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RESUMEN

La presencia de asimetrias neuroanatomicas y funcionales en el cerebro de
vertebrados es un rasgo ampliamente conservado que juega un papel importante en el
comportamiento animal. El desarrollo diferencial de las mitades izquierda y derecha del
cerebro se observa desde estados tempranos de la embriogénesis, lo que sugiere una
regulacion genética. Se ha descrito que la via de sefializacidon comandada por el factor de
crecimiento TGF Nodal estd involucrada en el establecimiento de asimetria de 6rganos
internos en vertebrados. En pez cebra y medaka, los genes efectores de la via Nodal, como
el factor de transcripcion pitx2c, se expresan en forma asimétrica a la izquierda del cerebro,
precediendo el desarrollo de asimetrias neuroanatomicas. En pez cebra estas asimetrias
incluyen al ntcleo habenular y al complejo pineal. Al respecto, se sabe que el nucleo
habenular izquierdo es mas grande que el nucleo habenular derecho y que el 6rgano
parapineal se localiza en la izquierda del diencéfalo. Estudios preliminares indican que el
pez teledsteo medaka presenta un desarrollo de asimetrias neuroanatomicas similares a
aquellas del pez cebra. De esta forma pez cebra y medaka son herramientas genéticas que
nos permitirdn comenzar a descifrar los mecanismos del desarrollo que participan en el
establecimiento de las asimetrias neuroanatomicas en vertebrados.

El objetivo de esta tesis fue determinar si las asimetrias neuroanatomicas de pez
cebra y medaka se correlacionan con diferencias en la tasa de proliferacion celular entre las
habénulas izquierda y derecha, y si estas diferencias podrian estar controladas por el factor
de transcripcion pitx2c. Para el primer objetivo se realizaron experimentos de
inmunoflurorescencia indirecta contra histona H3 fosforilada. Para el segundo objetivo, se
midié la expresion de pitx2c mediante hibridaciones in sifu sucesivas. Al respecto, en
medaka, el ensayo contra histona H3 fosforilada muestra que existe una diferencia
estadisticamente significativa en el nimero de células en proliferacion entre ambas
habénulas, a modo que el nicleo izquierdo presenta mayor numero de éstas. Los resultados
obtenidos sugieren la existencia de una asimetria izquierda/derecha en la tasa de
proliferacion celular, que es mayor para la mitad izquierda de la habénula.

En pez cebra no fue posible realizar este ensayo, debido a que no se logr6é encontrar

un marcador habenular que delimitara esta region en el embriébn completo. En esta
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busqueda se logrd identificar un gen denominado cxcr4b, como un marcador de la zona
mas anterior de la habénula, donde su expresion muestra una clara tendencia a la asimetria.
Por otro lado, se observo que tanto en pez cebra y en medaka, pitx2c se expresa
unilateralmente en el epitalamo, especificamente en el lado izquierdo, desde estadios muy
tempranos del desarrollo hasta estadios tardios. La expresion mas tardia no habia sido
descrita y estd a favor de un posible papel de pitx2c en la morfogénesis asimétrica cerebral.
Finalmente, se pudo establecer una correlacion espacial y temporal entre la
expresion de pitx2c y las asimetrias en la proliferacion celular en la habénula de medaka, ya
que los precursores habenulares izquierdos expresan pitx2c en el momento donde se
observan las asimetrias en proliferacion celular. Estos hallazgos deben ser en el futuro

corroborados con experimentos de ganancia y pérdida de funcién de pitx2c.
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SUMMARY
“CELL PROLIFERATION AND DEVELOPMENT OF BRAIN ASYMMETRY IN
MEDAKA AND ZEBRAFISH”

Neuroanatomical and functional asymmetries of the brain are conserved among
vertebrates and play important roles in animal behaviour. Differences between the right
and left sides of the brain have been described at early developmental stages, suggesting a
genetic regulation of asymmetry. The Nodal pathway is one of many signalling pathways
involved in the establishment of organ asymmetry in vertebrates. In zebrafish and medaka,
effectors of the Nodal signaling pathway, such as the transcription factor pitx2c, are
asymmetrically expressed in the left side of the brain, preceding the development of
neuroanatomical asymmetries. Genetic studies in zebrafish have reported asymmetries
within the epitalamic habenular nuclei and pineal complex. It is known that the left
habenular nucleus is larger than the right nucleus, and that the parapineal organ is located
on the left side of the diencephalon. Preliminary data indicate that medaka, a teleost similar
to zebrafish, shows a similar pattern of neuroanatomical asymmetries in the brain.
Therefore, zebrafish and medaka have emerged as genetic tools that will facilitate our
understanding of the developmental basis of brain asymmetry.

The aim of this thesis was to investigate whether the development of
neuroanatomical asymmetries is associated with a differential rate of cell proliferation
between the left and right habenular nuclei in zebrafish and medaka. In this thesis we also
investigated whether differences in cell proliferation correlate with asymmetric expression
of the transcription factor pitx2c.

The first aim was approached using indirect immunofluorescence against
phosphorylated histone H3. For the second aim, the pattern of expression of pitx2 was
determined through in situ hibridization. The antibody essay against phosphorylated histone
H3 in medaka revealed a difference in the number of proliferating cells within the
habenulae, the left nucleus showing a larger amount of proliferating cells. These results
suggest an asymmetric pattern of cell proliferation, in favor of the left habenular nucleus.

It was not possible to perform the same assay in zebrafish due to the lack of an

habenular marker that would allow us to circumscribe this region in the whole embryo. In
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this research, we were able to identify cxcr4b as a marker of the anterior habenular region,
where its expression was clearly asymmetric.

pitx2c was expressed unilaterally in the left epitalamic region of zebrafish and
medaka, from early to late developmental stages. The late expression of pitx2c, which was
not described before, supports a possible role of pitx2c during asymmetric morphogenesis
of the brain.

Finally, a spatial and temporal correlation was established between pitx2c
expression and asymmetries in cellular proliferation in the habenulae of medaka. Precursors
of the left habenular nucleus express pitx2c at the same time when asymmetries in cell
proliferation are observed. These findings must be investigated further using pitx2c gain

and loss of function experiments.
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1. INTRODUCCION

1.1 Asimetrias en el desarrollo

La organizacion corporal y disposicion de organos y visceras en vertebrados se establece
durante el desarrollo embrionario por mecanismos que operan a través de los tres ejes
axiales: Antero-Posterior, Dorso-Ventral e Izquierda-Derecha (I/D). A lo largo de este
ultimo eje encontramos diferencias morfoldgicas en organos como el corazon, los
pulmones, el higado, el bazo y el cerebro, las que se conocen como asimetrias I/D, y que
ofrecerian un mejoramiento de la funcion del 6rgano en cuestion (Hamada y cols., 2002).

Las asimetrias I/D son clasificadas en tres diferentes tipos: el primer caso se
presenta cuando existen diferencias morfoldgicas no heredables entre el lado izquierdo y
derecho de un individuo y se conocen como asimetrias fluctuantes o aleatorias. Un ejemplo
de éstas lo encontramos en las pinzas de algunos crustaceos, como es el caso del cangrejo,
donde se observa que una de sus pinzas estd mucho mas desarrollada que la otra. En el
segundo tipo, llamada antisimetria, se describen diferencias morfoldgicas heredables entre
izquierda y derecha, en donde, la lateralidad (o direccionalidad) de las asimetrias es
determinada al azar. Un ejemplo claro al respecto se observa en las neuronas odorantes en
la lombriz C. elegans. Por ultimo, la asimetria direccional se refiere a diferencias
morfoldgicas heredables entre izquierda y derecha, en la cual, la lateralidad es fija para una
poblacion o especie (Boorman y Shimeld, 2002).

En vertebrados, tanto en humanos como en los modelos experimentales, se
describen variaciones de origen genético respecto a la disposicion normal de los 6rganos
internos o situs solitus. Estas comprenden (i) la reversion completa de los érganos internos
o situs inversus; (i1) la ubicacion aleatoria de 6érganos Unicos, conocido como heterotaxia o
situs ambiguos; y (iii) la duplicacion en forma de una imagen especular de los érganos
pareados, denominada isomerismo (Ryan y cols., 1998). Las asimetrias I/D se extienden al
sistema nervioso central (SNC) y juegan un rol importante en el comportamiento del
individuo. El ejemplo méas notable de asimetria del SNC corresponderia a la especializacion
anatomica y funcional del hemisferio cerebral izquierdo de humanos en funciones

relacionadas con el lenguaje (Shapleske y cols., 1999). Estos fendmenos de asimetria y



lateralizacion (disociacion funcional entre las mitades derecha e izquierda del cerebro)
estan presentes en todas las especies vertebradas estudiadas. Luego, esta condicion
ofreceria una ventaja selectiva al permitir un procesamiento mas veloz de la informacion,
evitando ademas la aparicion de conflictos entre las mitades izquierda y derecha del cerebro
(Vallortigara y cols., 1999).

Conceptualmente, el desarrollo del eje I/D puede ser dividido en tres fases: (1)
quiebre inicial de la simetria; (2) establecimiento de expresion génica asimétrica; y (3)
transferencia de la informacion posicional I/D a los 6rganos en desarrollo. Los estudios
sugieren que el quiebre inicial de la simetria ocurriria muy temprano en el desarrollo y que
estaria comandada por mecanismos diferentes para cada especie de vertebrado. A modo de
ejemplo, en rana y pollo se ha descrito la propagacion asimétrica direccional de moléculas
reguladoras a través de uniones comunicantes modulado por la actividad diferencial de
bombas de protones (Levin y Mercola, 1998), mientras que en el ratdn, el primer evento de
rompimiento de la simetria ocurriria comparativamente mas tarde en el desarrollo (estado
temprano de placa neural) por la presencia de un flujo asimétrico de determinantes por
medio de la actividad rotatoria de los monocilios del nodo (Nonaka y cols., 1998). Estos
eventos iniciales, originados en la region organizadora o nodo (el equivalente en pez cebra
de esta region corresponde a la vesicula de Kupffer) llevarian a la expresion asimétrica de
genes a un lado de la linea media embrionaria, desde donde se propagaria hacia la placa del
mesodermo lateral (PML), region donde yacen las células precursoras de los distintos
organos internos. El proceso por el cual se transfieren estos determinantes se ha relacionado
con diversas vias genéticas (p.e. Fgf8, Shh, Bmp), las que convergen en un evento comun
que es la expresion asimétrica y transitoria de la via de sefial comandada por la proteina
secretada TGFB Nodal en el lado izquierdo de la PML, fendmeno descrito en distintas
especies de vertebrados (Harvey, 1998; Capdevila y cols., 2000, Burdine y Shier, 2000;
Mercola y Levin, 2001; Wright, 2001). Finalmente determinantes I/D inducidos por la
activacion asimétrica de la via Nodal y sus efectores, son transferidos posteriormente desde
la PML hacia los primordios de los 6rganos internos dando comienzo a la morfogénesis

asimétrica.



1.2 Asimetrias en el sistema nervioso

Actualmente existe mucha informacion sobre el control genético de las asimetrias de los
organos internos, no obstante, poco es lo que se conoce acerca de como y cuando se
inducen las asimetrias a nivel cerebral. Las bases genéticas del desarrollo funcional del
cerebro en sus ejes A/P y D/V se establecen tempranamente durante la embriogénesis, y se
realiza a través de la accion concertada de diversas sefiales moleculares que en forma
gradual proporcionan un potencial diferencial a las células del tejido neural de acuerdo a su
ubicacion en el embrion (Gamse y Sive, 2000; Jessell y cols., 2000). Aunque se desconocen
los mecanismos que establecen el eje I/D del cerebro, el hecho que las asimetrias cerebrales
aparezcan tempranamente en el desarrollo embrionario sugiere la accién de factores
genéticos. Una prueba de ello seria la induccion de los defectos en la asimetria cerebral al
manipular funcionalmente genes que controlan el emplazamiento asimétrico del corazén y
las visceras, sin conocerse aun el detalle de los mecanismos implicados en este fenomeno
(por ¢j. Conchay cols., 2000; Liang y cols., 2000; Long y cols., 2003).

En el SNC de vertebrados existen diversas regiones que presentan diferencias
morfoldgicas entre sus mitades izquierda y derecha. Este fendémeno es particularmente
notorio en el epitdlamo (Figura 1), una subdivision del cerebro anterior constituido por dos
complejos neuronales: el nicleo habenular y el complejo pineal. La habénula forma parte
de un sistema de conduccidon conservado evolutivamente que comunica a nucleos del
telencéfalo basal (a través de la estria medular) con el nucleo interpeduncular del
mesencéfalo ventral (por medio del fasciculo retroflexo) (Sutherland y cols., 1982). Las
asimetrias neuroanatdmicas en esta region son ampliamente conservadas en la mayoria de
las especies vertebradas y abarcan diferencias de tamafio, organizacion neuronal,

conectividad y expresion de neurotransmisores (Concha y Wilson, 2001).



Telencéfalo

Hb izq Hb der

PARAPINEAL
PINEAL

HABENULA

EPITALAMO

Figura 1: Epitalamo de vertebrados.

(A) Esquema del circuito de conexiones relacionadas a la habénula. Los nucleos
habenulares derecho (Hb der) e izquierdo (Hb izq) reciben aferencias del telencéfalo tanto
ipsi como contralaterales, lo Gltimo a través de la comisura habenular (flecha). La habénula
izquierda ademas recibe aferencias del organo parapineal (PP). La habénula proyecta a
través del fasciculo retroflexo (FR) al ntcleo interpeduncular (NIP), donde las eferencias
derechas e izquierda se segregan en regiones dorsal y ventral del NIP. (B) Esquema de un
corte sagital del cerebro adulto de un pez basal, con dorsal hacia arriba y anterior a la

izquierda. El complejo pineal estd compuesto por los drganos pineal y parapineal. (C) Corte



frontal mostrando la habénula. Asimetrias de tamafio y arreglo neuronal se observan entre
las regiones derecha e izquierda de este nucleo. III: tercer ventriulo (Concha y Wilson,

2001).

Estas diferencias estructurales entre las mitades izquierda y derecha del cerebro de
vertebrados se han descrito en estados tempranos de desarrollo, sugiriendo esto, y como se
dijo anteriormente, una precisa regulacion a nivel genético. Como ya se ha demostrado, por
lo menos una de las vias genéticas involucradas en el establecimiento de las asimetrias del
corazon y las visceras, la via de sefial comandada por la proteina Nodal, juega un rol central
en el control de las asimetrias del SNC. Los genes Nodal son expresados asimétricamente
en la PML y en el cerebro anterior, los que a su vez requieren la presencia de cofactores y

factores de transcripcion especificos para su activacion y expresion (Concha y cols., 2000).

1.3 El modelo de pez cebra

El pez cebra (Danio rerio) ha resultado ser un excelente modelo experimental para
el estudio del control genético de las asimetrias cerebrales del epitdlamo. Este pez teledsteo
es una de las principales herramientas genéticas que se ha utilizado en el estudio del
desarrollo embrionario de vertebrados, esto, debido principalmente a su alta tasa de
fecundidad, a un tiempo de generacion corto de tres meses, lo que ha sido util para la
mutagénesis y transgénesis, la presencia de fertilizacion externa facilitando la manipulacion
de los huevos fecundados, la gran cantidad de huevos que se obtienen por cruce y
finalmente, una de las caracteristicas que lo hace mas interesante, la transparencia dptica de
sus huevos y embriones, lo que ha permitido la visualizacion directa de proteinas marcadas
con fluorescencia (como GFP) a través del desarrollo y la determinacion del destino celular
(Concha y Wilson, 2001; Concha y cols., 2000; Pichler y cols., 2003; Fishman, 2001). En
este modelo se observo que previo al desarrollo de las asimetrias estructurales existe una
asimetria en la expresion temprana de genes que participan en la via de sefales iniciadas
por Nodal solo en la mitad izquierda del epitdlamo (Concha y cols., 2000; Liang y cols.,
2000). No obstante, al variar la expresion de estos genes se observaron fendmenos de

distribucion al azar de la lateralidad de la asimetria, indicando que la via Nodal no es



necesaria para el desarrollo de las asimetrias estructurales per se, pero si es esencial para
definir la direccion (o lateralidad) de estas asimetrias (Concha y cols., 2000). Estudios
recientes en el pez cebra han comenzado a abordar los mecanismos genéticos que controlan
el desarrollo de las asimetrias neuroanatomicas del epitdlamo. El evento inicial de
rompimiento de la simetria a nivel del SNC estaria mediado por interacciones de tipo
“competitivas” (por moléculas aun no conocidas) entre las mitades derecha e izquierda del
cerebro. Experimentos de mapeo fenotipico y ablacion celular indican que un lado del
epitdlamo inhibiria la habilidad del lado contralateral para desarrollar caracteristicas
izquierdas, presentandose una especie de competencia entre ambas mitades (Concha y cols.,
2003). En condiciones de ausencia o expresion bilateral de la via Nodal, las dos mitades
del epitdlamo tendrian el mismo potencial y el resultado de esta interaccion inhibitoria
resultaria en una asimetria con lateralidad aleatoria (50% de los casos a la izquierda y 50%
de los casos a la derecha). En el embriones silvestres, la activacion asimétrica de Nodal en
el epitalamo izquierdo ofreceria una ventaja que haria la competencia desigual desde el
inicio, lo que resultaria en una asimetria dirigida consistentemente hacia el mismo lado

(izquierdo) del cerebro (Concha y cols., 2003).

1.4 El modelo de medaka

Mas recientemente, Medaka (Oryzias latipes), un pez teleodsteo nativo de Asia, que
presenta caracteristicas similares a las del pez cebra (Furutani-Seiki y Wittbrodt, 2004), ha
emergido como modelo genético complementario al pez cebra, ya que también presenta
fertilizacion externa y embriones transparentes. Ademas Medaka es muy robusto y puede
tolerar un amplio rango de salinidades y temperaturas, es muy facil de criar y altamente
resistente comparado con el comun de los peces (Ishikawa, 1997; Wittbrodt y cols., 2002).
Aun mas importante, durante el desarrollo se observan asimetrias neuroanatomicas similares
a aquellas del pez cebra que se muestran en la figura 2 (estudios preliminares ain no

publicados).



Figura 2. Linea transgénica de medaka que expresa GFP especificamente en la region

habenular.

(A) Vista dorsal de la cabeza de una larva de medaka con la region anterior hacia arriba. En
negro se observan los o0jos, el asterisco muestra la habénula y las flechas el epitelio nasal
(Wittbrodt y cols., 2002). (B) Vista dorsal del complejo habenular (anterior hacia arriba)
que corresponde a una proyeccion plana de una serie 3D de microscopia confocal obtenida
de un embridon vivo de medaka de tipo transgénico, en el estadio de eclosion (7 dpf). Se
observa claramente que la habénula izquierda es de mayor tamafio que la habénula derecha

(Estudios del laboratorio no publicados).

El estudio comparado entre el pez cebra y Medaka puede entregar informacion
esencial para dilucidar los mecanismos moleculares conservados y divergentes de asimetria
cerebral. El epitdlamo de pez cebra y Medaka lo constituyen la habénula, que esta formada
por un par de nucleos bilaterales que rodean la pared lateral del tercer ventriculo, y por el
complejo pineal, este ultimo formado por un par de evaginaciones situadas a lo largo del
techo encefalico: el 6rgano pineal y el 6rgano parapineal. El primer evento morfologico de
asimetria corresponde a la migracioén del 6rgano parapineal hacia la izquierda, lugar donde
desarrolla conectividad profusa dirigida hacia la habénula izquierda. Esta a su vez desarrolla
un contenido de neuropila mas profuso que aquel observado en la habénula derecha (Figura
3) (Concha y cols., 2003). Asi, asimetrias a este nivel se caracterizan por un mayor

contenido de neuropila en la habénula izquierda y por un érgano parapineal situado a la



izquierda de la linea media, el que enviaria proyecciones axonales exclusivamente hacia la

habénula izquierda (Concha y Wilson, 2001; Concha y cols., 2000).
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Figura 3: Vista dorsal del cerebro de pez cebra mostrando las asimetrias del

epitalamo.

(A) El 6rgano parapineal (pp, verde) se localiza a la izquierda de la linea media y proyecta
axones hacia la izquierda. (B) La habénula izquierda desarrolla un mayor contenido de
neuropila (flecha grande) que la habénula derecha (flecha pequena). (C) Doble marcacion
del complejo pineal y habenular demostrando que el organo parapineal (pp) proyecta
axones a la region de la habénula izquierda que desarrolla mayor neuropila (Concha y cols.,
2000; Concha y cols., 2003). (D) Esquema de una vista lateral de pez cebra, la flecha

apunta a la region del cerebro anterior donde se ubica la habénula.

Paralelamente, la habénula izquierda y derecha desarrollan patrones y niveles de
expresion asimétrica de diversos genes (Concha y cols., 2003; Gamse y cols., 2003) los que
posiblemente cumplen un rol en la diferenciacion funcional de grupos celulares especificos.
En mamiferos la habénula facilita las interacciones funcionales entre estructuras neuronales

del telencéfalo limbico con el mesencéfalo, y se ha propuesto su participacion en respuestas



olfatorias, comportamientos reproductivos y de alimentacion, en la generacion de patrones
de suefio, secrecion de hormonas (noradrenalina, adrenalina, corticosterona), en las

respuestas a estrés, y en aprendizaje por rechazo (Sandik y cols., 1991).

En general la importancia del fenémeno de las asimetrias y su correlato funcional
son aln poco conocidos, sin embargo, el alto grado de conservacion de este sistema neuronal
sugiere que la region epitdlamica junto con su circuito de conexiones cumpliria una funcion
importante en la conducta animal, como por ejemplo una acrecentada accion de alimentarse

y deteccion de depredadores (Concha y Wilson, 2001; Concha, 2004).

1.5 Genes que regulan asimetrias

A nivel molecular, la expresion de genes involucrados en el desarrollo de asimetrias en esta
region del cerebro puede ser tanto de tipo bilateral como asimétrico. Asi, en la via de
sefales Nodal, diversos componentes son expresados transitoriamente y en forma
asimétrica a la izquierda en la region precursora del epitdlamo de pez cebra alrededor de las
20-22 hpf; por ejemplo la molécula ligando de Nodal, cyclops (cyc), el regulador negativo
de Nodal leftyl (lftl) y el efector de Nodal pitx2c. Este ultimo actia como factor de
transcripcion y se ubicaria rio debajo de la via de sefial Nodal, participando asi en la fase
tardia que controla la via de las asimetrias I/D (Concha y cols., 2000; Ryan y cols., 1998;

Piedra y cols., 1998).

pitx2c es un gen homeobox tipo bicoide, que codifica para una proteina que presenta
una lisina en el residuo 50 del homeodominio, residuo que es el mayor determinante en la
especificidad de union al DNA (Gage y cols., 1999). Pitx2 expresa multiples isoformas de
la proteina como resultado de splicing alternativo y el uso de diferentes promotores. Las
tres isoformas de Pitx2 (pitx2a, pitx2b y pitx2c) presentan alto grado de homologia entre
distintas especies (Figura 4), pero no siempre se presentan estas tres isoformas en todas las
especies, luego las distintas variantes se van a expresar dependiendo de la especie, pero en
general el dominio de expresion de éstas esta confinado a los mismos tejidos (Gamse y

cols., 2003).
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Figura 4. Isoformas de pitx2 son conservadas en la evolucion de vertebrados.

(A) El gen pitx2 humano usa dos promotores (banderas) para generar las isoformas pitx2a y
pitx2c que difieren potencialmente en su region 5’ codificante. La estructura genémica en
pez cebra es desconocida. Aqui la proteina Pitx2 predicha de la secuencia del cDNA es
comparada entre distintas especies de vertebrados; la conservacion de secuencia de
aminodcidos desde ambas isoformas sugiere una estructura gendmica similar a la de
humanos. Cuadros negros representan la regién que codifican para el homeodominio. (B)
Comparacién de la region unica de Pitx2a de pez cebra (z) con distintas especies, m: raton,
hArpl: homoélogo de Pitx2a en humanos, x1: Xenopus. (C) Comparacion de la region nica
de Pitx2c de pez cebra (z) con distintas especies, c: pollo. (D) El homeodomio semejante a
bicoide y la regiéon C-terminal de Pitx2 de pez cebra comparado con otras especies. La

region del homeodominio esta subrayada con lineas punteadas. Las zonas en color gris
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oscuro muestran las regiones de identidad, mientras que las de color gris claro muestran

sustituciones conservadas de aminodcidos (Essner y cols., 2000).

pitx2c es expresado asimétricamente en la PML izquierda para determinar la
aparicion de asimetrias I/D en los 6rganos internos de distintos embriones vertebrados,
incluyendo ratén, pollo, rana, pez cebra y medaka. Este gen es homologo a un gen en
humanos conocido como RIEG, cuya mutacion produce el Sindrome de Rieger, un
desorden autosomal dominante, caracterizado por anomalias en las cavidades oculares
anteriores, hipoplasia dental, dimorfismo craneofacial y defectos en el corazén entre otros
(Ryan y cols., 1998; Yoshioka y cols., 1998).

Evidencias experimentales nos indican que existe una via genética en donde Pitx2
estaria mediando la proliferacion celular tipo especifica durante el desarrollo. Pitx2 es
inducido rapidamente por la via Wnt/Dvl/B—Cat. Las proteinas Wnt son altamente
conservadas y forman una familia de moléculas de sefiales morfogéneticas de largo alcance
dependientes de la concentracion, las que regulan interacciones célula-célula durante la
embriogénesis. Estas proteinas son liberadas o estan presentes en la superficie de células
sefales que actuan sobres células blanco (Logan y Nusse, 2004).

Pitx2 es inducido por esta via para una efectiva proliferacion celular por activacion
directa de genes especificos que regulan el crecimiento, actuando de esta forma como un
factor de competencia requerido para el reclutamiento en orden temporal (dependiente de
factores de crecimiento) de una serie de complejos coactivadores especificos que proveen la
induccion necesaria del gen ciclina D2 que participa en el ciclo celular (Figura 5) (Kioussi

y cols., 2002).
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Figura 5. Modelo de la via de regulacion Wnt/Dvl/B-Catenina y Pitx2 que regula
proliferacion celular.

Pitx2 sirve como un blanco directo dependiente de LEF-1 de la via Wnt/Dvl/B-Catenina, y
se une al promotor de ciclina D2, asi como a genes que promueven el crecimiento. Con la
estimulaciéon de factores de crecimiento, Pitx2 recluta una serie de complejos
coactivadores, que incluyen los factores NLI/Ldb/CLIM y Tip60/TRRAP, los cuales son
necesarios para la estimulacion de estos promotores. Un nivel de regulacion adicional
aparece por interacciones entre B-Catenina con Pitx2 (ilustrado en el promotor de ciclina

D2), causando disociacion de HDACI y sirviendo como una estrategia de desrepresion

(Kioussi y cols., 2002).

Ya que Pitx2 estd involucrado tanto en el desarrollo de asimetrias cerebrales como
en proliferacion celular, es posible que las asimetrias de tamafio observadas entre las
mitades derecha e izquierda del epitalamo, especificamente de la habénula, se deban a un
control diferencial de la proliferacion celular entre las mitades derecha e izquierda del
cerebro mediado por pitx2c. Sin embargo, esto no ha sido estudiado en ninguno de los dos
modelos teledsteos. El objetivo de este trabajo es analizar qué papel juega la proliferacion
celular en el desarrollo de las asimetrias del epitdlamo, tanto en el pez cebra como en
medaka, como una etapa inicial destinada a evaluar una posible funcion de pitx2c en su

control genético.
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En base a estos antecedentes planteamos la siguiente hipdtesis:

1.6 Hipotesis

El desarrollo de asimetrias de tamafo entre la habénula izquierda y derecha de pez cebra
(Danio rerio) y medaka (Oryzias latipes) obedece a diferencias en la tasa de proliferacion
celular entre ambos nucleos, y estaria relacionado a la actividad asimétrica del factor de

transcripcion pitx2c.

1.6.1 Objetivo general

Estudiar el rol que cumple la proliferacion celular en la generacion de asimetrias
neuroanatomicas de la habénula, y su posible control genético por factores moleculares de
expresion asimétrica durante el desarrollo del pez cebra (Danio rerio) y medaka (Oryzias

latipes).

1.6.1.1 Objetivos Especificos

1.- Buscar marcadores especificos de la habénula (ribosonda), lograr su expresion mediante

transcripcion in vitro y analizar su localizacién mediante hibridacion in situ.

2.- Comparar los niveles de proliferacion celular de la habénula izquierda y derecha durante
el desarrollo mediante ensayos de incorporacion de BrdU e inmunodeteccion de histonas

fosforiladas en el pez cebra y medaka.
3.- Establecer el patron temporal de expresion asimétrica de pitx2c en el epitadlamo durante

el desarrollo de medaka y pez cebra mediante hibridacién in situ y comparar los patrones

observados en ambas especies.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIALES

2.1.1. Material bioldgico

Se utilizaron embriones de pez cebra (Danio rerio), cepa Wild Type AB, los que fueron
obtenidos a través de cruces naturales de peces hembras y machos adultos. De esta misma
forma se obtuvieron embriones de medaka (Oryzias latipes), especificamente la cepa
transgénica DE, caracterizada por expresar la proteina fluorescente verde (GFP) en el
complejo habenular (Wittbrodt, 2002), la cual se puede identificar mediante el uso de luz
fluorescente.

Los embriones de ambas especies fueron mantenidos en incubadoras a 28°C, en un
medio rico en sales, E3 1X, que evita el crecimiento de hongos. La edad de los embriones
de pez cebra se expresa en “horas post-fertilizacion™ (hpf) (Westerfield, 1995), mientras
que la de embriones de medaka se expresa en “estadios”, que van desde el 0 hasta el 44.
Los peces adultos se mantuvieron en acuarios a una condicién controlada de temperatura
(26-28°C), circulacion de agua y aire. Diariamente se alimentan tres veces y se monitorean

sus condiciones de pH y temperatura.

2.1.2. Genes:

- Los cDNAs de cpd2, cxcr4b, fgf8, fspondin, lim LH 24, lim LH 2B, pitx2 (pez

cebra), robo 3, sdfla, slit3 y zic5 fueron donados gentilmente por el laboratorio del

Dr. Stephen Wilson, University College London, Gran Bretana.

- El cDNA de pitx2 de medaka fue gentilmente cedido por el laboratorio de la Dra.
Paola Bovolenta, Instituto Cajal, Madrid, Espafia.

14



2.1.3. Reactivos para Biologia Molecular

- Enzimas de Restriccion: Xbal, EcoRV, y sus respectivos tampones, Gibco (Paisley,
Escocia, Gran Bretafia); EcoRI, Sacll, Sall, y tampones, New England Biolabs
(Hertz, MA, EEUU); Xhol y tampdn, Promega (Madison, WI, EEUU)

- E. coli DH5-a competentes, Invitrogen (Paisley, Scotland, Gran Bretafia)

- Acetato de Amonio 5M, Merck (Darmstadt, Alemania)

- Acetato de sodio 3M pH 6, Sigma (St. Louis, MO, EEUU)

- Acetona, Merck (Darmstadt, Alemania)

- Acido Borico, Sigma (St. Louis, MO, EEUU)

- Agarosa tipo II, Sigma (St. Louis, MO, EEUU)

- Agua nanopura estéril (stock del laboratorio)

- Ampicilina, Sigma (St. Louis, MO, EEUU)

- Azul de bromofenol, Sigma (St. Louis, MO, EEUU)

- Bromuro de etidio, Bio-Rad (Hércules, CA, EEUU)

- Tampédn de transcripcion 5X, Promega(Madison, WI, EEUU)

- Dig RNA labeling mix 10X, Enzo

- Ditiotreitol (DTT) 0,1 M, Promega (Madison, WI, EEUU)

- DNAsal (libre de RNAsa), Promega (Madison, WI, EEUU)

- EDTA 0,5 M, pH 8, Sigma (St. Louis, MO, EEUU)

- Estandar de peso molecular de DNA 1 Kb, Promega (Madison, WI, EEUU)

- Etanol, Merck (Darmstadt, Alemania)

- Fenol/ Cloroformo bésico/ Alcohol isoamilico 25:24:1, Invitrogen (Paisley,
Scotland, Gran Bretaia)

- Ficoll, Sigma (St. Louis, MO, EEUU)

- Formamida desionizada, Winkler ( Santiago, Chile)

- Isopropanol, Merck (Darmstadt, Alemania)

- Medio LB, Sigma (St. Louis, MO, EEUU)

- NTP Mix 10X, Invitrogen (Paisley, Scotland, Gran Bretafia)

- RNA Polimerasa T3 (20U/ul), T7 (17U/ul) y SP6 (15U/ul), Promega

- RNAsin ( inhibidor de RNAsa), Promega (Madison, WI, EEUU)
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- Trizma Base, Sigma (St. Louis, MO, EEUU)
- Tween-20, Sigma (St. Louis, MO, EEUU)

2.1.4. Reactivos para Hibridacion in situ

- Anticuerpo Anti-Digoxigenina-AP, Boehringer Ingelheim Roche (Basilea, Suiza)
- Blocking Reagent, Boehringer Ingelheim Roche (Basilea, Suiza)

- Formamida, Sigma (St. Louis, MO, EEUU)

- Metanol, Merck (Darmstadt, Alemania)

- Proteinasa K, Sigma (St. Louis, MO, EEUU)

- RNA de torula tipo II-c de levadura, Sigma (St. Louis, MO, EEUU)

- Sustrato BMPurple AP, Roche (Basilea, Suiza)

2.1.5. Reactivos para Incorporacién de BrdU

- Anticuerpo primario monoclonal Anti-BrdU, Sigma (St. Louis, MO, EEUU)

- Anticuerpo secundario Anti-IgG de ratébn conjugado a HRP, Transduction
Laboratories (Greenland, NH, EEUU)

- BrdU, Sigma (St. Louis, MO, EEUU)

- Diaminobenzidina, stock del laboratorio

- HCI 2N, Merck (Darmstadt, Alemania)

- Perdxido de Hidrogeno 30%, Merck (Darmstadt, Alemania)

- Pronasa, Sigma (St. Louis, MO, EEUU)

- Tetraborato di-so6dico decahidratado 0,1 M, Merck (Darmstadt, Alemania)

2.1.6. Reactivos para Inmunocitoquimica e Inmunofluoresecencia Indirecta

- Anticuerpo primario monoclonal: Anti-GFP, Chemicon (Temecula, CA, EEUU)

- Anticuerpo primario policlonal: Anti-PH3 (donado por el Dr. Steve Wilson)

- Anticuerpos secundarios: Anti-IgG de raton conjugado a HRP, Transduction
Laboratories (Greenland, NH, EEUU)), Anti-IgG de conejo conjugado a Biotina-

Rodamina
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- Anticuerpos secundarios acoplados a fluoréforos de la famila Alexa: Anti-raton
Alexa 488, Anti-conejo Alexa 633, Anti-conejo Alexa-Tritc, Alexa 568-
Estreptavidina, Molecular Probes (Paisley, Scotland, Gran Bretaia)

- Albumina de suero de bovino (BSA), Sigma (St. Louis, MO, EEUU)

2.1.7. Soluciones

- 1- fenil-2- tiourea (PTU), Sigma (St. Louis, MO, EEUU)

- BCL (Tris 0,1 M pH 9,5; Tween-20 0,1%; NaCl 0,1 M; MgCI2 0,5 M)

- MAB ( 4cido maleico 0,1 M; NaCl 0,15 M pH 7.5)

- MABT (MAB 1X + Tween-20 0,1 %)

- PBS 10X, Winkler (Santiago, Chile)

- PBST (PBS 1X + Tween-20 0,1%)

- Solucion de bloqueo para hibridacion in situ (MAB+ blocking Reagent 2%)

- Solucion de bloqueo para incorporacion de BrdU (PBST, 1%DMSO, 10% suero de
cabra, 2 mg/ml BSA)

- Solucion de bloqueo para inmunocitoquimica o IB (1% DMSO, 10% suero de
cabra, 0,5% triton, PBS)

- Solucion de hibridacion in situ o Hyb: Hyb(-) (formamida 50%; SCC 5X; Tween-20
0,1%); Hyb (+) ( formamida 50%; heparina 50 pg/ml; Tween-20 0,1%, RNA torula
de levadura 5 mg/ml, agua nanopura estéril, acido citricolM pH6, SCC 5X)

- Solucion Danieu 1X (NaCl 1,74 mM, KCI 21 mM, MgSO4 12 mM, Ca(NO3), 18
mM, HEPES 150 mM, 1% Penicilina/Estreptomicina 100U/ml, pH 7,6 )

- Solucion E3 1X (NaCl 5 mM, KC1 0,17 mM, CaCl,*2H,0 0,33 mM, MgSO4*7H,0
0,33 mM, Azul de Metileno 10%)

- Solucion fijadora (Paraformaldehido 4% en PBS)

- SSC 20X (175,3 g de NaCl; 88,2 g de citrato de sodio, pH 7, para un volumen final
de 1 1t.)
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2.1.8. Otros

- Sistema comercial de extraccion de agarosa, Qiagen (Valencia, CA, EEUU)

- Sistema comercial de extraccion de DNA plasmidial, Qiagen (Valencia, CA,

EEUU)

- Microcolumnas ProbeQuant TM G-50, Amersham Biosciences (Piscataway, NJ,

EEUU)
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2.2. METODOS

2.2.1. Preparacion de sonda de RNA para hibridacion in situ

La preparacion de las sondas: fgf8, fspondin, lim LH 2A4, lim LH 2B, pitx2 (pez cebra), pitx2
(medaka), robo 3, sdfla, slit3 y zic5, comenzé con la obtencion cuantitativa del cDNA de
estas (las sondas cpd?2 y cxcr4b ya estaban preparadas). Inicialmente se suspendieron discos
de papel que contenian inmersos estos cDNA (facilitados por el Dr. Stephen Wilson) en
agua nanopura estéril y transcurrido una hora se procedio a transformar células competentes
DHS5-a con estos cDNAs. Esta transformacion se realizé por un procedimiento estdndar en
el cual las células fueron sometidas a un shock térmico e incubadas en un medio rico en
nutrientes (SOC) con agitacion a 37°C. Luego se sembraron 200 pl de la mezcla de
transformacion en agar LB/Ampicilina (50 pg/ml) y se incubaron a 37°C toda la noche. Las
colonias transformadas y con probable presencia del inserto fueron las que se cultivaron en
medio liquido. A partir de cultivos de las células seleccionadas se aislé el DNA plasmidial
mediante el uso de un sistema comercial de extraccion de DNA plasmidial Qiagen. Este
protocolo es utilizado para purificar mas de 20 pg de plasmidios de alto nimero de copia de
cultivos de E. coli en medio LB. Una vez obtenida la cantidad de DNA deseada se procedid
a la linearizacion del plasmido que contiene el cDNA para obtener el RNA antisentido. Se
verifico la presencia del DNA digerido mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1%.
El producto de esta digestion fue purificado mediante una extraccion con fenol-cloroformo
eliminando asi los contaminantes. A continuacion se realizd la transcripcidn in vitro de la
sonda de RNA marcada con digoxigenina a partir de 0,5-1,0 pg/ul de DNA linearizado, 4
ul de tampon de transcripcion 5X, 2 pl de DTT 0,1 M, 2 pl de NTP- mix 10X, 0,5 pl de
inhibidor de RNAsa y 1 ul de RNA polimerasa T3, T7 o SP6 segtin el cDNA. La mezcla se
incub6 a 37°C durante 2 horas, o en algunos casos toda la noche. Se analizo 1 ul de la
mezcla de transcripcion mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% para verificar
presencia de RNA y determinar si detener la reaccion. Luego se agregd 1 pl de DNAsa
(libre de RNAsa) y se incub6 15 minutos para degradar el DNA remanente que no fue
transcrito y remover asi el templado. A continuacion se detuvo la transcripcion agregando 1
ul de EDTA 0,5 M y se purifico el RNA filtrando la mezcla por micro columnas y

centrifugando a 13000 rpm en microcentrifuga a 4°C durante 2 minutos. Algunas sondas
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requirieron ademas un paso adicional, la precipitacion del RNA con 1 volumen de acetato
de amonio 5M y 3 volimenes de etanol absoluto a -80°C durante 30 minutos. Se recupero
el RNA centrifugando a maxima velocidad durante 20 minutos a 4°C, se removio el
sobrenadante, el precipitado se lavo con etanol 70% y se dejo secar a temperatura ambiente.
La sonda recién sintetizada se analizé en un gel de agarosa al 1% para constatar la

presencia del RNA purificado. Finalmente se resuspendid en formamida.

2.2.2. Blanqueamiento de embriones de pez cebra

Con el objeto de eliminar los pigmentos se realizd el blanqueo de embriones que tienen mas
de 24 hpf. Para esto se incub6 los embriones que tenian desde 1 dpf hasta el momento de su

uso en medio PTU a 28°C, los que luego fueron fijados para su posterior uso.

2.2.3. Hibridacion in situ

Los embriones de pez cebra y medaka se fijaron en el estadio apropiado en
paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS a 4°C durante toda la noche. En el caso de medaka
la incubacion se realizé con agitacion. A continuacion se elimind mecanicamente el corion
usando forceps de diseccion. Luego fueron deshidratados en metanol en una serie (cada 5
minutos) desde 25% metanol/ 75% PBS hasta 100% metanol, y luego se incubaron por lo
menos 2 horas a -20°C (los embriones se pueden almacenar en esta etapa a -20°C hasta 6
meses). A continuacion fueron sometidos a rehidratacion durante 5 minutos en 75%
metanol/ 25% PBS, 5 minutos en 50% metanol/ 50%PBS, 5 minutos en 25% metanol/ 75%
PBS y dos veces durante 5 minutos con PBS-T. Para incrementar la permeabilidad de la
membrana y la accesibilidad de la sonda, y la digestion de proteinas asociadas al mRNA
se realiz¢ el tratamiento con Proteinasa K. Los embriones de pez cebra de estadios desde 16
somitos hasta 6 dpf y embriones de medaka desde estadio 1 a estadios mayores de 30 se
trataron con 1 pg/ml de Proteinasa K (PK) en PBS-T, dependiendo el tiempo de tratamiento
con PK del estadio del desarrollo del embrién. Después se realizaron dos lavados de 5
minutos con PBS-T para eliminar la PK. Para volver a fijar los tejidos de los embriones y
prevenir que se destruyeran, éstos se incubaron 20 minutos a temperatura ambienten en

PFA al 4% en PBS, luego se enjuagaron tres veces en PBS-T y se lavaron tres veces mas
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durante 5 minutos en PBS-T. A continuacion los embriones se prehibridaron con solucion
Hyb (-) a 65°C durante 5 minutos y luego de hacer un recambio de la solucidon se incub6
durante al menos 2 horas. En la siguiente etapa se diluyd la ribosonda en Hyb (+), se
desnaturd durante 10 minutos a 65°C y se incubo con los embriones durante toda la noche a
65°C. Todos los pasos anteriores se realizaron en condiciones libres de RNAsas.
Posteriormente la sonda fue removida (para ser re-usada) y se procedié al lavado de los
embriones post hibridacion. Para esto todas las soluciones se precalentaron a 65°C, asi estos
embriones fueron incubados 5 minutos en Hyb(-), 5 minutos en 25% Hyb(-)/ 75% 2X SSC,
10 minutos en 2X SSC y finalmente tres veces durante 30 minutos en 0,2X SSC. Todas
estas incubaciones se llevaron a cabo a 65°C. Con el objetivo de bloquear los sitios
inespecificos se incubaron los embriones en MAB-T durante 5 minutos dos veces y durante
2-3 horas en solucion de bloqueo (MAB+ blocking Reagent 2%) a temperatura ambiente.
Posterior al bloqueo se diluyo el anticuerpo anti-digoxigenina (1/5000) y se incub6 con los
embriones a 4°C durante toda la noche. Se recupero el anticuerpo, se efectud el lavado de
los embriones seis a ocho veces durante 15 minutos con MAB-T y luego se equilibraron en
tampon BCL tres veces durante 5 minutos. A continuacion se realizo la tincion de los
embriones con el sustrato de la fosfatasa alcalina BMPurple en oscuridad y durante el
tiempo necesario para que aparezca la tonalidad parpura esperada en la zona de expresion
del mRNA. Finalmente se elimind el exceso de tincion lavando tres veces durante 5
minutos en PBS-T, para luego refijar los embriones en PFA al 4% en PBS por 20 minutos a
temperatura ambiente y lavar dos veces en PBS por 5 minutos. Por ultimo, se embebieron
los embriones durante 5 minutos en glicerol 30% en PBS, 5 minutos en glicerol 50% en
PBS, 5 minutos en glicerol 70% en PBS y se almacenaron en glicerol 70% en PBS fresco a

4°C (Jowett y cols., 1994).

2.2.4. Incorporacion de BrdU en nucleos en fase-S

Los embriones de pez cebra se descorionaron manualmente y los embriones de medaka se
descorionaron enzimaticamente en distintos estadios del desarrollo. Se traté los embriones
con una solucion de BrdU 10 mM/ DMSO 10% a temperatura ambiente durante 45 minutos
para pez cebra y 1 hora para medaka, se lavo tres veces con medio E3 1X y se incub6 en

placas de Petri durante 45 minutos a 28°C. Luego se fijaron en PFA 4% en PBS toda la
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noche a 4°C. Luego se fijaron, rehidrataron y digirieron con PK como lo describe el punto
2.2.3. Para volver a fijar los tejidos de los embriones, éstos se incubaron 20 minutos a
temperatura ambienten en PFA al 4% en PBS, luego se lavaron cinco veces durante 5
minutos en PBS-T a temperatura ambiente. A continuacion se incubd con HCI 2N durante 1
hora a 37°C para exponer el DNA al BrdU, se neutralizd con tetraborato di-sodico
decahidratado 0,1 M durante 10 minutos y se lavo cinco veces durante 10 minutos con
PBS-T. Se bloqueo los sitios inespecificos durante 2 horas con solucion de bloqueo y se
incubo con el anticuerpo anti-BrdU diluido 1:50 en solucién de bloqueo a 4°C durante toda
la noche. Posteriormente se recuperd el anticuerpo, se lavd los embriones cinco veces
durante 5 minutos con PBS-T y se volvid a tratar con la solucion de bloqueo durante 2
horas a temperatura ambiente. Luego se incub6 los embriones con el anticuerpo secundario
anti-IgG de raton conjugado a peroxidasa de rabano (HRP) diluido 1:200 en solucion de
bloqueo a 4°C durante toda la noche. A continuacion se realizaron tres lavados de 2
minutos con PBS-T. Finalmente, para revelar la tincion se preincubaron los embriones con
solucion de deteccion DAB en PBS durante 20 minutos, posterior a esto se agregé 1 pl de
perdxido de hidrogeno al 1% y se monitored la reaccion hasta que se observo en las células
la tonalidad café. Por ultimo se detuvo la reaccion transfiriendo los embriones a PBS, para
luego refijar los embriones en PFA al 4% en PBS durante 20 minutos a temperatura
ambiente y lavar dos veces en PBS durante 5 minutos. Por ultimo, se embebieron los
embriones durante 5 minutos en glicerol 30% en PBS, 5 minutos en glicerol 50% en PBS, 5

minutos en glicerol 70% en PBS y se almacenaron en glicerol 70% en PBS fresco a 4°C.

2.2.5 Preparacion de la enzima de eclosion (“hatching”)

Con el fin de obtener la enzima de eclosion se cultivaron los embriones de medaka (entre
100 y 200) en solucion E3 1X a 28°C y se colectaron justo antes de eclosionar
(aproximadamente 7 dpf, cuando la glandula de la enzima es claramente visible de color
verde). Luego de ser lavados con agua destilada cinco veces y removida ésta, se les sometio
a un shock frio mediante un ciclo alternado con nitrogeno liquido y bafios a 37°C.
Posteriormente estos embriones fueron homogeneizados con un pistilo para luego
centrifugar el homogeneizado a mdxima velocidad durante 1 minuto, transferir el

sobrenadante a un tubo limpio en hielo y repetir el proceso nuevamente. Para extraer la
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enzima en forma exhaustiva, el sedimento final (resultante del macerado de embriones) se
resuspendié en 500 ml de PBS y se centrifugd durante 1 minuto a méaxima velocidad.
Finalmente se juntaron todos los sobrenadantes que fueron nuevamente centrifugados a
13000 rpm durante 10 minutos, y se transfirio la fase liquida a un tubo nuevo. La enzima

esta lista para su uso o se puede guardar a -80°C.

2.2.6. Remociodn del corion y uso de la enzima de eclosion en medaka

Los embriones de medaka se trataron durante 2 horas con PK 20 mg/ml o Pronasa 0,1% en
agua destilada a temperatura ambiente y con agitacion constante, luego se lavaron con agua
destilada y removida ésta se incubaron los embriones con HE a 28°C. Dependiendo del lote
de la enzima, la eclosion demora entre 9 y 20 horas. Posteriormente se transfirieron los
embriones a una placa de Petri cubierta con agarosa al 1% (superficie no adherente) que
contenia solucion de Danieu. Finalmente se removi6 la capa externa del corion (ya que la
capa interna desaparecid) con forceps esterilizados. Los embriones descorionados se

incubaron a 28°C en medio Danieu 1X.

2.2.7. Doble Inmunofluorescencia Indirecta con anticuerpos especificos contra GFP e

histona H3 fosforilada

Después de recolectar embriones medaka en los estadios deseados y de seleccionar los
embriones transgénicos para GFP de habénula mediante fluorescencia, éstos se fijaron en
PFA al 4% en PBS durante toda la noche a 4°C y con agitacion. Luego fueron
descorionados manualmente bajo lupa usando forceps. Posteriormente se lavaron los
embriones tres veces durante 15 minutos en PBS, en agua destilada durante 5 minutos, en
acetona (pre-enfriada a -20°C) durante 7 minutos, en agua destilada durante 5 minutos y en
PBS por 1 minuto. Para estadios tempranos (0-24) solamente se lavaron los embriones tres
veces durante 15 minutos en PBS+0,5% tritobn y no fue necesario el tratamiento con
acetona. A continuacion se bloquearon los sitios inespecificos con solucion IB durante 1
hora y luego se reemplazd esta solucion por la mezcla de los anticuerpos primarios anti-
GFP de raton y anti-PH3 de conejo, ambos diluidos 1:1000 en IB y se incubd durante toda

la noche a 4°C. Luego se removieron los anticuerpos y se lavaron los embriones cuatro
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veces durante 30 minutos con agitacion constante, se volvid a bloquear con IB durante 1
hora y se incubaron con la mezcla de anticuerpos secundarios anti-ratobn Alexa 488 y anti-
conejo (Ig) conjugado a biotina diluidos 1:200 en IB durante toda la noche. Posteriormente
se realizaron cuatro lavados de 30 minutos cada uno de la mezcla de los anticuerpos
secundarios descartdndolos y se incub6 con el fluoréforo Alexa 568- estreptavidina diluida
1:100 en PBS, manteniendo los embriones en oscuridad. Estos se montaron en glicerol
100% (luego de transferirlos por una serie de glicerol/PBS) y se analizaron bajo luz
fluorescente con dos filtros distintos. Finalmente se obtuvieron series Opticas de estos
embriones a distintas profundidades del complejo habenular, las que fueron procesadas con
Openlab (Improvision) y luego analizadas usando rutinas de computacion especialmente

disefiadas para el programa NIH Image.

2.2.8. Analisis Estadistico

El anélisis estadistico se realizd con el programa Statgraphics version 4.0 (Manugistics
Incorporated, 2001), utilizando la prueba t no paramétrica. Para esto se trabajo con la media
de dos muestras emparejadas. Para confirmar los resultados adicionalmente se ensayd
también con la mediana y con una prueba de rangos que se utiliza si la distribucion no es

normal. En todos los casos los resultados fueron coincidentes.
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3. RESULTADOS

3.1 Obtencion y expresion de marcadores especificos de habénula izquierda y derecha

en pez cebra.

El protocolo de incorporacion de BrdU y de inmunodeteccion de histona H3 fosforilada
utilizados en este trabajo se realizan en el embrion completo, resultando asi marcadas todas
las células que estan en proliferacion activa. Dicho de otra forma, todos los nucleos que
estan sufriendo alteraciones, ya sea a nivel de mitosis o de modificacion de la cromatina,
respectivamente. De esta forma, para establecer si existe asimetria izquierda-derecha en la
tasa de proliferacion celular en la region de la habénula, debemos inicialmente identificar
anatdmicamente en el embrion dicha region del cerebro por medio de marcadores.

Al respecto, medaka ofrece una gran ventaja, puesto que existe una linea de peces
transgénicos que demarca la region habenular por medio de la proteina fluorescente verde
(GFP). En pez cebra, no obstante, no ocurre lo mismo, y en consecuencia se buscaron
marcadores genéticos que pudieran definir la region habenular durante el periodo del
desarrollo a analizar. Se reconocieron alrededor de 10 genes que se expresarian en la
region de interés (genes de expresion bilateral), los que incluyeron a cpd2, cxcr4b, fgf8,

fspondin, lim LH 24, lim LH 2B, robo 3, sdfla, slit3 y zic 5 (Tabla 1).

Para observar la presencia de estos transcritos y asi definir la ubicacion de la
habénula en el embrion de pez cebra, se prepararon sondas de mRNA antisentido para cada
uno de estos marcadores marcada con digoxigenina con el fin de realizar HIS en embriones
in toto. El primer paso fue obtener el cDNA de estos marcadores (donados por el Dr.
Stephen Wilson, UCL). Las etapas de la obtencién de la ribosonda incluyeron la
transformacion de células competentes con estos cDNA, el cultivo de las células
transformadas eficientemente, la purificacion del DNA plasmidial que lleva el inserto, la
linearizacion del plasmido, la purificacion de contaminantes y finalmente la transcripcion in

vitro. (Descrito en 2.2.1).
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Tabla 1. Genes candidatos

codifican.

para marcadores de habénula y tipo de proteina que

Genes Marcadores

Tipo de proteina

Referencia

Cpd2 Proteina 2 asociada al Gamse y cols., 2003
desarrollo postnatal del
cerebelo

cxcr4db Receptor de quimioquinas Chong y cols., 2001

Fgf8 Factor de crecimiento
fibroblastico

Fspondin Proteina de adhesion a Higashijima y cols., 1997
matrix

lim LH 24 Proteina con homeodominio
de la clase lim

lim LH 2B Proteina con homeodominio
de la clase lim

robo3 Receptor transmembrana Challa y cols., 2001
involucrado en guia axonal

sdfla Ligando extracelular de
cxcrdb

slit3 Ligando extracelular de Challay cols., 2001
robo

Zics Proteina del tipo dedos de Toyama y cols., 2004

zinc

La figura 6 muestra el resultado del andlisis mediante electroforesis en geles de

agarosa correspondientes a un ejemplo de obtencion de una de estas sondas, e incluye todos

los pasos mencionados anteriormente. En este caso se trata de s/it3, caracterizado por ser un

ligando extracelular de la familia de receptores robo (robo 3, que también fue analizado) y

que participa en diversos procesos del desarrollo de vertebrados. Estudios preliminares de

otros autores (Challa y cols., 2001) lo presentaron como candidato de expresion habenular.

El mismo procedimiento se realizo con los otros genes restantes (no mostrado).
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Figura 6. Obtencion de la ribosonda de slit3.

(A) Digestion de slit3, 1: plasmido sin digerir, 2: pldsmido linearizado con Xho 1. (B)
Purificacion con fenol-cloroformo 1: s/it3 linearizado con Xho I, 2: slit3 purificado
mediante el proceso descrito en 2.2.1. (C) Transcripcidn in vitro, 1: slit3 transcrito, 2: slit3
purificado posterior a la transcripcion. A, B, C Electroforesis en gel de agarosa al 1%. M=

Marcador de peso molecular de 1 Kb.

El segundo paso fue determinar el espacio temporal en que se analizaria la
expresion de estos marcadores habenulares putativos. Como se menciono anteriormente (ver
1), la via de sefnales comandada por la proteina Nodal controlaria los mecanismos genéticos
involucrados en el control de la lateralidad de las asimetrias cerebrales en pez cebra. Asi, la
primera manifestacion de asimetria molecular en la region precursora del epitdlamo ocurre
entre las 20-22 hpf, con la expresion asimétrica transitoria de genes de la via de sefial Nodal,
luego los primeros indicios de morfogénesis asimétrica aparecen a las 28-30 hpf (Bisgrove y
cols., 2000; Concha y cols., 2000; Liang y cols., 2000). Ademas, experimentos de ablacion
celular a las 22-24 hpf nos indican que la region precursora de la habénula izquierda jugaria
un papel central en la determinacion I/D inicial durante este periodo discreto de desarrollo
(Concha y cols., 2003). Posteriormente, las asimetrias morfologicas del epitdlamo son
detectadas claramente en el drgano parapineal a las 48 horas del desarrollo. Por lo tanto,
considerando estos antecedentes, decidimos centrar nuestro andlisis de la region habenular

entre las 24-48 hpf.
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Una vez obtenidas las ribosondas deseadas y establecida la ventana de tiempo en la
que se trabajaria, se procedio a determinar la ubicacion de estos marcadores en el embrion
de pez cebra mediante HIS, para asi conocer si realmente se expresaban en la region
habenular. De todos los marcadores analizados ninguno mostré un patréon de expresion
esperado, ya sea porque no se expresaba en la ventana temporal analizada o porque no
demarcaba claramente la habénula. En el caso de fspondin, lim LH 2A y lim LH 2B, no se
obtuvo la expresion deseada a nivel espacial; en cambio, en el caso de cpd?2, slit3 y robo 3
la expresion temporal no fue la deseada, por ejemplo la marca de cpd?2 aparecia en la region
habenular pero s6lo a partir de los 2 dpf (no mostrado). Por otro lado, nunca se logr6é una
HIS 6ptima para fgf8, sdfia y zic 5, debido a posibles problemas en la construccion de las
sondas. Por ultimo se determind que cxcr4b se expresa en ambas habénulas en el periodo
analizado, pero restringida a la zona mas anterior y medial, y no al territorio completo que
abarcan estos nucleos. La figura 7 muestra un ejemplo de HIS para el gen Lim LA2B. Como
observamos su expresion es bilateral, pero es restringida a una zona del cerebro que no

comprende las habénulas, particularmente al telencéfalo.

25 pm

Figura 7. HIS de Lh2B en embrion de pez cebra de 24 hpf.
Vista dorsal con region anterior hacia arriba. Las flechas verdes indican el telencéfalo
izquierdo y derecho y las flechas rojas indican la region presuntiva donde debieran ubicarse

ambas habénulas. Aumento 20X.
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De acuerdo a estos resultados, se concluyd que no es posible utilizar estos
marcadores en forma especifica para delimitar las habénulas derecha e izquierda en pez

cebra.

3.2 Expresion témporo-espacial del marcador cxcr4b en pez cebra y su relacion con las

asimetrias a nivel de diencéfalo.

Estudios preliminares de nuestro laboratorio indican que ciertos genes pertenecientes a la
familia de los receptores de quimioquinas, como es el caso de cxcr4, se expresan en la
habénula, pero su funcién en el desarrollo de las asimetrias es atin desconocido. En pez
cebra existen dos genes paralogos de estos receptores, cxcrda y cxcr4b, los cuales muestran
una alta homologia con los CXCR4 de mamiferos (Chong y cols., 2001).

El patron de expresion de cxcr4b se analizé mediante HIS (Fig. 8). En el se observo
la presencia de este marcador en la zona mas anterior y medial de ambas habénulas. A las
24 hpf se comienza a observar la expresion de cxcr4b en el complejo pineal, especialmente
en neuronas ventrales que corresponderian a neuronas de proyeccion (resultado no
mostrado). Este patron de expresion se conserva también a las 28 hpf, en donde, aparece
una pequeiia diferencia entre los lados derecho e izquierdo, este ultimo casi doblando en
territorio al lado derecho. Esta tendencia se reiterd en un 83,3% de los casos analizados (n =
6). Luego se determind que a las 31 hpf comienza un claro fenomeno de asimetria,
correspondiente a la aparicion del érgano parapineal hacia el lado izquierdo del embrion.
Estadios intermedios entre 28 y 31 hpf también fueron analizados, pero éstos no dieron
cuenta de un cambio significativo respecto a lo estudiado (resultados no mostrados).
Continuando en el desarrollo observamos que a las 32 hpf existe ya una tendencia definida
a la asimetria dada por la aparicion definitiva del 6érgano parapineal, ubicado en cercanias
de la habénula izquierda. El 66,7% de los embriones analizados presento esta tendencia (n
= 6). Alrededor de las 35-40 hpf se observa claramente la expresion de cxcr4b en la region
anterior y medial de ambas habénulas. Es interesante resaltar que existe una diferencia en la
extension del dominio de expresion habenular entre los lados izquierdo y derecho. Al

respecto la figura 9 nos muestra un grafico que nos indica que existe un mayor porcentaje
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de embriones que a las 40 hpf presenta un dominio de expresion de cxcr4b més grande en
la habénula izquierda que en la derecha.

Resulta importante destacar que a las 40 hpf existe una transiciéon complejo pineal-
habénula, ya que aqui es donde desaparece definitivamente la expresion de la pineal y se
observa nitidamente la expresion del territorio habenular. Finalmente desde las 40 hpf hasta
por lo menos a las 48 hpf la expresion de cxcr4b a nivel de la region mas anterior de ambas
habénulas se mantiene, con un aumento de la expresion proporcional al estadio del

desarrollo del embrion.
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50 pm

Figura 8. HIS de cxcr4b en embriones de pez cebra a distintos estadios del desarrollo.
Vista dorsal con region anterior hacia arriba; el recuadro inferior de cada figura
corresponde a una vista lateral con la region anterior hacia la izquierda de la pagina. Las
flechas verdes indican la habénula izquierda y las flechas rojas indican la marca del 6rgano

parapineal. Aumento 40X.
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Figura 9. Grafico que muestra el porcentaje de embriones con diferencias en la
extension del dominio de expresion de cxcr4b en ambas habénulas.

Embriones analizados a las 40 hpf. Con n= 90. Izquierda (I), Derecha (D).

La presencia de diferencias en la extension del dominio de expresion de cxcr4b fueron

facilmente reconocibles por inspeccion visual bajo microscopia.

3.3 El factor de transcripcion pitx2c es expresado en la habénula izquierda de pez
cebra y medaka desde periodos tempranos en el que se establecen las asimetrias

cerebrales, hasta periodos mas tardios de la morfogénesis asimétrica.

Inicialmente, y al igual que en casos anteriores se procedid a la construccion de las
ribosondas de pitx2c para pez cebra y medaka, para lo cual se muestra la transcripcion in
vitro, es decir, el proceso final de esta etapa en la figura 10. A partir de estas sondas se

realiz6 HIS en ambos modelos de peces.
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Pez cebra
M 1

Figura 10. Transcripcion in vitro de pitx2.
(A) mRNA de pitx2c de pez cebra. (B) mRNA de pitx2c de medaka. A y B electroforesis en
gel de agarosa al 1%, carril 1 en ambos casos corresponde al transcrito. M = marcador de

peso molecular.

Estudios previos en pez cebra indicaban que la expresion de pitx2 comienza a los 18
somitos y contintia por lo menos hasta las 22 hpf (Concha y cols., 2000). En nuestros
experimentos de HIS abarcamos una ventana de desarrollo que comprende desde las 24 hpf
hasta las 40 hpf, con el fin de determinar si pitx2c podria estar actuando durante etapas
tardias de la morfogénesis asimétrica habenular. Los resultados del patron de expresion se
muestran en la figura 11. En ella se observa que pitx2c se expresa unilateralmente en la
region habenular izquierda durante toda la ventana temporal analizada. Por ello se realizé
HIS en estadios posteriores, estableciéndose que la expresion de pitx2c permanece hasta las

48 hpf.
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Figura 11. HIS de pitx2c en embriones de pez cebra a distintos estadios del desarrollo.
Vista dorsal del embridon con la region anterior hacia arriba. El recuadro inferior de cada
figura corresponde a una vista lateral con la region anterior hacia la izquierda de la pagina.
Las flechas verdes indican la habénula izquierda. Las etapas de desarrollo de pez cebra se

indican como horas post-fertilizacion (24 a 52 horas). Aumento 40X.
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En medaka, estudios preliminares de nuestro laboratorio sugieren que la expresion
de pitx2c comenzaria alrededor de los estadios 21-22 y que se extenderia hasta los estadios
33-34. Por ello, determinamos el patron de expresion de pitx2c entre estos estadios. Los
resultados de estos experimentos se muestran en la figura 12. Aqui se observa, al igual que
en pez cebra, que la expresion de pitx2c esta restringida a la region habenular izquierda, y
que se extiende desde el estadio 22 (1 dia 14 hrs.) hasta el 33 (4 dias 10 hrs.), no

observandose en el estadio 34.
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33

25 pm

Figura 12. HIS de pitx2c en embriones de medaka a distintos estadios del desarrollo.
Vista dorsal con la region anterior hacia arriba. Las flechas verdes indican la habénula
izquierda. Los numeros indican los estadios del desarrollo de medaka entre 1 dia 10 hpf

(estadio 21) hasta 5 dias 1 hpf (estadio 34). Aumento 20X.
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3.4 Incorporacion de BrdU en pez cebra y medaka.

Se estandariz6 el protocolo de incorporacion de BrdU, 6 5-Bromo-2’-Desoxiuridina, en pez
cebra. Para ello se utilizdé un protocolo adaptado del Dr. Craig Miller del Instituto de
Neurociencia de la Universidad de Oregon. El pez cebra, en este caso particular, presenta la
cualidad de poseer un corion bastante blando, lo cual se detecta claramente frente a la
manipulacién mecénica, lo que permite que el embrion sea desprovisto de esta bicapa
proteica facilmente y asi realizar operaciones en que se requiere de un embrion vivo y libre
para el contacto con el agente a utilizar, en este caso BrdU. La figura 13 muestra una region
del cerebro de un embrién de pez cebra que ha incorporado exitosamente BrdU. En un
experimento de incorporacion tipico se puede observar que existe tincion a nivel de los
nucleos en el embrién completo y no se logra distinguir la region que comprende ambas
habénulas. Al respecto, se intentd identificar un marcador para esta zona (ver 3.1) y asi
mediante una posterior HIS para los embriones tratados con BrdU lograr identificar la
region de interés. Este punto present6 un gran obstaculo, puesto que no se logré identificar
este posible marcador y por lo tanto no se pudo determinar si existe una diferencia en la

tasa de proliferacion entre ambas habénulas.

10 pm

Figura 13. Incorporacion de BrdU. A Embrion de pez cebra. B Embrion de medaka. En
ambos casos la vista es dorsal con anterior hacia arriba. Las flechas muestran nucleos que

han sufrido incorporacion de BrdU. Aumento 40X.
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En medaka se determind que el periodo del desarrollo en el cual se trabajaria
corresponderia al mismo espacio de tiempo en que se expresod pitx2 (estadios 22-33),
tratando de establecer una relacion entre la expresion de este factor de transcripcion y la
proliferaciéon celular, y en consecuencia con la generacion de asimetrias cerebrales. Por lo
tanto, también se estandariz6 el protocolo de incorporacion de BrdU, pero inicialmente el
proceso fue distinto. Medaka presenta un corion bastante duro (13-15,3 pm de grosor
respecto a 1,5-2,5 um en pez cebra) lo que por un lado presenta una gran ventaja al hacer
muy resistentes a estos embriones, pero por otro lado dificulta mucho el trabajo con ellos si
se quiere el embrion vivo y libre de su corion. Para remover el corion, se prepard un
extracto de enzima de eclosion a partir de los mismos embriones de medaka (descrito en
2.2.5). Luego se intentd remover el corion con el uso de esta enzima (descrito en 2.2.6)
(figura 14). El resultado de esto no fue Optimo, y solo se logr6 remover el corion en
embriones tardios (a partir del estadio 28), los que tienen un corion mas delgado respecto a
embriones mas tempranos. Se realizaron los ensayos de incorporacion de BrdU en aquellos

estadios de medaka en los cuales se pudo remover el corion.

Figura 14. Embrion de medaka y su corion.

(A) Embrion de medaka vivo de estadio 28 envuelto por una bicapa proteica, se observa la
presencia de muchas vellosidades, las que daran origen a crateres al ser tratado con enzima
de eclosion y por los cuales se puede acceder a romper el corion. (B) Embrion vivo que se
presenta en A pero que ha sido desprovisto del corion. (C) Corion que ha sido retirado

mecéanicamente del embrion con el uso de forceps de relojero. Aumento 11,25 X.
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Como se mencion6 anteriormente (3.1), en el laboratorio se dispone de una linea
transgénica de medaka que expresa GFP en ambas habénulas durante el desarrollo. Por ello,
una vez que el embridon fue sometido al tratamiento con BrdU éste se analizd bajo luz
fluorescente para determinar los niveles de proliferacion en la region de interés. En este
punto surgié un problema importante y fue que especificamente la region de las habénulas
no emitia fluorescencia, determinando posteriormente que ésta se perdia luego del
tratamiento con BrdU. Al respecto se intent6 un nuevo procedimiento, el que consistid en
hacer una inmunofluorescencia indirecta dirigida a las habénulas, posterior a la
incorporacion de BrdU y asi detectar la zona de interés con un anticuerpo anti-GFP. El
problema de esta segunda estrategia fue que los embriones que lograron incorporar el BrdU
eran de un estadio de desarrollo avanzado, en donde su permeabilidad frente a distintos
agentes es muy baja (diferente a un embridon temprano) lo que no permitié que ingresara el
anticuerpo, pese a que se efectuaron varias alternativas de permeabilizacion. Finalmente, al
igual que en pez cebra, en medaka se presentd la misma dificultad de la delimitacion del
complejo habenular y en consecuencia, no fue posible establecer si existe o no asimetrias

de proliferacion celular entre ambas habénulas con este experimento.

3.5 Inmunofluorescencia Indirecta doble contra GFP y PH3 revela diferencias de

proliferacion celular entre habénula izquierda y derecha en medaka.

Actualmente se conoce que la fosforilacion en el residuo serina 10 de histona H3 es crucial
para la condensacion del cromosoma y la progresion del ciclo celular durante la mitosis en
células eucariontes. Al respecto, ha sido 1til el desarrollo de anticuerpos especificos para la
serina 10 de la histona H3 fosforilada (modificacion covalente de la histona requerida para
ejercer su actividad a nivel de la cromatina). El uso de este anticuerpo ha revelado que
durante la mitosis la fosforilacion de esta histona se origina en la heterocromatina
pericéntrica y se extiende a través del genoma durante la transicion de la fase G2-M

(Nowak y Corces, 2004). De este modo, y conociendo la relacion existente entre la histona
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H3 fosforilada, la modificacion de la cromatina y la actividad transcripcional, se podria

determinar la proliferacion a nivel de las células de la habénula.

Nuestra hipotesis de trabajo es que existe una diferencia a nivel de proliferacion
celular entre las habénulas izquierda y derecha, la que finalmente se traduciria en una
diferencia de tamafio entre las habénulas izquierda y derecha. En este contexto se realizod
una inmunofluorescencia indirecta dirigida contra epitopes de la histona H3 fosforilada, la

serina 10.

Decidimos no realizar la inmunodetecccion de H3 fosforilada en pez cebra, dado
que no establecimos un marcador especifico habenular en esa especie. Sin embargo, en
medaka y como se explicd anteriormente, existe la linea transgénica DE-EGFP, donde la
expresion de GFP esta restringida a la habénula. De esta forma, procedimos a verificar si
nuestra hipotesis era correcta en esta especie.

Con el mismo razonamiento que para la incorporacion de BrdU, se intentd estudiar
los estadios comprendidos entre el estado 22 y el 33, no obstante desde el estadio 26 en
adelante sucede el fendémeno de muy baja permeabilidad ya nombrado anteriormente (ver
3.4). Por lo tanto, concentramos nuestra atencion a dos estadios, 22 y 26. El estadio 22 (9
somitos) corresponde al estado del desarrollo embrionario posterior a la formacién del
cerebro, el que se establece en el estadio 21 (4 horas de diferencia con el 22). Es decir, a
este nivel ya se puede comenzar a observar claramente el fendmeno de las asimetrias
cerebrales. Por otro lado, segun nuestra hipdtesis existe una correlacion entre el fenomeno
de proliferacion con la expresion de pitx2c, la cual comienza en este estado. Por ultimo, es a
partir de este momento del desarrollo de medaka donde se logra observar en forma nitida la
propiedad de emitir fluorescencia a nivel de la habénula. El estadio 26 (22 somitos) presenta

16 horas de diferencia con el estado 22.

Para nuestro analisis realizamos una doble inmunofluorescencia indirecta, tanto
contra histona H3 fosforilada como contra GFP de expresion habenular (figura 15). Esta
ultima deteccion era necesaria, puesto que la expresion de GFP se ve interferida después del
tratamiento con el protocolo de inmunohistoquimica, igual a lo que se observd con los
embriones tratados con BrdU, en los cuales la propiedad fluorescente de los embriones

disminuia o desaparecia.
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12, 5um

Figura 15. Inmunofluorescencia indirecta doble en embrion de medaka.

(A) Inmunofluorescencia indirecta contra GFP de expresion en la habénula, utilizando un
anticuerpo secundario conjugado a Alexa 488. (B) Inmunofluorescencia indirecta contra
histona H3 fosforilada en Serina 10, utilizando un anticuerpo secundario conjugado a
biotina, y un sistema de amplificacién de Rhodamina-Streptavidina. (C) Combinacion de A

y B. Vista dorsal con region anterior hacia arriba. Aumento 40X.

Una vez finalizada la inmunofluorescencia, se tomaron fotos digitales de
fluorescencia de los distintos embriones, se procedid a contar el numero de células positivas
para histona H3 fosforilada en la region habenular izquierda y derecha, y se realizo el
analisis estadistico de los datos. El resultado de este analisis muestra que los valores
obtenidos se comportan siguiendo una distribucion normal, en ambos estadios analizados
(figura 16). La tabla 2 muestra los valores obtenidos del tratamiento estadistico, los que
posteriormente se reflejan en la figura 17. Se observa que tras la evaluaciéon del nimero
promedio de células positivas para histona H3 fosforilada, para cada estadio del desarrollo
analizado (22 y 26), existen diferencias estadisticamente significativas entre los valores
obtenidos para cada mitad habenular. Estos datos evidencian que la habénula izquierda
presenta un mayor niumero de células en proliferacion marcadas con el anticuerpo anti-
histona H3 fosforilada, respecto de la habénula derecha. Este hallazgo es consistente con la
expresion concomitante de pitx2 exclusivamente en la habénula izquierda, y con el mayor

tamafio habenular izquierdo desarrollado con posterioridad en esta region del cerebro.
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Figura 16. Graficos que representan la dispersion de los datos. En ambos casos se
observa que la distribucion es normal y homogénea. El eje de la ordenada representa la
frecuencia de repeticion de los datos y el eje de la abcisa muestra el valor de la variable, en
donde cada barra representa un valor de ésta. Para ambos casos analizados los valores de
sesgo y curtosis (este ultimo analiza el grado de concentracion que presentan los valores
alrededor de la zona central de la distribucion) estan dentro de los valores predeterminados

que consideran una distribucién normal.
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Tabla 2. Analisis estadisticos de los resultados.

Estadio 22 Estadio 26
n 20 19
Media 1=6,10 D =4,80 1=5,37 D =3,89
Mediana 1=6,00 D =5,00 1=5,50 D =4,50
Desviacion estandar 1=3,00 D =2,63 1=2,48 D =2,83
Prueba t usando la media, | 0,026 0,032
valor de p
Prueba de medianas, valor | 0,015 0,169* (Gnico caso en
de p donde p>0,05)
Prueba de rangos, valor de p | 0,019 0,046

Los valores de p en negrita son los escogidos posteriores a un analisis mas exhaustivo.

I= 1zquierda, D= derecha
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Figura 17. Esquema y grafico de los estadios de medaka analizados.

(A) medaka de estadio 22 (fb: cerebro anterior, mb: cerebro medio, hb: cerebro posterior,
ea: vesicula otica, bc: cavidad del cuerpo). (B) medaka de estadio 26. (C) Diferencia entre
las medias del nimero de células en mitosis de las habénulas izquierda y derecha. Cada
barra representa el promedio del nimero de células contadas positivas para anti-histona H3
fosforilada en cada mitad de la habénula. El estadio 22 presenta un n = 20 con un valor de p

= 0,026, mientras el estadio 26 tiene un n = 19 con un valor de p = 0,046.
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4. DISCUSION

La mayoria de los animales, con excepcion de linajes que sufrieron divergencia temprana,
presentan simetria bilateral, en donde los ejes que forman el cuerpo (A-P y D-V) estan
claramente organizados con los lados izquierdo y derecho alrededor de la linea media. Sin
embargo, la mayoria de los individuos, sino todos, muestran algiin grado de desviacion de
esta simetria bilateral, fenomeno que ocurre principalmente en la organogénesis. Por lo
tanto, cabe preguntarse indiscutiblemente cuédles son los mecanismos celulares que
conducen a la morfogénesis asimétrica. Uno de los drganos que presenta una evidente
asimetria en su desarrollo es el cerebro. En humanos existe asimetria cerebral en regiones
de la corteza a nivel de la fisura de Silvio, las que se correlacionan con diferencias
funcionales cognitivas relacionadas al lenguaje entre los hemisferios cerebrales derecho e
izquierdo. En vertebrados no humanos también se ha descrito este fendmeno, por ejemplo
en pez cebra existe una clara asimetria a nivel del epitdlamo, formado por los complejos
habenular y pineal, donde la habénula izquierda se extiende por un territorio mas amplio
respecto a la derecha y donde el 6rgano parapineal envia proyecciones exclusivas hacia el
nucleo habenular izquierdo.

Uno de los objetivos de esta tesis fue determinar si las diferencias de tamafio entre
los nucleos epitalamicos habenulares derecho e izquierdo se podrian deber a una diferencia
en la tasa de proliferacion de células que conforman la region habenular izquierda versus
derecha. Para tal efecto, se decidid utilizar agentes que dieran cuenta de la actividad
proliferativa de las células. Asi, se determind medir la incorporacién de BrdU, reactivo que
se incorpora en las células en fase S del ciclo celular, puesto que es un analogo de la timina.
Por otro lado, se usé un anticuerpo especifico contra la histona H3 fosforilada, que en
forma indirecta detecta condensacion de la cromatina y por lo tanto actividad mitdtica. Se
probaron ambas aproximaciones con el objetivo de evidenciar por caminos distintos nuestra
hipotesis.

Estos ensayos de proliferacion se realizaron en el embrién completo, por lo tanto
todos los tejidos del organismo (que obviamente estan proliferando, ya que se trabajo con

estados tempranos del desarrollo donde las estructuras ain no estan todas formadas)
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responden a estos tratamientos. Al respecto, fue crucial poder identificar de alguna forma e
inequivocamente la region de interés.

En el caso del pez cebra, a partir de datos preliminares de nuestro laboratorio y de
colaboradores se estimaron algunos posibles marcadores de la region habenular (cpd2,
cxcrdb, fgf8, fspondin, lim LH 2A, lim LH 2B, robo 3, sdfla, slit3 y zic 5). Se procedi6 a
determinar el patron de expresion de estos marcadores y analizar si coincidian con lo
esperado; el resultado de esto fue que con ningiin marcador era posible identificar clara e
inequivocamente la regién habenular completa en los estadios de nuestro interés. Por
ejemplo, en el caso del factor de transcripcion Lim Lh2B, conocido por ser un marcador de
una region dorsal en raton, la expresion estaba confinada al telencéfalo (figura 7), no
obstante en algunos casos se observo tincion a nivel del diencéfalo, pero ésta era tan tenue
que fue imposible distinguir si correspondia a una exposicion prolongada del embrion al
agente revelador (saturacion) o si era la verdadera expresion esperada. En resumen, no se
logrd establecer si existe un marcador especifico en pez cebra para la habénula entre las 24
y 40 hpf. Sin embargo, se sabe que existen marcadores habenulares més tardios, como cpd?2
(proteina 2 asociada al desarrollo postnatal del cerebelo) que se expresa en estado larvario
alrededor del cuarto dpf (Gamse y cols., 2003).

Al respecto, un resultado, que si bien es cierto no colabor6 en el finalizacion exitosa
del primer objetivo de este trabajo, pero no por eso menos relevante, es la aparicion de
cxcr4b como un posible candidato en el establecimiento de las asimetrias cerebrales. Cxcr4
es un receptor de quimioquina acoplado a proteina G, que presenta dos variantes, cxcrda y
cxcr4b. Cxcrd es reconocido por ser requerido en células germinales para su quimiotaxis
guidndolas hacia su tejido blanco, dirigiendo su migracién (Knaut y cols., 2003). Esta
funcién resulta interesante al analizar los resultados obtenidos (figura 8); estos nos dicen
que cxcr4b se expresa en la zona del diencéfalo, donde a las 28 hpf ya presenta una clara
diferencia en su expresion en ambos lados del cerebro, siendo practicamente en todos los
casos el izquierdo mayor que el derecho, por lo cual desde este estadio en adelante existe
una notoria tendencia a la asimetria. Otro fenomeno de asimetria es la aparicion de la
glandula parapineal a las 31 hpf y como estd descrito hacia el lado izquierdo del cerebro.
Finalmente se pudo establecer que a partir de las 40 hpf ya existe una clara formacion de la
habénula, y como en casos anteriores nuevamente existe una diferencia de tamafio entre la

extension del dominio de expresion de cxcr4b entre la habénula izquierda y derecha, siendo
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en el 81,1% de los casos analizados la izquierda mayor que la derecha (figura 9). Alin no es
claro cual es la funcion de cxcr4b en el desarrollo de las asimetrias habenulares. Sin
embargo, ya que cxcr4b tiene un papel claro en la migracion de grupos celulares, es posible
que su expresion habenular cumpla alguna funcion en el desarrollo del patron de
conectividad habenular hacia el nucleo interpeduncular (NIP) del cerebro medio ventral. En
este nucleo, las proyecciones eferentes provenientes de la habénula izquierda y derecha
presentan una segregacion en sus regiones dorsal y ventral (Aizawa y cols. 2005).

Dentro del mismo contexto de la busqueda de un marcador habenular y contrastando
al pez cebra, en medaka se dispone de una linea transgénica (la linea DE::EGFP) que
expresa la proteina fluorescente verde bajo el control de un promotor especifico para la
habénula. Esta caracteristica particular y junto con saber que medaka presenta asimetrias
cerebrales similares al pez cebra, condujeron en esta tesis al estudio comparativo de ambas

especies de teledsteos.

Una similitud importante para nuestro estudio entre estos dos peces, es la expresion
del factor de transcripcion pitx2c. Este ultimo cumple una funcién importante en el
desarrollo de las asimetrias cerebrales, ya que es un efector de la via de sefnalizacion Nodal,
que como se ha descrito, es la principal via genética involucrada en los mecanismos
moleculares de establecimiento de asimetrias en el eje izquierda derecha. Un ejemplo de
evidencia del papel de pitx2c a nivel de asimetrias, es el estudio realizado con diversos
mutantes de esta via (Concha y cols., 2000). En ellos, la linea media (region que separa
espacialmente la mitad derecha de la izquierda) estd parcial o completamente ausente y
muestran una expresion de pitx2c bilateral, junto a un defecto en la lateralidad de las
asimetrias cerebrales. Dentro de este contexto, se realizd un estudio en ambas especies de
peces para establecer el patron témporo-espacial de expresion de este factor de
transcripcion. Los resultados (figuras 11 y 12) describen que su expresion es unilateral y en
la mitad izquierda del diencéfalo. En pez cebra, estudios publicados (Concha y cols., 2000)
muestran que la expresion de pitx2c comienza a las 18 hpf y se extiende hasta las 22 hpf.
En este trabajo encontramos que la expresion de este marcador se extiende mas alla de las
22hpt hasta las 48 hpf. En medaka la expresion de pitx2c comenzo en el estadio 22 (34 hpf)
y se extendid hasta el estadio 33 (4,17 dpf), desapareciendo en el estadio 34. A esta altura y
en ambos modelos ya se han formado las estructuras principales del organismo, es decir, en

pez cebra se ha completado la morfogénesis rapida de los sistemas de drganos primarios y
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en medaka ya han aparecido los 6érganos més importantes, como por ejemplo el higado, y
aquellos que no se han desarrollado por completo, ya se presentan en forma rudimentaria,
como es el caso del corazéon que no se ha desarrollado en su totalidad, pero que ya esta
latiendo. Estos hechos demuestran de alguna forma que pitx2c no sé6lo actuaria en niveles
tempranos del desarrollo, sino que ademds tendria un rol especifico en estados del
desarrollo mas avanzados, asignandole a este una importante funcion durante la
morfogénesis asimétrica.

Por otro lado, se ha descrito que Pitx2 participa en la via de sefiales Wnt, ejerciendo
un rol a nivel de proliferacion celular. La familia de proteinas de sefiales Wnt participa en
multiples eventos del desarrollo durante la embriogénesis, induciendo varias respuestas
celulares, desde la proliferacion celular a la determinacion de destino celular y
diferenciacion terminal (Logan y Nusse, 2004). Estudios recientes han determinado que
existe un grupo de 6rganos donde las sefiales Wnt proveen una regulacion critica, y estos
expresan Pitx2, que como se ha descrito ejerce distintos roles en el desarrollo. En este
contexto, Pitx2 actuaria como un factor de competencia en combinacién con ciertas vias de
sefiales para mediar el control de la proliferacion celular de tipo especifica. La via
Wnt/Dvl/B-Catenina—Pitx2 opera en tejidos especificos para controlar la proliferacion por
regulacion de la expresion de genes criticos que controlan el ciclo celular en G1. Esta
relacion entre Pitx2 y proliferacion, de alguna forma establecia una unidén entre los
antecedentes inicialmente descritos, es decir, la asimetria en el tamafio de las habénulas y la
participacion de Pitx2 en la via Nodal que regula estas asimetrias (Kioussi y cols., 2002).
De acuerdo a esto, y como ya se mencioné anteriormente, se determind realizar ensayos de
proliferacion y de expresion de pitx2 en ambos modelos.

El primero de los ensayos de proliferacion consistié en hacer experimentos de
incorporaciéon de BrdU, el que no arrojo resultados, debido a que ambos modelos
presentaron limitantes: por un lado, en pez cebra no se logré encontrar un marcador que
identificara la region de estudio y por lo tanto ésta no se pudo delimitar en el embrion
completo; por otro lado en medaka, en estadios tempranos del desarrollo, la dureza del
corion que lo envuelve no permiti6 el acceso al embrion vivo, mientras que en estadios mas
avanzados, en los cuales se pudo remover el corion del embrion, la permeabilidad de este

ultimo no permiti6é que ingresara el anticuerpo utilizado en el proceso.
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El segundo ensayo realizado presentd también algunas limitantes, similares a las
anteriores. En el caso de pez cebra no fue posible realizar el estudio debido al ya conocido
inconveniente ya discutido de la ausencia de un marcador para habénula. En medaka, sin
embargo, se logroé obtener resultados al respecto, por lo menos en estados tempranos del
desarrollo, puesto que en estados més avanzados sucede lo indicado anteriormente, es decir,
el anticuerpo usado en el experimento no puede penetrar al embrion debido a la mala
permeabilidad de este. Los resultados que se obtuvieron en medaka en este ensayo (figura
17) nos indican que existe una diferencia significativa entre el numero de células en
proliferacion que presentan cada habénula, a modo que el lado izquierdo presenta mayor
numero de éstas respecto al derecho, estableciendo que por lo menos en medaka la habénula

izquierda presenta una mayor tasa de proliferacion que la habénula derecha.

Para comprobar si esta actividad proliferativa de las células esta regulada de alguna
forma por pitx2c se debera realizar una serie de experimentos, entre ellos serd fundamental
realizar estudios de ganancia y pérdida de funcién de pitx2c. Para los estudios de ganancia
se puede realizar una sobreinyeccion de mRNA sentido de pitx2c en embriones silvestres,
mientras que para los estudios de pérdida de funcion, el ideal es el uso de oligonucledtidos
antisentidos del tipo morfolino contra pitx2c. En ambos casos se deberia observar un efecto
de la funcién de pitx2 sobre la tasa de proliferacion celular en la habénula, utilizando el
ensayo con el anticuerpo contra histona H3 fosforilada.

Actualmente, en nuestro laboratorio se esta generando un anticuerpo contra pitx2 y
en consecuencia, se podran realizar estudios de inmunocitoquimica. El anélisis mediante
anticuerpos es de gran importancia, puesto que permite ir un paso mas alld en la
investigacion, ya que a este nivel no se determina qué sucede con el transcrito, sino qué

sucede con la proteina misma.

Por otro lado, en medaka ha aparecido un marcador bilateral para habénula
(estudios no publicados del laboratorio en conjunto con el Dr. Joachim Wittbrodt) llamado
brn3a, el que se sabe se expresa a partir del estadio 32 en adelante. Aun no se han realizado
estudios en embriones mas tempranos, pero si €ste se expresara mas tempranamente
(estadios menores de 32) seria posible realizar experimentos de incorporacion de BrdU,

acoplados a HIS para asi reconocer la region de interés.
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Por ultimo, hemos tratado de aportar en algunos aspectos a la comprension del
proceso de generacion de las asimetrias cerebrales en pez cebra y medaka, utilizando
estrategias que corresponden a ciencia basica para en algin momento llegar a niveles mas
aplicados del conocimiento. El objetivo de nuestro laboratorio es finalmente seguir una
aproximacion que se inicia con el conocimiento de la genética (vias y genes participantes
en la generacion de asimetrias), continuando con la morfologia (citoarquitectura, tipos
celulares, conectividad), fisiologia (neurotransmision, actividad neuronal) y llegando
finalmente a conocer el comportamiento animal (localizacion de funciones neuronales y
dominancia hemi-cerebral izquierda derecha), el que a través de la evolucion se une

nuevamente con la genética generando un circuito en la filogenia animal.
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5. CONCLUSIONES

e Hasta el momento no logramos identificar un gen que sea un buen marcador
molecular bilateral de la region completa de la habénula en pez cebra entre las 24 y
40 hpf.

e El pez teledsteo medaka es un modelo util para trabajar en el desarrollo de
asimetrias cerebrales.

e El receptor de quimioquina cxcr4b es un marcador bilateral de la region mas
anterior de la habénula de pez cebra. Su expresion se extiende por lo menos desde
las 24 hpf hasta las 48 hpf, y presenta una clara tendencia a expresarse en forma
asimétrica en el cerebro de pez cebra.

e La expresion del factor de transcripcion pitx2 en los modelos estudiados es
unilateral en el diencéfalo. En pez cebra comienza a las 18 hpf y finaliza a las 48
hpf, mientras que en medaka su expresion se inicia en el estadio 22 y se extiende
hasta el 33, para desaparecer en el estadio 34. En ambos casos la expresion de pitx2
comienza entonces en estados tempranos del desarrollo y termina cuando ya ha
comenzado la morfogénesis asimétrica del sistema nervioso central.

e El nimero de células en proliferacion presentes en la habénula izquierda y derecha
de medaka muestra diferencias significativas en los grupos analizados, en donde la
mitad izquierda presenta un mayor nimero que la mitad derecha.

e El patron de expresion de pitx2 en la habénula izquierda de medaka es coincidente
temporal y espacialmente con el desarrollo de una mayor tasa de proliferacion
celular en comparacion con la habénula derecha, lo que sugiere un posible papel de

pitx2 en la generacion de asimetrias de proliferacion dentro del epitalamo.
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