ha sido estudiada particularmente en el
nucleo arcuato. EI mismo, ubicado en el hipotalamo mediobasal adyacente al tercer
ventriculo y a la eminencia media, es un regulador clave de la homeostasis del
organismo: sensa sefales periféricas, las procesa y da respuestas secretando diversos
neuropéptidos: hormona liberadora de hormona de crecimiento (GHRH), Somastotatina
(SST), Proopiomelanocortina (POMC), Neuropéptido Y (NPY), Agouti-related protein
(AgRP), ademas del neurotransmisor dopamina. Todos estos procesos son llevados a

cabo por una diversidad de tipos neuronales que controlan el balance energético, el
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crecimiento y comportamientos reproductivos. Utilizando un modelo de inactivacion
temporal de Isl1, basado en una recombinasa Cre activable por tamoxifeno, Nasif et al
(2015) mostraron que Isl1 tiene un rol fundamental en la especificacion terminal de las
neuronas melanocortinérgicas del nucleo arcuato del hipotadlamo. Estas neuronas se
caracterizan por la expresion de POMC, una proteina precursora que origina péptidos
cortos con efectos anorexigénicos (es decir, que causan reduccion de la ingesta de
comida). De hecho, la proteina Isl1 se une a motivos presentes en dos enhancers del
gen de Pomc, de manera que la regulacion se da de manera directa. Ratones mutantes
para la expresion de Isl1 en las neuronas melanocortinérgicas presentan una reduccion
en la expresion de POMC vy desarrollan un fenotipo de obesidad (Nasif et al 2015).
También se ha visto que Isl1 es fundamental en la especificacion de las neuronas AgRP
y NPY (dos péptidos con funcién orexigénica, es decir, que estimulan la ingesta), GHRH
y Sst, en todos los casos induciendo la expresiéon de dichos neuropéptidos y en el caso
de AgRP en forma directa formando un complejo con el receptor de glucocorticoides (GR)
y el factor de transcripcion Bsx (Lee et al 2016). Ratones mutantes para la expresion de
Isl1 en parte del hipotdlamo en desarrollo, incluyendo el nucleo arcuato (Nkx2.1-Cre;
Isl1flox/flox) presentan defectos en el crecimiento lineal y en el comportamiento de
alimentacion (Lee et al 2016). Ademas de las funciones anteriormente expuestas de Isl1,
donde es un actor principal en la especificacion terminal de tipos celulares durante el
desarrollo, se ha visto que Isll esta involucrado en el mantenimiento de los niveles

normales de la expresiéon de POMC en la vida postnatal del raton (Nasif et al 2015).
Islet-1: estudios en la hipofisis

Isl1 se expresa inicialmente en la zona del ectodermo oral donde se forma la bolsa
de Rathke (BR) a €9.5-€10.5, precediendo la expresion de otros factores LIM-HD como
Lhx3 y Lhx4. Luego, a el1.5 la expresion se observa en células de la region ventral de
este 6rgano y a partir de e16.5 la expresion se focaliza particularmente en tirotropos y
gonadotropos (Castinetti et al 2015). Como ya fue dicho, en el mutante nulo de Isl1 los
embriones mueren a €9.5 con defectos en el desarrollo del corazon. En dichos embriones
se desarrolla una fina y rudimentaria bolsa de Rathke (Pfaff et al 1996, Takuma et al
1998). Ademas, se ha visto que en un modelo murino de hipertrofia hipofisaria donde se
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ven afectados los tirotropos, la expresion de Isll se ve elevada (Gergics et al 2016). La
delecién condicional de Isl1 en tirotropos diferenciados, usando un transgén Tsh-cre,
produce un leve déficit en el crecimiento, leve hipotiroidismo y una respuesta alterada a
un desafio al funcionamiento tiroideo (Castinetti et al 2015).

Sobre el sistema dopaminérgico

Las catecolaminas son neurotransmisores que se encuentran abundantemente
representados en el sistema nervioso de los vertebrados. El estudio de las células que
producen catecolaminas se remonta a principios de los afios 60 donde, empleando el
método conocido como histofluorescencia de formaldehido, se pudo identificar 12
poblaciones de neuronas del cerebro de la rata que producian las primeras
catecolaminas en ser descriptas: noradrenalina (NA) y dopamina (DA) (Falck et al 1962;
Carlsson et al 1962; Dahlstréom & Fuxe 1964). Posteriormente, estas poblaciones fueron
confirmadas en otros estudios, se agregaron algunas mas y fueron designadas A1-A16
(Chan-Palay et al 1984) (Fig. 16). Las poblaciones A1-A7 constituyen grupos de neuronas
adrenérgicas mientras que el resto de las poblaciones A8-Al16 estan conformadas por
neuronas dopinamérgicas. Este sistema de nomenclatura fue adoptado dado que estas
poblaciones no se correspondian a estructuras anatdmicas estrictas y resulta util porque
la distribucién de cuerpos celulares entre cada grupo de células varia entre especies de
mamiferos y mas aun entre vertebrados (Parent et al 1984; Smeets & Gonzalez 2000).
Al no encontrarse particularmente contenidas en estructuras anatémicas definidas (como
los nucleos hipotalamicos), es necesaria la caracterizacion del perfil de expresion génico

y funcional de cada una de ellas para comprender su rol en el cerebro.

La dopamina es un neurotransmisor que participa en diversas funciones del
sistema nervioso central en los mamiferos, tales como la regulacion del movimiento, los
procesos cognitivos y emocionales, los mecanismos de recompensa y la regulaciéon
neuroenddcrina (Bjorklund & Dunnett 2007). Las neuronas dopaminérgicas, aquellas que

son capaces de sintetizar y secretar este neurotransmisor se encuentran distribuidas a
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lo largo del cerebro (Fig. 16), encontrandose las poblaciones A8-A10 en el cerebro medio
y las poblaciones A11-Al7 en el diencéfalo, prosencéfalo (con alta abundancia en el
hipotalamo y pretdlamo), bulbo olfatorio y retina. Las poblaciones A8-A10 alojan
aproximadamente el 90% del nimero total de células dopaminérgicas del cerebro y son
las que mayor atencion han recibido a lo largo de los afios por parte de los investigadores
y médicos dado que su malfuncionamiento es causa de la enfermedad de Parkinson
(Chinta & Andersen 2005). Es asi que ha sido descripto con detalle su ontogenia, su
perfil de expresion génica y las proyecciones que emiten hacia el cerebro anterior
conformando el sistema mesolimbico y el sistema nigroestriatal. Otras poblaciones de
neuronas dopaminérgicas como las All, A13 o A15 han recibido poco interés y menos

se sabe sobre sus funciones y cableado.

Las neuronas dopaminérgicas expresan una serie de enzimas que constituyen la
via de sintesis y secrecion de dopamina (Fig. 17). La tirosina hidroxilasa, que cataliza la
conversion del precursor L-tirosina en L-DOPA, es la limitante de la via 'y es a traves de

la deteccion de esta enzima por inmunohistoquimica que se han confeccionado los
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Fig. 16: Distribucion de poblaciones de neuronas dopaminérgicas en el cerebro en desarrollo (A) y adulto (B)
de ratén. Las neuronas dopaminérgicas en el cerebro de mamiferos se localizan en nueve grupos, distribuidos
desde el mesencéfalo hasta los bulbos olfatorios. Las flechas en B indican las proyecciones de las células
dopaminérgicas. Ige, emimencia ganglionar lateral; mge, eminecia ganglionar medial (adaptado de Bjorklund &
Dunnett 2007).
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mapas de distribucion de neuronas dopaminérgicas con los que contamos en la
actualidad. EI mRNA de la tirosina hidroxilasa se empieza a detectar en el cerebro del
raton aproximadamente el dia €10.5 y su expresion aumenta en abundancia hacia el dia
e13.5 cuando se empiezan a detectar grupos discretos de expresion que daran lugar a
las diferentes poblaciones que se observan en el cerebro adulto (Marin et al 2005).
Inmediatamente luego de ser sintetizada, la DA es almacenada en vesiculas a través de
un transportador de alta afinidad (VMAT?2) (Eiden & Weihe 2011) y luego es liberada en
el espacio presinaptico en respuesta a potenciales de accion que se propagan hasta el
terminal sinaptico. La dopamina extracelular, luego de la sinapsis es recaptada a través
de un transportador de dopamina (DAT) presente en el terminal presinaptico (Vaughan
& Foster 2013). Una vez recaptada, la DA puede ser almacenada nuevamente en las

vesiculas para su reutilizacion, o ser degradada por la enzima monoamina oxidasa (MAO).

El uso de la técnica de doble inmunohistoquimica permitioé revelar que algunas
neuronas dopaminérgicas coexpresan otros neurotransmisores o neuropéptidos junto
con dopamina. Por ejemplo, se ha visto que las neuronas dopaminérgicas del ARC
(corresponden a la poblacién A12) colocalizan con algunos neuropéptidos como son la
hormona liberadora de hormona de crecimiento (GHRH), galanina, nerotensina o
encefalina (Lookingland 2005). Por otro lado, el 82% de las neuronas dopaminérgicas
del hipotdlamo expresan el transportador vesicular de GABA (vGat), indicando que la
mayoria de las neuronas DA hipotalamicas son, ademas, GABAérgicas (Negishi et al
2020), a pesar de que algunas regiones muestran niveles mas altos o0 mas bajos de
colocalizacion, es llamativa la poblacion A13 de la zona incerta (ZI) dado que el 100% de
las neuronas son vGat+. Ademas, estas neuronas expresan la descarboxilasa de
glutamato (GAD) lo cual les permite sintetizar GABA (Shin et al 2007). Esto aporta
evidencia a la hipotesis de que estas neuronas, ademas de dopaminérgicas, son
GABAérgicas. Por el contrario, en estas neuronas no se ha observado expresiéon de los
transportadores de glutamato Vglut2 ni Vglut3, lo cual permite pensar que no son

glutamatérgicas (Negishi et al 2020).

Desde el descubrimiento de las neuronas catecolaminérgicas se pensé que para

producir DA la neurona dopaminérgica debia expresar el pool completo de enzimas que
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lleva a cabo su sintesis y transporte al exterior. Paradgjicamente, a lo largo de los afios
se ha descubierto que no todas las poblaciones de neuronas dopaminérgicas cuentan
con todas las enzimas de la via y de hecho se han identificado muchas neuronas que
poseen solo una de las enzimas de la sintesis: TH o la descarboxilasa de aminoacidos
aromaticos (AADC) en el sistema nervioso central de varias especies (Meister et al 1988;
Okamura et al 1988a,b; Skagerberg et al 1988; Kitahama et al 1990, 1998; Nagatsu et al
1990; Karasawa et al 1994; Ikemoto et al 1997, 1998, 1999). Llamativamente, el nUmero
de neuronas que expresan TH en el hipotalamo (Van den Pol 1984) supera ampliamente
el niumero de neuronas que producen dopamina (Bjorklund & Lindvall 1984) sugiriendo
gue las neuronas monoenzimaticas para TH son mas numerosas que las neuronas
bienzimaticas dopaminérgicas. En esta linea, se ha visto que en la region medio basal
hipotaldmica durante el desarrollo de la rata mas del 99% de las neuronas
catecolaminérgicas son monoenzimaticas (Balan et al 2000; Ershov et al 2002). El hecho
de que en esta regidon haya produccién de DA, ha permitido elaborar la hipétesis de que
ambos tipos de neuronas actlan en conjunto para sintetizar DA: las neuronas TH+
sintetizarian L-DOPA que seria transportado a las neuronas AADC+ que lo captarian y
lo utilizarian de sustrato para la sintesis de DA. (Ugrumov et al 2002; Ungromov et al
2004). Algo similar se observa con la expresién del DAT en los grupos dopaminérgicos
hipotalamicos: solo algunas pocas neuronas de los grupos Al5, PVN, periventricular
(PeVN) y ARC expresan DAT, mientras que ninguna de las neuronas de las poblaciones
Ally Al3 lo hacen (Hoong Yip et al 2018). Toda esta evidencia molecular, junto con la
gue se haido agregando como resultado de estudios de expresion génica en célula Unica
(single-cell RNA-seq) indican que existe una gran heterogeneidad de fenotipos
dopaminérgicos incluso entre poblaciones de neuronas que se ubican en regiones
anatémicas similares (Grimm et al 2004, Romanov et al 2016), lo cual resalta la
importancia de realizar una caracterizacion mas profunda de estas poblaciones

neuronales.
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Esta heterogeneidad entre poblaciones dopaminérgicas es un reflejo de los
diferentes programas de diferenciacion que cada grupo de neuronas prende durante su
desarrollo. Tanto en pez cebra como en ratdn se ha visto que Otp es esencial para la
especificacion y diferenciacién de las neuronas de la poblacion A1l (Ryu et al 2007,
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Acampora et al 1999, Wang & Lufkin 2000). Otros factores de transcripcion involucrados

en el desarrollo de poblaciones dopaminérgicas diencefalicas son los miembros de la
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1.1 Expresion tempranade Isll

Resultados

Para comprender cuél es el patron de expresion de Isll en el hipotalamo de
ratones en desarrollo, realizamos un estudio de la expresion de Isl1 en embriones de
ratén en relacion a la expresion de otros genes cuya expresion ha sido descripta en la

bibliografia mediante inmunofluorescencia sobre el tejido nervioso de raton.

Se ha descripto expresion de Isl1 en el hipotalamo a partir de la edad embrionaria
9.5 (e9.5) (Nasif et al 2015), lo que coincide con el inicio de la neurogénesis en el cerebro
anterior (Kriegstein & Go6tz 2003). En este trabajo realizamos inmunofluorescencias
contra Isl1 a partir del estadio €10.5 (Fig. R1-R5 y R7). Para ayudar en el mapeo, también
hicimos inmunofluorescencias con otros marcadores moleculares relevantes, como la
proteina secretada Sonic hedgehog (Shh). Como fue mencionado en la introduccion, Shh
tiene un rol esencial en la ventralizacion del TN y en la formacién del subpalio (telencéfalo
ventral), hipotalamo y talamo (Zhang & Alvarez-Bolado 2016; Blaess et al 2015).

Las Figuras R1-R2 muestran inmunofluorescencias contra Isll y Shh en cortes
sagitales seriados de embriones a €10.5. Ya a esa temprana edad, Isl1 se distribuye de
manera amplia en el cerebro anterior. Tanto en cortes mas laterales (Fig. R1) asi como
en cortes mas mediales (Fig. R2), se puede visualizar una poblacion de neuronas Isl1+
en la region del hipotalamo basal, derivado de la placa basal del TN. También se observa
expresion de Isll en el area predptica (POA), un derivado de la placa alar que es parte
del telencéfalo (Fig. R1 C,E y R2 C,E). En cortes més laterales, se observan poblaciones
de neuronas Isl1+ en otras regiones de la placa alar, como el area pretalamica (p3) del
diencéfalo (Fig. R1 C,E). La expresion de Shh esta limitada a las capas ventricular y
subventricular del TN, coincidiendo con los progenitores neuronales, y sigue
aproximadamente el limite alar/basal en el cerebro anterior (Fig. R1 B,D). A nivel del
diencéfalo, la expresion de Shh sufre un desvio en la direccion transversal en la zona
limitans intrathalamica (ZLI), que marca la separacion entre el tdlamo (p2) y el pretalamo
(p3) (Kiecker & Lumsden 2004; Martinez-Ferré & Martinez 2012). Ademas, se puede ver
expresion de Shh en la eminencia ganglionar media (MGE)
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Fig. R3: Expresion temprana de Isll a el10.5 en deBS:tT]ke

relaciéon a Nkx2.2. (A, D Y G) Fotografias de cortes
sagitales de un embrién e11.5 (Allen Brain Atlas). ( A6 ,
y  &dgm de las areas recuadradasen A, Dy G). By
C, E, F, H, ) Inmunofluorescencia contra Nkx2.2 (verde)
y Isl1 (rojo, anticuerpo anti-Isl1 hecho en conejo y anti-
conejo-AF555). B y C ademas presentan tincion con

DAPI. Los asteriscos muestran como la expresion de Isll1

atraviesa el limite A/B. La barra equivale a 100 pm.
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a nivel del subpalio (Fig. R2 B,D). De manera general, llama la atencion como la
expresion de Isl1 en la placa basal acompafa la expresion de Shh ventralmente (Fig. R1
y R2). En cortes mas mediales a €10.5, también se puede ver que Shh se expresa en la
zona ventricular mientras que Isl1 se observa siguiendo la linea donde se expresa Shh
pero hacia la zona del manto, donde se alojan las neuronas post mitéticas en

diferenciacion (Fig. R2).

También se compardé la expresion de Isl1 con la del factor de transcripcion con
homeodominio Nkx2.2 (Fig. R3). Este factor presenta un patron de expresion que sigue
el limite alar/basal y se introduce en la ZLI, de una manera muy similar a Shh (Shimamura
et al 1995). A diferencia de Shh, la sefial de inmunofluorescencia de Nkx2.2 es nuclear,
y se realizaron IF doble contra Isll y Nkx2.2 en los mismos cortes de embrién.
Nuevamente se observa que la expresion de Isll sigue el limite A/B ventralmente en la
region basal (Fig. R3 B-C,E-F,H-I). A diferencia de otros factores de transcripcion que se
expresan solo en una de las regiones alar o basal, Isl1 presenta una expresion extensa
alo largo del desarrollo temprano del hipotalamo en desarrollo (Fig. R1-3) que no respeta
el limite A/B sino que lo atraviesa (Fig. R3 C asteriscos). La expresion de Isl1 tampoco
se ve limitada a uno de los dos prosémeros hipotalamicos (terminal y peduncular) sino

gue también atraviesa ese limite (observar lineas punteadas en Fig. R3 B-C,E).

El factor de transcripcion Nkx2.1 es un marcador molecular clasico del cerebro
anterior ventral, necesario para la especificacion del telencéfalo ventral (subpalio) e
hipotalamo (Shimamura et al 1995; Marin et al 2002). Es conocido que Isl1 y Nkx2.1 se
coexpresan en la poblacién de neuronas POMC+ del nacleo arcuato (ARC), donde
activan la expresion de POMC (Orquera et al 2019). En IFs dobles Nkx2.1 x Isl1, se
observa que ambos FTs presentan un territorio de expresion mucho mas amplio, como
se puede ver en la Fig. R4. Como Nkx2.1 se expande ocupando toda la placa basal del
hipotalamo, este marcador nos permite ver lo que ya se mencion0 anteriormente: la
expresi-n de I sl 1l Aescapaodo |l os | 2mites de | a
area dorsal (Fig. R4 G asteriscos), presentando expresion hacia la placa alar y llegando
al pretdlamo (Fig. R4 D). A nivel del telencéfalo, se ve expresion de Nkx2.1 en la
eminencia ganglionar medial (MGE) donde también se expresa Isl1 aunque
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Fig. R4: Expresion temprana de Isll a €10.5 en relacion a Nkx2.1. (A-D) Fotografias de cortes sagitales
de un embrion ell.5 (Allen Brain Atlas). ( A®d Yoom de las areas recuadradas en A-D. (E-K)
Inmunofluorescencias contra Nkx2.1 (rojo) y Isl1 (verde, anticuerpo anti-Isl1 hecho en cabra) y tinciéon con
DAPI. Los asteriscos en el panel G muestran como la expresion de Isll atraviesa el limite A/B. La flecha
blanca en el panel H sefiala una poblacion de neuronas que expresan Isl1 pero no Nkx2.1 La barra equivale
a 100 pum.

en esta area no colocalizan (Fig. R4 H). Es interesante notar que en la regiébn mas rostral
y medial del hipotalamo a e10.5 hay tanto neuronas que presentan doble marcacion Isl1+

Nkx2.1+ como un grupo de neuronas Isl1+ que no expresan Nkx2.1 (Fig. R4 H flecha).

A continuacion, comparamos la expresion de Isl1 a e10.5 con la de otro factor de
la familia LIM-HD, Lhx1. A esta edad, Lhx1 se expresa en un pequefio pool de neuronas
de la region mas anterior del hipotalamo, que poblaran el nacleo supraquiasmatico (SCN)
del hipotalamo alar (VanDunk et al 2011; Bedont et al 2014). Isl1 y Lhx1 no colocalizan
en este territorio, indicando que Isl1 no es un marcador del futuro SCN (Fig. R5). La

expresion de Isll en el hipotalamo anterior y ventral parece limitarse al ndcleo

Fig. R5: Expresién
temprana de Isll a e10.5

en relacion a Lhx1. (A)

Fotografia de un corte

sagital de un embrion e11.5
(Allen Brain Atlas). ( Ad)
Zoom del area recuadrada
en A. (B)

Bolsa Inmunofluorescencias
Rasinke contra Lhx1 (verde) y lIsll1
(rojo, anticuerpo anti-Isll1
hecho en conejo y anti-
conejo-AF555) y tincion
con DAPI. El panel C
corresponde a la region
[ﬂ'"&, ! recuadrada en el panel B.

La barra equivale a 100 um.
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anterobasal (ABas), el cual da origen a los nucleos arcuato (ARC) y ventromedial (VMH)

en el hipotalamo tuberal (Diaz et al 2015; Ferran et al 2015).

Como se introdujo anteriormente, Isl1 es un FT que se expresa en neuronas
postmitoticas que se estan diferenciando. A diferencia de Isll, Pax6 es un FT con
homeodominio que se expresa en los progenitores neuronales de algunas partes del
cerebro anterior durante el desarrollo. Particularmente, en la pared del tubo neural donde
se desarrolla el futuro pretalamo (Fig. R6), los progenitores neuronales ubicados en la
zona ventricular (ZV) expresan Pax6 (Andrews et al 2003), pero no Isl1 (Fig. R6 D, puntas
de flechas amarillas). Las neuronas que se diferencian desde este pool de progenitores
se ubican en la zona del manto (ZM) y expresan Isl1 (Fig. R6 D, flechas blancas) y
algunas de las neuronas expresan tanto Pax6 como Isl1 (Fig. R6 D, puntas de flechas
blancas). Este patréon de expresion Pax6+ Isl1+ caracteriza neuronas que proximamente
empezaran a expresar la enzima tirosina hidroxilasa (TH), por lo tanto, especifican

neuronas dopaminérgicas.

Fig. R6: Expresion temprana de Isll a
ell.5 en relacion a Pax6. (A) Fotografia
de un corte sagital de un embrién el11.5

(Allen Brain Atlas). La linea punteada

indica el plano de corte usado en las
figuras siguientes. El inserto muestra un
esquema de un corte a esa altura. (B'y

* C) Inmunofluorescencias contra Pax6

(verde, anticuerpo anti-Pax6 hecho en
raton y anti-raton-AF488) y Isll (rojo,
anticuerpo anti-Isl1 hecho en conejo y
anti-conejo-AF555). El panel C
corresponde a la region recuadrada en el
panel B. Las flechas blancas indican
neuronas postmitdticas Isll+, las puntas
de flecha amarillas indican progenitores
neuronales Pax6+ y las puntas de flecha

blancas indican neuronas postmitéticas

Pax6+ Isl1+. La barra equivale a 100 pum.
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A A

Fig. R7: Expresiéon tempranade Isl1 a e10.5 en relacion a TH. (A) Fotografia de un corte sagital de un
embrién e11.5 (Allen Brain Atlas). ( A @gom del area recuadrada en A. (B-K) Inmunofluorescencias
contra Isl1 (verde, anticuerpo anti-Isl1 hecho en ratén) y TH (rojo, anticuerpo anti-TH hecho en conejo y
anti-conejo-AF555) y merge. Los paneles E-G corresponden a las regiones recuadradas en los paneles
B-D, respectivamente. Los paneles H-K corresponden a las regiones recuadradas en el panel G. Las
fotos fueron tomadas con microscopio de epifluorescencia (no confocal). (B-G) La barra equivale a 200

pum. (H-K) La barra equivale a 50 pm.
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La extensa expresion temprana de Isl1l abarca territorios en donde también se
expresa TH, una enzima clave para la sintesis de dopamina y un marcador molecular por

excelencia de neuronas dopaminérgicas del cerebro anterior y medio (Bjérklund &

Telencéfalo

HT Hipotalamo

Hipotalamo

D P Islet-1 Limite alar/basal
Shh/Nkx2.2 o 3
Y ® Nkx2.1 Limite hipotalamol/telencéfalo
A Lhx1 ZL1/ limite p3/p2

Fig. R8: Patron de expresion de marcadores en el desarrollo temprano del cerebro del ratéon.
Esquema de cortes sagitales de un embrion a e11.5 lateral (A) y otro medial (B) indicando los territorios

de expresion de los genes estudiados.
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Dunnett 2007). TH empieza a expresarse a €10.5 en el embridn de raton en territorios
gue dan origen al subpalio y al POA en el telencéfalo ventral, el hipotalamo tuberal y el
pretalamo, ademas del cerebro medio ventral (Marin et al 2005). Para comparar la
expresion de Isll y TH, realizamos IFs dobles en embriones a €10.5. Como se puede ver
en la Figura R7, ambos comparten gran parte del territorio de expresion (Fig. R7 B-D). Al
mirar poblaciones de neuronas con mayor atencion, se puede ver que casi todas las
neuronas TH+ del POA, hipotdlamo y pretalamo en desarrollo co-expresan Isll (Fig. R7
H-J). Solo un pequefio grupo de neuronas TH+, localizada en la placa alar de la regién
peduncular hipotalamica no expresan Isll (Fig. R7 K). El alto nivel de colocalizacion
observado entre TH y Isl1 nos llamé particularmente la atencion dada la heterogeneidad
que existe entre los perfiles moleculares de los grupos dopaminérgicos hipotalamicos.
Este aspecto sera analizado mas adelante.

Conclusiones

A e10.5 del desarrollo, Isll se expresa en el hipotdlamo y en un patrén de
expresion amplio, que no se limita a un prosémero en patrticular (hpl, hp2) o solamente
a la placa alar o basal, sino que traspasa las fronteras hipotalamicas trazadas siguiendo
el modelo prosomérico. La expresion de Isll se extiende de manera continua por fuera
de los limites del hipotalamo dorsalmente hacia el telencéfalo (POA, MGE) vy
posteriormente hacia el prosomero 3/pretdlamo (p3/Pth). La mayoria de las neuronas
dopaminérgicas del hipotadlamo a e10.5 expresan Isll, excepto una pequefia poblacion

donde se haya ausente (Fig. R8).

1.2 Expresion tardia de Isl1

Resultados

A continuacion, miramos la expresion de Isll a e14.5; a esta edad la neurogénesis
estd ya muy avanzada y el tubo neural, que anteriormente presentaba un lumen ancho,
fue tapizandose de neuronas que al ir migrando y adquiriendo su diferenciacién terminal

fueron conformando los nucleos hipotalamicos y de regiones vecinas.
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Fig. R9: Expresion de Isll a e14.5 en relacion a Nkx2.1. (A-C) Fotografias de cortes sagitales de un embrion
e15.5 (Allen Brain Atlas). ( A®62oom de las areas recuadradas en A-C. (D-L) Inmunofluorescencias de cortes
sagitales de un embrién e14.5 contra Nkx2.1 (verde) y Isl1 (rojo, anticuerpo anti-Isl1 hecho en cabra) y merge.

Los cortes corresponden al mismo embrién a distintas alturas. La barra equivale a 500 um.

Realizamos IFs dobles con Nkx2.1 para ayudar a distinguir las regiones de expresion de
Isl1 (Fig. R9). Nkx2.1 ha sido usado generalmente como un marcador del area basal
hipotalamica, tanto del area terminal como del area peduncular, (lo cual incluye las &reas
tuberal, retrotuberal, mamilar y retromamilar) (Puelles & Rubenstein 2015; Puelles 2019,

Murcia-Ramon et al 2020). Se puede observar que la expresion de Isl1, que es amplia

A

Limite A/
Pth.

Hipofisis

Fig. R10: Expresion de Isll a e14.5 en relaciéon a Brn2. (A) Fotografia de un corte sagital de un embrion
el5.5 (Allen Brain Atlas). ( A @gom del &rea recuadrada en A. (B y C) Inmunofluorescencias de cortes
sagitales de un embrién el14.5 contra Brn2 (verde), Isll (rojo, anticuerpo anti-Isl1 hecho en conejo y anti-
conejo-AF555) y merge. Los cortes corresponden al mismo embrién a distintas alturas. La barra eequivale
a 500 pm.
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en la region tuberal (Tu), se extiende hasta el area perimamilar (pm) pero no sobrepasa
el limite entre esa region y el area mamilar, como si lo hace Nkx2.1 (Fig. R9 D-F linea
celeste). Ademas del area mamilar, la otra region donde Isl1 se encuentra ausente es la
region paraventricular (Pa) del hipotalamo peduncular (Fig. R9 D-F asteriscos celestes).
Sin embargo, existe una delgada franja de expresion de Isl1 en el area subparaventricular
(SPa). En la regién tuberal, solamente el nucleo ventromedial (VMH) contiene pocas
células Isl1+, mientras Nkx2.1 si se expresa en esa region (Fig. R9 D-F).

A A

Tel

50pm 50pum
— —

Fig. R11: Expresién de Isll a e14.5 en relacion a Pax6. (A) Fotografia de un corte sagital de un embrién e14.5
(Allen Brain Atlas). ( A dgom del area recuadrada en A. (B-F) Inmunofluorescencia de corte sagital de embrién
el4.5 contra Isl1 (verde, anticuerpo anti-Isl1 hecho en cabra) y Pax6 (rojo, anticuerpo anti-Pax6 hecho en conejo y
anti-conejo-AF555) y merge. El panel C corresponde al area recuadrada en el panel Ay a su vez los paneles D-F
corresponden al area recuadrada en el panel C. Las flechas en F indican células que expresan Isl1 y Pax6. Las

puntas de flecha indican células que expresan Isl1 pero no Pax6.
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La expresion de Brn2, un factor de transcripcion de tipo POU que es un marcador
molecular de la region paraventricular (PVN; Schonemann et al 1995), nos permite
confirmar que Isl1l se encuentra excluido de esa region (Fig. R10 asteriscos celestes) y
visualizar la expresion de Isl1 en la delgada franja que se halla entre el limite alar/basal
y el area paraventricular, que corresponde con la porcion caudal de la region
subparaventricular (Spa) (Fig. R10). La expresion de Isl1 en la region pretalamica, como
se vio en las figuras R1-6, comienza tempranamente, continuando en un territorio mas
amplio a e14.5. En la Fig. R11 se puede ver que en el pretalamo Isl1 se distribuye en la
misma area que Pax6, un FT que se expresa tanto en progenitores como en neuronas
pretalamicas en proceso de diferenciacion (Mastick & Andrews 2001). Isl1 colocaliza
parcialmente con Pax6 en la zona del manto, en donde se ubican las neuronas en
diferenciacion, como indican las flechas en la Fig. R11. Se puede observar que parte de

la poblacién Isl1+ no colocaliza con Pax6, como indican las puntas de flechas (Fig. R11).

Como se vio en la Fig. R5, Isll y Lhx1l se expresan tempranamente en el
hipotdlamo medial en regiones adyacentes, sin colocalizar. A e14.5 se puede ver que
ambos territorios adyacentes son mas amplios y siguen expresando Lhx1l y Isl1 sin
superponerse (Fig. R12 H,K). Ademas de este territorio de expresién de Lhx1l, que
corresponde al nacleo nacleo supraquiasmatico (SCN), Lhx1 se expresa en una region
del pretdlamo en desarrollo (Matick & Andrews 2001). En este territorio, se puede ver
gue hay colocalizacion de Isl1 y Lhx1 en neuronas en diferenciaciéon (Fig. R12 1,J flechas
blancas), pero también hay poblaciones de neuronas que expresan solamente Isl1 (Fig.

R12 1,J puntas de flechas blancas).

Algunos de los nucleos donde se expresa Isll se pueden visualizar mejor en una
vista de cortes transversales a €15.5 (Fig. R13, la relacion con la expresién de TH sera
discutida mas adelante). Segun el modelo prosomérico, a nivel del cerebro anterior, los
cortes transversales del cerebro son interpretados como siguiendo el plano horizontal
(Puelles & Rubenstein 2003; Puelles et al 2013). Como se puede observar en un corte
rostral, Isl1 se expresa en un amplio territorio en el telencéfalo y en el POA, donde se
expresa tanto en la region medial (cercano al 3V) y extendiéndose hacia el area lateral.
(Fig. R13 B). En un corte mas caudal ya se distinguen los clasicos nucleos hipotalamicos,
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donde Isl1l se encuentra excluido de los nucleos VMH y PVN, mientras que se pueden
encontrar abundantes células Isl1+ en el ARC y area hipotalamica anterior (AH) (Fig. R13
C). En el area mas medial del pretdlamo se encuentra la llamada zona incerta (ZI), una

region donde Isl1 se expresa fuertemente. La ZI (comunmente considerada por fuera del
A B

Limite A/B
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Fig. R12: Expresion de Isll a e14.5 en relacion a Lhx1. (A y B) Fotografias de cortes sagitales de un
embrion el5.5 (Allen Brain Atlas). ( A6  yZootode las areas recuadradas en A y B. (C-K)
Inmunofluorescencias de cortes sagitales de un embrion e14.5 contra Lhx1 (verde), Isll (rojo, anticuerpo
anti-Isl1 hecho en conejo y anti-conejo-AF555) y merge. Las secciones corresponden a cortes seriados
del mismo embrion. Las figuras I-K corresponden a las regiones recuadradas en los cortes E y H. Las

flechas indican neuronas Isl1+ y Lhx1+ y las puntas de flecha indican neuronas Isl1+ Lhx1.

hipotalamo) comprende un area delgada que se extiende desde el 3V alejandose hacia
los laterales hipotalamicos y se ubica en la frontera entre el hipotalamo y el pretalamo
(Fig. R13 C). En el corte de la Fig. R13 D se puede ver la eminencia media (ME)
comprendida por los axones que llegan desde el ARC, nucleo donde la expresion de Isl1
es fuerte. En esta seccion queda evidenciado que la expresion en la regién tuberal (Tu)
hipotalamica es un continuo desde el area ventral hasta el area pretalamica. Isll se

extiende por toda el area tuberal, pero no en el &rea mamilar (m) (Fig. R13 F,G).

owepgodiy

Fig. R13: Expresién de Isll a e15.5 en relacién a TH. (A) Fotografia de un corte sagital de un
embrién e15.5 (Allen Brain Atlas). ( A @gom del area recuadrada en A. Las lineas rojas indican la
altura en la que se realizaron los cortes. (D-G) Inmunofluorescencias de cortes transversales de un
embrion e15.5 contra TH (verde, anti-TH hecho en gallina y anti-gallina-AF488), Isl1 (rojo, anticuerpo
anti-Isl1 hecho en conejo y anti-conejo-AF555). Los cortes corresponden al mismo embrién a distintas

alturas (de B-G A rostral a caudal). La barra corresponde a 500 pm.
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Hipotalamo

Hipofisis

Islet-1 S T te B et
Brn2 Imite alar/pasa
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>< ® Nkx2.1 Limite hipotalamo/telencéfalo
V e Lhx1

A ZLI / limite p3/p2

Pax6

Fig. R14: Patrén de expresion de marcadores en el desarrollo tardio del cerebro del ratén.

Esquema de un corte sagital de un embrién a e14.5-e15.5 indicando los territorios de expresion de
los diferentes genes estudiados.

Conclusiones

A el45y el5.5, Isll se expresa en un territorio extenso dentro del hipotalamo

pero se empieza a focalizar en regiones particulares (Fig. R14). Las regiones donde se
observa mayor expresiéon de Isll son:

- derivados de la placa basal del TN del hipotalamo: la region tuberal,

especialmente la porcidon mas anterior y ventral, donde se diferenciara el ARC y la regién
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perimamilar/retroperimamilar; estando excluido del VMH 'y del érea

mamilar/retromamilar.
-derivados de la placa alar del TN del hipotalamo: el area subparaventricular,
-la region pretalamica,

-formando parte del telencéfalo: el POA y el subpalio.

1.3 Colocalizacion del gen Isl1 con el gen Tirosina Hidroxilasa
Resultados

Como se vio anteriormente, a €10.5 los territorios de expresion del marcador
dopaminérgico TH coinciden ampliamente con los territorios de expresion del gen de Isl1.
Esto nos llevo a realizar una exploracion mas detallada de esta colocalizacién, lo cual
sera expuesto a continuacion.

Al realizar inmunofluorescencia doble de Isl1 y TH en embriones e11.5, se pudo
identificar neuronas TH+ en un amplio territorio en el hipotalamo y regiones vecinas. En
concordancia con la expresion del mRNA de TH (Marin et al 2005), se observd un
continuo de células TH+ a esa edad embrionaria, con algunos subgrupos focalizados.
De acuerdo a su ubicacion anatémica y relacion con grupos de neuronas dopaminérgicas
descriptas en la literatura (A12-A15; Marin et al 2005; Bjorklund & Dunnett 2007), se
subdividié a estas neuronas TH+ en 4 poblaciones, a las cuales llamamos POA, Pth, AH1
y AH2 (Fig. R15). POA hace referencia a la poblacién de neuronas TH+ que surgen en
las eminencias ganglionares telencefalicas y, especialmente, en el area predptica, en
donde méas tarde estaran las neuronas del grupo A15. La poblaciéon de neuronas TH+
Pth esta ubicada en una amplia regién del pretalamo, en particular del prosémero 3 (p3)
y dara origen a las neuronas dopaminérgicas del grupo A13, ubicados adentro de la zona
incerta (ZI). Las poblaciones AH1 y AH2 se corresponden a dos poblaciones continuas
de neuronas que se ubican en el hipotdlamo, en una posicibn mas anterior que la
poblacion Pth. La poblacion a la que llamamos AH1 es un continuo de neuronas TH+
ubicado tanto en la region alar como basal del hipotalamo terminal y que va desde la

region subparaventricular del hipotalamo hasta el hipotalamo anterobasal (ABas). Asi,
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ese conjunto de neuronas parece corresponderse a los futuros grupos dopaminérgicos

Al4 y A12 (Fig. R15). La poblacién AH2 se encuentra en el territorio paraventricular del

Isl1
TH

Fig. R15: Colocalizacion de Isll y TH a e11.5. (A y B) Inmunofluorescencias de cortes sagitales de
embriones e11.5 contra TH (verde, anticuerpo anti-TH hecho en gallina), Isl1 (rojo, anticuerpo anti-Isl1
hecho en conejo y anti-conejo-AF555). Los insertos corresponden a las zonas recuadradas en la imagen
principal. (C) Cuantificacion del porcentaje de colocalizacién de Isll1 y TH en las cuatro é&reas
dopaminérgicas AH1, PTH, AH2 y POA. Se muestra la relacion nimero de neuronas que expresan tanto

Isl1+ como TH+ sobre el niUmero total de neuronas TH+ + SD.
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