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1. RESUMEN.

La via de sefializaciéon Sonic Hedgehog (Shh)-Gli cumple diversas funciones
durante el desarrollo del Sistema Nervioso Central (SNC), controlando aspectos
relacionados con diferenciacion, proliferacion y supervivencia celular. En estadios
tempranos del desarrollo de raton, Shh producido por dos centros de sefializacion de
la linea media ventral, la notocorda y la placa del piso, actlia como morfégeno,
especificando tipos celulares. ventrales en tubo neural. Sin embargo, en estadios
tardios del desarrollo, Shh comienza a expresarse a nivel dorsal y actda como
mitdgeno regulando la proliferacién de precursores celulares (NPCs), modulando de
esta manera el crecimiento de cerebro dorsal.

En el cerebro anterior de los vertebrados, ha sido determinado que existe una
subpablacidon de NPCs con potenciales proliferativos (respuesta a mitdgenos) vy
fenotipicos que varian durante el desarrollo. Su representacién tiende a reflejar los
tipos celulares generados en un estadio del desarrollo especifico. Por ejemplo, la
neocorteza se origina a pariir de dos zonas proliferativas que se generan
secuencialmente, la zona ventricular (vz) y la zona subvenfricular (svz), los NPCs
presentes en la vz proliferan para dar origen a la svz, la cual comienza aumentar de
tamarnio y finalmente es la Unica zona proliferativa que persiste en cerebro adulto.
Durante el desarrollo de la neocorteza ocurre un cambio tanto en la especificaciéon
de tipos celulares, como en la respuesta a mitégenos. En estadios embricnarios

tempranos predomina la neurogénesis, los NPCs presenies en la vz dan origen a
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neuronas Y responden al factor de crecimiento fibroblastico 2 (FGF) como mitdgeno,
mientras que en estadios embrionarios fardios, cuando mas glia comienza a
desarrollase, los NPCs de la svz restringidos al linaje glial son mas abundantes. A
diferencia de lo que ocurre en estadios embrionarios tempranos, los NPCs de la svz
responden al factor de crecimiento epidérmico (EGF) como mitégeno.

Datos recientes de nuestro labarotorio demuestran que Shh ejerce su funcién
mitogénica sobre los NPCs de la neocorteza cooperando con EGF, modulando la
expresion de receptores de EGF (EGFRs). La adquisicion de una respuesta
proliferativa en respuesta a EGF, durante la embriogenesis tardia, esta asociada a la
aparicibn de una subpoblacién de NPCs que expresan progresivamente mayor
nimerc de receptores para EGF (EGFRs). Ademas, ha sido demostrado que el
namero de EGFRs es un factor limitante para proliferacion y/o diferenciacion de los
NPCs.

En este trabajo se estudié si /a via de sefializacion Shh-Gli podria especificar a
ésta subpoblacion de NPCs a proliferar en respuesta a EGF, modulando la expresion
de EGFRs. Esta habilidad de responder a EGF, estarfa dada en un grupo de
precursores celulares que forman parte de un linaje glial. Mediante experimentos de
pérdida y ganancia de funcién en cultivo de neuroesferas (nsp) y explantes de tejido
obtenidos de la corteza parietal de ratén, demostramos que existe una interaccion
entre las vias de sefializacion de Shh y EGF, que ambas vias son importantes en la

regulacion de la proliferacién de los NPCs y que Shh modula la expresion de EGFR e
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induce transactivacion del EGFR a través de un mecanismo que involucra actividad
de metaloproteasas (MMP).

De acuerdo a los resultados obtenidos podemos plantear que Shh podria
modular la expresion de EGFR, lo que se veria reflejado en el nimero de
receptores en la membrana plasmatica y en consecuencia en el niimero final de
células gliales, es decir cambios en la proliferacion que se reflejan finalmente en
la diferenciacion celular.

Este trabajo tiene un alto impacto en el estudio de interacciones entre vias
de sefializacidbn y enfatiza la imporiancia de Shh en la regulacién de la
homeostasis de la via de sefializacion de EGF. Nuestras observaciones son
importantes no solamente en el contexio del desarrollo embrionario, sino que
también pueden ser relevantes en el contexio del desarrollo del cancer.

La comprensién de estos fendmenos puede por ende ser crucial para el

desarrollo de estrategias terapéuticas para el tratamiento de tumores.
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1. 1 SUMMARY.

The Sonic Hedgehog (Shh)-Gli pathway plays diverse functions during the
development of the central nervous sysiem (CNS) controlling aspects related to
differentiation, proliferation and cellular survival. In early stages of mouse embryonic
development, Shh is produced by fwo signaling centers in the ventral midline.In the
notochord and the floor plate it acts as a morphogen, specifyng ventral cellular types
in the neural tube. However, during late development, expression of Shh begins
dorsally and acts as a mitogen, regulating proliferation of neural progenitor cells
(NPCs) modulating thereby the growth of dorsal brain.

In the vertebrate forebrain, subsets of NPCs with distinct properties have been
described. The relative representation of these subsets, that diifer in their proliferative
(responsiveness to mitogens) and phenothypic potentials, varies during development.
Their relative representation tends to reflect the types of cells generated at specific
stages of development. For example, the neocortex is originated from two proliferative
zones that are sequentially generated, the ventricular zone (vz) and the subventricular
zone (svz). The NPCs presents in the vz proliferates to give rise to the svz, which
begins to increase in size and finally is the only proliferative zone that persists in the
aduit brain.

At earlier embryonic stages, when more neurons are generated, the NPCs
present in the vz which give rise to neurons are mitotically responsive to the
fibroblastic growth factor 2 (FGF). At later embryonic stages, when more glia begins

to develop, the NPCs of svz restricted to glial faie are more abundant. In contrast to
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early embryonic stages, at later stages the NPCs of svz become responsive fo the
epidermic growth factor (EGF) as mitogen.

We have shown recently that Shh regulates the proliferation of the neocortical
cells with stem cells properties (NPCs) in cooperation with EGF signaling, regulating
expression of the Epidermal growth factor receptor (EGFR).The acquisition of mitotic
responsiveness fo EGF is associated with the appearance of a subpopulation of
NPCs that expresses relatively high levels of EGFRs. Also, it has been demonstrated
that the EGFRs levels are limiting for proliferation and/or differentiation of the NPCs.

This thesis proposes the current work proposes that the Shh-Gli signaling
pathway could specify this one subpopulation of NPCs fo proliferate in response to
EGF, modulating the expression of EGFRs. This ability fo respond fo EGF would
occur be given in a group of NPCs that comprise of a glial lineage. Through
experiments gain and loss of function in neurosphere (nsp) cultures and tissue
explants obtained from mouse parietal neocortex we demonstrate that there is an
interaction between Shh and EGF signaling and both are important for regulating the
proliferation of NPCs. Shh modulates the expression of EGFR and we show that Shh
induces EGFR transactivation through a mechanism that involves metalloproteinases
(MMP) activity.

The present work has a major impact in the study of cross-talk between
signaling pathway and emphasizes the importance of Shh in the regulation of the
homeostasis of the EGF signaling pathways. Our observations are important not only

with respect to embryonic development but may also be relevant to tumorigenesis.
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This is crucial for the development of futures therapeutic strategies for the treatment

of cancer.




2. INTRODUCCION.

El Sistema Nervioso Central (SNC) de los vertebrados es una estructura
organizada, compuesta por diferentes tipos celulares que generan circuitos
funcionales dependientes de sus multiples interacciones célula-célula. Las
células neuronales y las células gliales que componen el SNC se originan a
partir de una Unica poblacién de progenitores celulares (NPCs) llamadas células
neuroepiteliales del tubo neural embrionario. Durante el desarrolio embrionario el
tubo neural sufre multiples procesos de crecimiento, subdivision y especificacion
de territorios (patterning), que en combinacién con movimientos morfogenéticos
dan origen a la estructura tridimensional altamente organizada y compleja,
caracteristica del SNC de los vertebrados.

En el SNC, un programa de desarrollo define la generacién de tipos
celulares que alcanzan un nimero determinado, en un tiempo definido y en una
posicion especifica. El mecanismo molecular de este programa involucra una
gran variedad de sefales inductivas que llevan a la adquisicion de identidades
celulares especificas. Factores tales como, el factor de crecimiento Insulinico
(IGF), la familia de factores de crecimiento fibroblasticos (FGF's), el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGFs), la familia del facior de crecimienio
epidérmico (EGF), Sonic Hedgehog (Shh) y la proteina morfogénica del hueso

(BMP), entre otros, participan en el desarrollo del SNC.




Podria considerarse que las células del cerebro se encuentran inmersas
en un mar de factores secretados que controlan la proliferacion y diferenciacion
celular, asi como también otros aspectos del desarrollo. Los factores de
crecimiento se unen a receptores especificos y gatillan sistemas de transduccion
de sefiales que convergen en la funcion de factores de transcripcidn y modifican
asi la expresion génica.

Uno de los factores mas intensamente estudiados en la tltima década ha
sido Shh, un miembro de la familia Hedgehog (Hh) de glicoproteinas secretadas
que cumple diversas funciones durante el desarrollo del SNC. Shh controla
aspectos tan diversos como paiterning, proliferacién, diferenciacidon vy
supervivencia celular. Ademas, sus acciones especificas cambian o son
reguladas en espacio y tiempo. En esta tesis estudiamos la relacién entre la
funcién de Shh y la del EGF, ambos relacionados con la regulacién de la
proliferacién celular de los NPCs.

A continuacién se describen las etapas y conceptos del desarrollo del
SNC vy luego se describen los sistemas de regulacién dependientes de Shh y de

EGF.

2.1 La via de sefializacion Sonic Hedgehog-Gli (Shh-Gli).

Shh es un miembro de la familia de morfégenos Hedgehog, identificado




por homologia con la proteina Hh en Drosophila. La proteina precursora de Shh
es cortada proteoliticamente, produciendo dos proteinas que se secretan: un
fragmento ‘aminoterminal (N-Shh) de 19 KDa que es el morfégeno propiamente
tal en invertebrados y vertebrados (Hammerschimdt y col., 1997) y un fragmento
carboxilo terminal (C-Shh) de 25 Kda con actividad proteolitica (Porter y col.,
1995). La compleja cascada de sefalizacidn gatillada por Shh ha sido
parcialmente dilucidada a fravés de una combinacién de estudios genéticos,
bioquimicos y moleculares realizados en insectos y vertebrados. Estos estudios
han permitido proponer un modelo que conecta el evento inicial de
reconocimiento por un receptor con los eventos nucleares de expresion génica
(Imagen 1). En breve, este modelo incluye el complejo del receptor en la
membrana compuesto por patched (Ptc1) y smoothened (Smo), una proteina
de siete dominios tfransmembrana con topologia similar a receptores acoplados
a proteina G. Cuando Shh se une a Pic1, se libera la represién que este dltimo
ejerce sobre Smo, lo que permite la posterior sefializacién y activacion de
factores de franscripcidén con motivos dedos de zinc, de la familia cubitus
interruptus Ci/Gli, mediadores finales de la via de sefalizacion de Shh. La
disponibilidad de Ci/Gli en el nicleo, depende de un complejo citoplasmatico
multiproteico asociadeo al citoesqueleto formado por costal-2, una proteina con

homologia con la familia de proteinas quinesinas, Fused, una serina treonina




quinasa, una proteina supresora de Fused y proteina quinasa A (PKA) entre
otras (Alexandre y cols., 1996; Von Ohlen y cols., 1997., Aza-blanc y cols.,
1997).

Hasta el momento se han descrito fres genes gii en vertebrados (gli1, gli2,
gli3). Al igual que Ci, todos ellos codifican para factores de transcripcion de alto
peso molecular (mas de 1000 aminoacidos) que reconocen una secuencia
especifica en el ADN (Kinzler y cals., 1989, Vortkamp y cols., 1991) mediante
dedos de zinc. También al igual que Ci, los genes gli, en particular gli2 y gli3,
poseen dominios de activacion y de represién que les dan la potencialidad de
actuar como factores de transcripcién duales (Ruiz i Altaba., 1999c¢, Dai y cols.,
1999, Sasaki y cols., 1999), sufriendo un procesamiento proteolitico que
dependeria del contexto celular. En diferentes sistemas estos tres factores de
franscripcion pueden producir formas truncadas en su dominio C-terminal que
actian como represores {(Ruiz i Altaba., 1999¢). Los diferentes genes gli poseen
tanto funciones redundantes como distintivas en la via de sefializacién de Shh.
Por ejemplo, en anfibios, {an solo Gli1 induce diferenciacién de la placa del piso
(Lee y cols., 1897, Hynes y cols., 1997, Ruiz i Altaba 1998). Los fres Glis son
capaces de inducir desarrolio neural, pero cada uno podria estar induciendo
diferentes grupos de neuronas (Brewster y cols., 1998, Ruiz i Altaba., 1998). La
lectura total de las diferentes isoformas de las proteinas Glis parece ser lo que

determina la respuesta celular final.




Muchos aspectos de la via de sefalizacion Hh se han conservado
evolutivamente entre moscas y vertebrados. Posiblemente la actividad de Gli en
vertebrados sea regulada por un complejo multiproteico de componentes
similares a los identificados en Drosophila (Marigo y cols., 1996, Hynes y cols.,
)1997, Ruiz i Altaba., 1998, Ruiz i Altaba., 19992, Jany cols., 1997).

Las diferencias a nivel funcional entre los diferentes factores Glis,
concuerdan con divergencias en sus patrones de expresién. La distribucién
celular de los tres genes gfi, tanto en ratones como en anfibios, indica que gfi1
se expresa cerca de las células secretoras de Shh, mientras que gli2 y gli3
parecen tener una distribucién mas distal (Hui y cols., 1994, Marigo y cols.,
1996, Lee y cols., 1997, Boryki y cols., 1998), sugiriendo que podrian tener
funciones independientes de Shh. Por lo tanto, una manera de detectar la via
activa de Hh es analizando el aumento en la expresion de ci/gli1 (feedback

positivo) y de ptc7 (feedback negativo).

2.1.1 Shh y el desarrolio del cerebro dorsal.

En mamiferos y aves, el desarrollo del aspecto dorsal del cerebro comienza
en etapas medianas del desarrollo embrionario. Durante este perfodo, tres de las
principales estructuras del cerebro dorsal: la corteza cerebral, el cerebelo y el

tectum (colliculo superior e inferior en mamiferos), experimentan una rapida ex-




Imagen 1. Esquema de la via de sefializacién Shh-Gli. La unién de Shh
a Patched (Ptc1) libera la inhibicién que Ptc1 ejerce sobre Smoothened
(Smo), gatillando una cascada de eventos que activan a los efectores de la
via, las proteinas Gli. Estas proteinas entran al nlcleo y regulan (activan o
inhiben) la expresion de genes blanco de la via (Extraido de Ruiz i Altaba y
cols., 2002).




pansion. Como consecuencia de este crecimiento las estructuras dorsales
adquieren mayor tamafio que sus contrapartes ventrales. El tamafio relativo de
estos componentes varia en las diferentes clases de vertebrados. Por ejemplo,
la corteza cerebral constituye la mayor parte del cerebro dorsal en mamiferos, a
diferencia de lo que ocurre en peces, donde el cerebelo es por lo general el
derivado méas grande, mientras que en aves lo es el tectum 6ptico (Kriegstein y
cols., 2008). ;Como se regula el tamario de las estructuras del cerebro dorsal
entre las especies? El analisis de linaje y parameiros de proliferacion de NPCs
en la neocorteza indica que estos precursores, algunos de los cuales son células
troncales (stem cells), determinan el nimero final de neuronas y células gliales y
en consecuencia el tamafio de la corteza cerebral. Esto plantea la pregunta
sobre como se regula la funcion de los NPCs.

Durante mucho tiempo se pensd que Shh cumplia un rol estrictamente
como morfégeno. Sin embargo, también actia como mitégeno, al menos en
ciertas etapas del desarrollc. Abundante evidencia indica que, en estadios
tempranos del desarrollo del SNC, Shh es producido por dos centros de
sefializacién de la linea media ventral: la notocorda y la placa del piso. Aqui,
actua como morfogeno especificando tipos celulares en el tubo neural ventral
(Jessell.,, 2000, Hynes y cols., 2000, Wijgerde y cols., 2002., Chiang y cols.,
1996). En contraste, a nivel del tubo neural dorsal se requiere ausencia de Shh

para el desarrollo de futuras estructuras dorsales, tales como corteza cerebral y




tectum. En estadios tempranos de desarrollo, la expresion ectdpica de Shh a
nivel dorsal ventraliza estructuras dorsales (Watanabe y Nakamura., 2000,
Agarwala y cols., 2001) induciendo la expresiéon de marcadores ventrales tales
como HNF38 vy Patched (Pfc1) y de tipos celulares ventrales, como por gjemplo
Islet 1 (caracteristico de motoneuronas).

En estadios tardios del desarrollo se produce un cambio en la respuesta a
Shh. Este morfogeno comienza a expresarse a nivel dorsal y controla el
crecimiento del cerebro dorsal (Imagen 2). En estadios tardios de desarrollo y
en el cerebro adulto, Shh actiia como mitégeno sobre NPCs de estructuras de
cerebro dorsal como cerebelo, tectum, hipocampo y corteza (Dahmane y cols.,
1999, Dahmane y cols., 2001, Laiy cols., 2003, Palma y Ruiz i Altaba., 2004).
Por lo tanto, en estas etapas del desarrollo y en determinadas poblaciones

celulares Shh pedria funcionar estrictamente como mitégeno.

2.2 EGF y sus receptores en el SNC.

La sefializacién a través de la familia de receptores tirosina quinasas
(RTKs) regula un amplio rango de fenomenos biolégicos. Los RTKs poseen un
Unico domino de transmembrana que separa un dominio intracelular, donde se
aloja el dominio tirosina-quinasa, de un dominio extracelular donde se conforma
el bolsillo de unién de ligando. Estos receptores son los mediadores primarios de

una gran variedad de estimulos (Sefton y cols., 1984, Thompson y cols., 1985).




La familia del receptor de EGF (EGFR) incluye a éste receptor,
denominado también HER1 (receptor de EGF humano) o ErbB1, y a los
miembros Her2-neu o ErbB2, ErbB3 y ErbB4. Los receptores ErbB se expresan
en una gran variedad de tejidos de origen epitelial, mesenquimal y neuronal. La
sobre expresion o activacion constitutiva de los receptores ErbB, ha sido
implicada en el desarrollo de numerosos canceres humanos malignos (Salomoén
y cols., 1995).

Durante el desarrollo del SNC regulan procesos de migracién,
proliferacién y diferenciacion celular (Brown y cols., 1997, Casalini y cols., 2004).
La expresion del EGFR en neuronas fue inicialmente descrita por Faundez y cols
(1992). La localizacién celular y aparicidon del EGFR durante el desarrollo
evidencia el rol del EGF en el SNC. El EGFR se expresa en regiones de
neurogénesis activa, tales como la zona subventricular (svz), la capa granular
del cerebelo y giro dentado (hipocampo) (Cameron y cals., 1998).

La importancia de la funcién del EGFR se refleja en su conservacion
evolutiva, desde C.elegans hasta mamiferos. En general, el tamario del receptor
asi como también la estructura de los dominios extracelular, transmembrana vy
citoplasmatico se ha conservado durante la evolucion (Aroain y cols., 1990,
Schweitzer y cols., 1997).

El nimero de ligandos que pueden activar el EGFR se ha incrementado

durante la evolucién. Hay un solo ligando en C.elegans, cuatro en Drosophila y
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Imagen 2. Modelo de expresion de Shh en el cerebro dorsal de ratén. Corte
sagital de un cerebro de ratén postnatal dia 0 (P0O). Las flechas indican el sitio de
accion de Shh. Las células que producen Shh (rojo) se localizan a nivel de la placa
cortical y tectal y en la Capa de Purkinje (CP). Las células que responden a Shh
(azul) se localizan en las zonas ventricular/subventricular (vz/svz) de corteza y
tectum y en la Capa Germinal Externa en cerebelo (Extraido de Ruiz i Altaba y cols.,
2002).
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siete ligandos han sido identificados en vertebrados (Chang y cols., 1999,
Slamon y cols., 1987). En animales, los ligandos que activan EGFR incluyen:
EGF, factor de crecimiento transformante-a (TGF-a), factor de crecimiento de
unién a heparina tipo EGF (HB-EGF), amphiregulina (AR), betacelulina (BTC),
epiregulina (EPR), y epigen (EPI). Cada uno de estos ligandos presenta una
secuencia consenso denominado “motivo EGF” formado por seis residuos de
cisteina espacialmente conservados. Este motivo es crucial para la union a los
miembros de la familia de RTKs. El RNAm del EGF se expresa en varias
regiones del cerebro, incluyendo neocorteza, cerebelo, hipocampo, hipotalamo
basal, bulbo olfatorio, estriado y talamo. El| RNAm del EGF es detectado en
etapas tempranas del desarrollo embrionario (E14.5) y continda siendo
detectado en el periodo postnatal en todo el cerebro (Yamada y cols., 1997;
Schaudies y cols., 1989).

Todos los ligandos del EGFR son sintetizados como proteinas
precursoras integrales de membrana (Massaque y cols., 1993). Algunos ligandos
tales como HB-EGF, AR y BTC son biolégicamente activos como proteinas de
membrana, sugiriendo que son capaces de funcionar como factores juxtacrinos
capaces de activar al EGFR sin necesidad de liberarse de la membrana
(lIwamoto y cols., 2002). Otros ligandos funcionan como factores solubles y son
liberados de la superficie celular por metaloproteasas (MMP) (Dong y cols.,

2005).
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2.2.1 EGFR y seinalizacion celular.

El EGFR es una proteina de transmembrana de 170 KDa, que posee un
dominio extracelular de unién al figando, un dominio transmembrana y un
dominio intracelular tirosina quinasa (Schlessinger y cols., 2000). El dominio
extracelular estad compuesto por cuatro subdominios que contienen dos dominios
ricos en cistelna y un dominoc de unidén al ligando (Thompson y cols., 1985,
Burgess y cols., 2003). La otra parte del dominio extracelular media la
dimerizacién y la interaccion con otras proteinas de membrana. El dominio
juxtamembrana sirve como sitio de atenuacién por retroalimentacion por parte de
la Proteina Quinasa C (PKC), enire otras proteinas. Ei dominio intracelular
posee cinco motivos de autofosforilacion que unen proteinas que contienen
dominios SH2 o dominios de unién a fosfotirosinas (PBT), tres motivos de
internalizacion, sitios de transfosforilacion, activacion proteolitica y degradacién
(Carpenter y cols., 1990, Wells y cols., 1999).

Luego de la unién del ligando, el receptor se dimeriza y su dominio
intracelular se activa, resultando en la fosforilacion de varios residuos de tirosina
del receptor que sirven como sitio de unidn para elementos de sefializacion
(Schlessinger., 2000, 2002). La activacién del dominio tirosina quinasa del EGFR
conduce a la activacién de numerosas vias de sefializacion, que incluyen la via

de Ras/Rai/MEK/MAPK, PI3K, Fosfolipasa C-y, y STAT (Imagen 3).
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Imagen 3. Diversidad de las vias de senalizacion activadas por el
receptor de EGF (EGFR). La unién del ligando induce la homo o
heterodimerizacion del EGFR, resultando en la fosforilacion de
residuos de tirosina de la cola citoplasmatica del EGFR y la activacion
de diferentes cascadas de sefializacion (Extraido de Singh 2005).
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El EGFR activado transduce sefiales mitogénicas principalmente a traves
de la via Ras-Raf-MEK-MAPK (Marmor y cols., 2004, Schlessinger., 2002).

La unién de EGF al EGFR induce una rapida internalizacién del receptor
mediada por clatrina, seguida generalmente de destinacion a la ruta degradativa
en lisosomas. En este sentido, la endocitosis sirve como mecanismo de
atenuacion de la sefial por regulacion negativa (down regulation). Sin embargo,
el receptor internalizado puede reciclar en grados variables dependientes del
tipo de dimero que se forma y del ligando que se une. Por esto, se considera la
endocitosis también como parte del sistema de transduccién de senales, puesto
qgue cambia el sitio celular desde donde el receptor emite las sefiales (Carpenter
y cols., 1976, Haigler y cols., 1879). El proceso de endocitosis constitfuye uno de
los mecanismos principales de regulacién de la funciéon del EGFR, determinando
la generacidon de sefiales especificas en distintos sitios celulares, asi como

también su potencia y duracion.

2.2.2 Transmodulacién del EGFR.

El EGFR no sélo es activado por unidén de ligandos especificos (Dong y
cols., 2005, Yarden y Sliwkowski., 2001). También puede ser activado por una
una variedad de estimulos fisioloégicos y no fisiologices, y sefiales indirectas

provenientes de receptores acoplados a proteina G (GPCRs) (Carpenter., 1999,
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2000, Geschwind y cols., 2001, Wetzker and Bohmer 2003). Este fendmeno se
denomina “transmodulacién o transactivacién del EGFR". El mecanismo de
transactivacion del EGFR no ha sido aclarado completamente. Se sabe que
involucra la activacién de MMP de superficie celular que liberan ligandos del
EGFR por corte proteolitico de sus precursores (Fischer y cols., 2003). Este
proceso incluye la activacion de Src, PKC y Ca®" (Tsaiy cols., 1997, Kodama y
cols., 2002). En algunos casos la activacion de Src puede fosforilar dirt-%-ctamente
el dominio citoplasmatico del EGFR (Biscardi y cols., 1999).

Evidencias recientes indican que el receptor ampliamente distribuido de
nucledtidos extracelulares P2Y, (P2Y1R) del tipo GPCRs, regula la sefial
mitogénica del EGFR (Buvinic y cols., 2007), abriendo la posibilidad de gue este

sistema participe en la transmodulacion del EGFR en diversos tejidos.

2.3 Células troncales, progenitores celulares del SNC y su nicho.

Las células madre o froncales (SC) del SNC (NSCs) son células
progenitoras que poseen la capacidad de auto replicarse indefinidamente
(capacidad de “self renewal’) y diferenciarse hacia los tres tipos celulares
principaies del SNC: neuronas, astrocitos y oligodendrocitos (lo que en Ia
literatura se define como muitipotencialidad). Las NSCs han sido aisladas de
diferentes regiones del SNC embricnario y del sistema nervioso periférico (SNP).

También se han aislado de dos regiones neurogénicas del sistema nervioso
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adulto, el giro dentado del hipocampo y la zona subventricular (svz) de la pared
del ventriculo lateral, asi como también de algunas regiones no neurogénicas,
tales como la médula espinal dorsal (McKay., 1997, Gage 2000) (Imagen 4).

Existen diferentes clases de SC dependiendo de donde se obtienen y de su
potencial de diferenciacion (fmagen 5). Las NSCs pueden derivar de células
mas primitivas (SC totipotentes) con capacidad de generar NSCs y SC de otros
tejidos (Pevny y cols., 2003).

Una SC totipotente es aquella que puede dar origen a todos los fipos
celulares en un organismo particular. En mamiferos, séio el oocito fertilizado y
las blastémeras en estadio de clivaje temprano (hasta 8 células) son realmente
totipotentes. Una SC pluripotente es aquella que puede originar todos los tipos
celulares de un organismo, exceptuando las células germinales, o todos los tipos
celulares del embrion, exceptuando el tejido extraembrionario (linaje
trofoectodérmico). Dentro de la categoria de células pluripotentes se encuentran
las células troncales embrionarias (ES cells), que se pueden aislar del macizo
celular interno de un blastocisto. Estas células actualmente son utilizadas para
crear animales fransgénicos y para una amplia variedad de aplicaciones clinicas
y comerciales. Muchas SC se encuentran en la categoria de SC multipotentes,
caracterizadas asi porque pueden dar crigen a mas de un tipo alternativo, pero
restringido a un mismo linaje. La supervivencia, proliferacién y diferenciaciéon de

las SC parecen ser reguladas tanto por mecanismos intrinsecos (célula-auténo-
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mo) como por sefiales del ambiente (Watt y cols., 2000; Morrison y cols., 1997).
Entre los reguladores intrinsecos se encuentran proteinas involucradas en la
division celular asimétrica, factores nucleares que regulan la expresion de
determinados genes y modificaciones epigenéticas. In vivo, las sefiales externas
que controlan el destino de las SC colectivamente constituyen el entorno celular
o nicho donde residen estas células (Li y cols., 2005, Fuchs y cols., 2004).En
estos nichos se mantiene un balance entre la quiescencia celular, la auto-
replicacion (“self renewal”) y el compromiso hacia un determinado linaje en las
SC residentes. Las sefiales presentes en los nichos incluyen una amplia
variedad de factores secretados, interacciones célula-céiula mediadas por
proteinas de membrana y de matriz extracelular. Los NPCs linaje restringido
derivan de NSCs multipotenciales (Mayer-Proschel y cols., 1997). Se ha
sugerido que sefiales extrinsecas que actiian instructivamente para promover la
diferenciacion de NSCs a neuronas o tipos especificos de glia, son también
responsables de la generacion de NPCs linaje restringido. Sin embargo, hasta el
momento no esta claro si la generacion de tipos especificos de células
diferenciadas normalmente involucra intermediarios linaje restringido, o puede
ocurrir directamente a partir de las NSCs.

Las NSCs aisladas del SNC también se distinguen por su capacidad
para dividirse y formar “neurocesferas” (nsp) “in vitro”. Las nsp son agregados
multicelulares formados por NSCs, NPCs comprometidos hacia un determinado

linaje y células diferenciadas. (Imagen 8). Cuando se cultivan neuroesferas, se
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Imagen 4. Localizacion de las células troncales neurales (NSCs).
Principales regiones del Sistema Nervioso embrionario y adulto de las cuales
han sido aisladas las NSCs (Adaptado de Temple 2001).

18




define: la proliferacion, como la habilidad para generar una colonia clon flotante
en respuesta a un factor de crecimiento; la multipotencialidad, como la habilidad
para generar tres principales linajes de células neuronales (neuronas, astrocitos
y oligodendrocitos) y la auto-renovaciéon, como la capacidad para generar
colonias secundarias.

Este ambiente celular provee un nicho capaz de sostener un pequefio
nimero de SC (Garcion y cols., 2004). Mediante analisis clonales realizados a
partir de nsp disociadas hasta el nivel de célula tnica, se ha demostrado que
solamente un pequefio porcentaje (3-4%) de células dentro de la nsp son
verdaderas SC (Gritti y cols., 1999, Tropepe y cols., 1999).

Las nsp proliferan en presencia de mitdgenos tales como FGF2 y EGF,
mientras que en ausencia de estos factores se diferencian a neuronas, astrocitos

y oligodendrocitos (Reynolds y cols., 1992, 1996).

2.3.1 El linaje de las células madre o troncales del SNC (NSCs).

Investigaciones recientes sugieren que existen mudltiples clases de SC
durante el desarrollo del SNC embrionario temprano y en el organismo aduito. Al
menos un tipo celular residente en la svz y otras células presentes en ofras
regiones del cerebro, tales como células de la glia radial (GR) y astrocitos,

pueden ser SC (Pevny y cols., 2003).
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Imagen 5. Clases de células troncales (SC) definidas por sus potenciales
fenotipicos y mitéticos. Las SC son representadas en jerarquia comenzando
con las células mas primitivas y multipotentes y progresando hacia células mas
restringidas en su capacidad de diferenciacion a diferentes linajes. Las
restricciones de destino en cada paso y los ejemplos del origen tisular se
describen en este esquema (Adaptado de Gage 2000).
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Histéricamente se pensaba que las neuronas y la glia del SNC de los
vertebrados se originaban a partir de dos poblaciones separadas de NPCs
gliales y neuronales, producidas por las células neuroepiteliales (NE) en el tubo
neural temprano. Esta teoria se basa en la idea que la neurogénesis y la
gliogénesis ocurren durante periodos diferentes del desarrollo embrionario y
que la neurogénesis cesa perinatalmente.

Por otra parte, también se ha propuesto un modelo en el cual las células
NE producen o se transforman en GR y estas células se dividen en forma
asimétrica para producir neuronas, glia y quizas ofros tipos celulares. Las
células de la GR aparecen durante el desarrollo embrionario temprano, se
ubican a nivel de la zona ventricular (vz) y poseen largos procesos que
contactan con la superficie pial, sirviendo de guia para los neuroblastos que
migran hacia sus destinos finales. Una vez que finaliza la neurogénesis las
células de la GR se diferencian a astrocitos (Schmechel y cols., 1979, Voigt.,
1989). Se ha postulado también, que la GR posiblemente son las SC que forman
nsp (Conti y cols., 2003).

Las células de la GR comparien miuiltiples caracteristicas con las células
NE. En el tubo neural primitivo, las células NE contactan con el ventriculo lateral
y la superficie pial. A medida que avanza el desarrollo, la pared del tubo neural
se vuelve mas fina y las células NE se transforman en GR, manteniendo el

contacto con el ventriculo y Ia superficie pial. Ambos tipos celulares expresan
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nestina, (una proteina de filamentos intermedios que es caracteristica de células
nerviosas indiferenciadas) durante el desarrollo cortical (Lendahl y cols., 1990,
Mckay., 1997).

Actualmente se sabe que las NSCs persisten en la capa subgranular
(SGL) del giro dentado del hipocampo (Kaplan y cols., 1984, Gage y cols.,
1998) y la svz de ventriculo lateral (Garcia-Verdugo y cols., 1998) dos regiones
neurogénicas descritas en cerebro adulto. A diferencia de la SGL, la
composicién celular y arquitectura de la svz ha sido descrita (Doetsch y cols.,
1997) (Imagen 6).

En el adulto, las NSCs presentes en la svz expresan [a proteina acidica
fibrilar glial (GFAP) marcador del linaje astrocitico y comparten varias
caracteristicas con las células NE del tubo neural embrionario tales como la
expresion de nestina y presencia de un cilio que contacta con el lumen del
ventriculo lateral.

De acuerdo con los antecedentes mencionados, actualmente se ha
propuesto que las NSCs estarian contenidas dentro del linaje glial y
dependiendo del estadic del desarrcllo las células dentro de este linaje
presentarian caracteristicas de NE, GR o astrocitos {Imagen 7). Si bien éstas
celulas presentan morfologia diferente y pueden expresar distintos marcadores,
todas comparten alguna caracteristica como la presencia de un tnico cilio o la

expresion de nestina (Alvarez-Buylla y cols., 2001).
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Imagen 6. Organizacion y tipos celulares de la zona subventricular (svz) en el
raton adulto. Esquema frontal de un cerebro de raton adulto mostrando la svz
(naranja) adyacente al ventriculo lateral (VL) y los tipos celulares de la svz. Células
ependimales multiciliadas (E, gris). Cadenas de neuroblastos (A, rojo), que migran por
los tuneles gliales formados por astrocitos de la svz (B, azul). Células de division
rapida: transit amplifying cells (C, verde). Los astrocitos de la svz (GFAP+) son células
troncales (stem cell) y dan origen a neuroblastos (GFAP-/DIx2+/PSA-NCAM+) via
células C (GFAP-/DIx2+/PSA-NCAM-) (Adaptado de Doetsch 2003).
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De acuerdo al modelo actual propuesto, durante el desarrollo las NSCs
transitan desde células NE hacia GR y astrocitos. Si bien éstas SC no son
precisamente equivalentes las mismas pueden continuar autoreplicandose y
generando multiples tipos celulares (Doetsch., 2003). Sin embargo, hasta el
momento no se conocen las consecuencias funcionales de este cambio en la

identidad de las SC.

2.3.2 Marcadores moleculares.

El estudio de la biologia de las NSCs se encuentra obstaculizado debido a
la ausencia de marcadores definidos para NSC y NPCs. Sin la posibilidad de
identificar éstas células resulta muy dificll entender cémo se generan los
diferentes tipos celulares que componen el SNC. El uso de marcadores
moleculares es importante porque permite distinguir no solamente células
diferenciadas si no también NSCs y NPCs. Una proteina que es utilizada
cominmente como marcador en el estudio de las NSCs es nestina. Sin
embargo debido a que nestina es expresada por otros tipos celulares tales como
NPCs de astrocitos, astrocitos reactivos y células musculares, ho puede ser
utilizada como Unico criterio para determinar si una célula en particular es una
NSCs. Sox2 pertenece a la familia de factores de transcripciéon Sox expresados

tempranamente por NPCs en SNC; en la actualidad existe un consenso para uti-
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Multipotencialidad

SC Glia Radial SVZ. SGL \D

Neuropitelial Astrocitos

Imagen 7. Modelo del linaje de las células madre (SC) desde la
embriogénesis al adulto. Las SC estan contenidas dentro del linaje
neuroepitelial-glia radial-astrocito. La glia radial da origen a neuronas (rojo) y
sirve como guia para la migracion de las mismas. Los astrocitos de la SVZ y la
SGL (azul) son SC en el cerebro adulto y dan origen a neuronas via un
progenitor intermediario (verde.) La multipotencialidad de las SC disminuye con
el tiempo debido al progresivo silenciamiento génico (Adaptado de Doetsch
2003).
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izar esta proteina como marcador de células troncales del sistema nervioso
(Gubbay y cols., 1990, Laudety cols., 1993, Koopman., 1999, Sasai., 2001).
Actualmente muchos laboratorios han comenzado a hacer analisis a gran
escala utilizando una combinacién de diferentes metodologias tales como
microarray y substraccion de DNAc que permiten identificar genes expresados
diferencialmente por NSCs y NPCs, los cuales pueden ser estudiados
posteriormente como marcadores potenciales (Cheng y cols., 2005). Debido a la
falta de marcadores definitivos, las SC han sido caracterizadas en base a un
criterio funcional. Por sobre una variedad de técnicas inicialmente utilizadas, el
ensayo de nsp se ha convertido en una herramienta para aislar y entender la
biologia de la SC embrionarias y adultas del SNC (Imagen 8) (Reynolds y col.,

1992,1996, Marshall y col., 2007).

2.4 Formaci6n de la corteza cerebral.

La corteza cerebral se origina a partir de la region mas rostral del tubo
neural embrionario, el prosencéfalo, que da origen al telencéfalo y diencéfalo. El
telencéfalo a nivel dorsal originara la neocorteza cerebral asi como el hipocampo
y el bulbo olfativo, en tanto a nivel ventral, formara una serie de ganglios
basales. Inicialmente la corteza estd compuesta por [a vz y la primer capa

neuronal que aparece durante la histogénesis cortical es la preplaca, que se for-
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ma por encima de la vz, subsecuentemente, entre lavz y la preplaca se forma la
svz. Durante la neurogénesis, las neuronas migran radialmente desde las zonas
proliferativas a la preplaca dividiendo esta estructura en una capa superficial
denominada zona marginal (MZ) y una capa mas profunda, la subplaca (SP).
Finalmente entre la MZ y la SP se forma la placa cortical (CP) (Imagen 9).

La CP aumenta de tamafio a medida que las nuevas neuronas generadas
migran progresivamente hacia las capas mas superficiales, dando origen
finalmente a la corteza cerebral formada por seis capas. La posicién de las
neuronas dentro de cada ldmina depende del momento en que salen de la mito-
sis. A media que transcurre [a neurogenésis, la vz se vuelve cada vez mas
pequefa, siendo reemplazada al final de la neurogénesis por una fina capa de
células ependimales que tapizan el ventriculo lateral. La svz persiste durante la
embriogénesis tardia y desaparece post natalmente en muchas regiones
corticales, excepto a lo largo de la pared lateral del ventriculo lateral, donde

persiste y continta proveyendo neuronas al bulbo olfatorio en el cerebro adulto.

2.4.1 Neurogénesis cortical.
En estadios tempranos del desarrollo embrionario (E8 en ratén), los NPCs
presentes en la vz se dividen simétricamente (produciendo dos NPCs en cada

divisién celular), para expandir la poblacién de células que finalmente formaran
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Imagen 8. Ensayo de neuroesferas (nsp). (a) Cuando tejidos del SNC de ratén
son cultivados en condiciones que favorecen la formacion de nsp es decir en
presencia de mitogenos EGF y/o FGF2, tanto las células troncales (stem cell
neurales (NSCs) como células progenitoras neurales (NPCs) sobreviven. (b) Luego
de la disociaciéon y siembra las NSCs y NPCs proliferan para dar origen a nsp
secundarias. (¢) Cuando las células se siembran a densidad clonal (ensayo clonal)
aproximadamente el 2,4% de las células generan nuevas nsp. (d) Cuando nsp
derivadas de ensayos clonales son disociadas mecanicamente a celula unica y
sembradas en un pocillo (una célula por pocillo) cada célula puede generar
alrededor de 50 nsp secundarias (Adaptado de Reynolds y cols., 2005).
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la neocorteza. Los NPCs de la vz pueden dar origen a cuatro poblaciones
celulares: GR, SC de la cresta neural, neuronas y células de la svz.

A medida que progresa el desarrollo, inicialmente ocurre una fase
neurogénica debido a divisiones celulares simétricas (Imagen 10, A), la
diferenciacién temprana de neuronas y glia radial da origen a la MZ. Dentro de
la MZ las neuronas migran cuando salen de la vz.

En estadios medios de la embriogénesis (E13.5) los NPCs presentes en
la vz proliferan para dar origen a una segunda capa proliferativa, la svz, la cual
comienza a aumentar de tamario y finalmente es la Unica zona proliferativa que
persiste en el cerebro adulto Durante esta etapa del desarrollo, termina la fase
neurogénica para dar comienzo a la fase gliogénica.

Cada una de las zonas proliferativas que dan origen a la neocorteza,
contiene NPCs linaje restringido y NSCs multipotenciales; sin embargo, en
estadios tempranos del desarrollo, cuando mas neuronas son generadas, los
NPCs restringidos al linaje neuronal son enconirados predominantemente en la
vz, mientras que en estadios tardios de desarrollo, cuando comienza a
generarse mas progenie glial, los progenitores celulares restringidos a este
inaje, se encuentran predominantemente en la svz. Una excepcién la constituye
la porcién anterior de la svz, que contiene una subpoblacién distinta de NPCs,
que normalmente migra al bulbo olfatorio y genera neuronas, atn cuando son

expuestas a sefiales que promueven el desarrollo glial (Khun y cols., 1997).
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Imagen 9. Histogénesis de la corteza cerebral. Diagrama
esquematico representando la aparicién y tamafio relativo de las
estructuras corticales entre el dia embrionario E12 y E22 en rata. La
preplaca (PP, amarillo) se origina a partir de la zona ventricular (VZ,
azul) entre el dia embrionario E13 y E14. La zona subventricular
(SVZ, azul oscuro) se origina entre la VZ y la PP después de E14.
Luego de E16, las neuronas de la placa cortical migran hacia la PP
y dividen esta estructura en una capa superficial, la zona marginal
(MZ) y una capa mas profunda, la subplaca (SP), entre estas capas
se ubica la placa cortical (CP, verde). Elementos de la zona
intermedia (IZ, celeste) invaden la corteza cerebral en E16. El
asterisco indica los estadios embrionarios en los que la SVZ y la IZ
se entremezclan en la misma capa. Las capas corticales |-Vl y la
materia blanca (WM), se muestran en el margen derecho del
esquema. Dia postnatal 0 (P0) (Extraido de Kriegstein y cols.,
2006).
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La secuencia temporal observada durante el desarrollo embrionario,
puede ser recapitulada in vifro utilizando el cultivo de nsp como modelo de

estudio (Imagen 10,B).

2.4.2 Dos poblaciones de NSCs durante la embriogénesis.

Como ya sefialamos, las células de la vz se diferencian secuencialmente
en neuronas Y luego en glia, sugiriendo que las capacidades neurogénicas y
gliogénicas cambian intrinsecamente en el tiempo. Ademas, las células aisladas
en estadios tempranos del desarrollo se diferencian a neuronas mientras que
aquellas aisladas en estadios tardios dan origen a glia, esta respuesta
diferencial puede reflejar la exposicion de estas células a sefiales del ambiente o
entorno celular que comprometen su destino antes de la diseccion (Qian y cols.,
2000).

Las NSCs de la vz y la svz pueden distinguirse en base a su respuesta a
factores de crecimiento y en los tipos celulares que generan in vivo (Tabla 1), las
principales diferencias entre estas poblaciones parece ser su respuesta a
mitégenos, (las NSCs de la vz responden a FGF2 mientras que las de la svz
proliferan en respuesta EGF), expresion de marcadores posicionales y los
subtipos de neuronas que ellas generan. Sin embargo, ambas poblaciones
expresan nestina, poseen la capacidad de formar neuroesferas y no expresan

marcadores caracteristicos de células diferenciadas (Pevny y cols., 2003).
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cell en el SNC. (A). Estudios de

eventos del desarrollo in vivo y el comportamiento de las SC derivadas del cerebro
anterior in vitro permitieron dilucidar el concepto: como cambian las SC en el tiempo.
Las células neuroepiteliales tempranas son columnares y se adhieren al ventriculo y a
la superficie pial durante el ciclo celular. En estadios medios de la embriogénesis las
neuronas migran desde la zona ventricular (vz) para dar origen a una segunda capa
proliferativa, la zona subventricular (svz), durante este proceso la glia radial continta
en contacto con el ventriculo y la superficie pial, esto sirve de guia a las neuronas en
migracién. En etapa postnatal la glia radial se transforma en astrocitos y la vz
desaparece, sin embargo la svz permanece en algunas areas en adulto. En etapas
tempranas del desarrollo la SC presentes en el neuroepitelio se dividen primero
simétricamente y luego asimétricamente para dar origen a progenie diferenciada. Las
neuronas son producidas primero, luego del periodo neurogénico, las SC originan
progenitores gliales que proliferan en la svz. (B). La secuencia temporal en la
produccion de distintos tipos de células observada in vivo puede ser recapitulada in
vitro utilizando el cultivo de neuroesferas como modelo de estudio (Adaptado de

Temple 2001).
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Durante el desarrollo, existe un cambio en la respuesta a mitbgenos en los
NPCs. En estadios embrionarios tardios y en adulio los NPCs de la svz,
responden a EGF (Reynolds y Weiss., 1992), a diferencia de lo que ocurre en
estadios tempranos del desarrollo, en donde los NPCs de la vz, incluidas las
NSCs, responden a FGF2 pero no a EGF (Kilpatrick y Bartlett.,, 1993, 1995,
Ferri y Leviit, 1995, Ghosh y Greenberg., 1995, Gage y cols., 1995, Ferri y
cols., 1996, Johe y cols., 1996, Quian y cols., 1997, Burrows y cols., 1897,
Nakagawa y cols., 1996, Hitoshi y cols., 2002 ).

La adquisicién de una respuesta mitética a EGF, esta asociada con la
apariciobn de una subpoblacion de NPCs que expresan un numero
relativamente elevado de receptores para el factor de crecimiento epidérmico
(EGFRs) (Burrows y cols., 1997, Kornblum y cols., 1997).

La heterogeneidad en los niveles de expresion de EGFRs, ha sido
observada en NPCs en diferentes estadios de maduracién tanto en retina
como en cerebro anterior. Los NPCs tempranos expresan bajos niveles de
EGFRs, a diferencia de lo observado en progenitores celulares tardios.
Ademas, estudios realizados en NPCs mullipotenciales en retina han
mostrado que el ndmero/densidad de EGFRs, expresado por los NPCs,
aumenta durante el desarrollo embrionario, y que los niveles del receptor son
limitantes para la proliferacién y/o diferenciacion, dependiende del estadio
embrionario en el que se encuentran los NPCs (Lillien y cols., 1995, Lillien y

Wancio., 1998).
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Tabla 1. Diferencias entre las NSCs derivadas de la vz y de la svz.

1A

Propiedades NSCs de lavz NSCs de la svz
Expresion de receptor de EGF Bajo o no detectable Alto, esencial para aislarlas
Dependencia de citoquinas FGF2 para proliferar EGF para proliferar
Presencia de un tnico cllio Ausente Presente en una subpoblacion

Respuesta a neurotransmisores Glutamato, estimula la Glutamato, inhibe la proliferacién

proliferacién

Expresion de GFAP Ausente Define una poblacién de N3Cs in
vivo

Tipo de neuronas generadas Neurcnas de proyeccidn Primariamente interneurcnas

Diferenciacion a cresta neural Demostrado in vivo e in Vifro No se conoce

Marcadores posicionales Difieren entre lavz y lasvz Difieren entre lavz y la svz

En neocorteza, tanto in vivo como in vitro, se ha descrito que se requiere
de la expresién de un nivel umbral de EGFR para que los NPCs respondan a la
estimulacién, ya sea proliferando como células muitipotenciales o
desarrollandose hacia el linaje glial. La ocurrencia de una u otra respuesta
depende del umbral de estimulacion de los EGFR,

Parece posible, entonces, que los cambios en la expresion de EGFRs
que ocurren en los NPCs durante el desarrollo regulen los umbrales de
estimulacion y ayuden a determinar como las células interpretan determinadas

sefales en diferentes tiempos.
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2.5 EGF y el desarrollo del linaje astrocitico.

Como se menciond anteriormente, durante estadios tardios del desarrollo

embrionario se produce un cambio en la especificacién de tipos celulares desde
neurogénicos a gliogénicos, debido a la adquisicion de diferencias en los NPCs
reguladas tanto por mecanismos intrinsecos como extrinsecos.
Algunas de estas sefales acttan instructivamente para alterar el potencial de los
NPCs. Por ejemplo, la aparicién de NPCs restringidos al linaje oligodendrocitico
en la médula espinal dorsal ventral tempranamente ha sido reportado que
depende de Shh (Orentas y cols., 1996, Pringle y cols., 1996).

Otras sefiales instructivas reguladas temporalmente que promueven el
desarrollo de astrocitos han sido identificadas, entre ellas se encuentran: factor
inhibidor de leuguemia (LIF), factor neurotréfico ciliar (CNTF), BMPs y la familia
de ligandos de EGF (Gross y cols., 1996, Johe y cols., 1996, Burrrow y cols.,
1997). Estas sefiales pueden actuar restringiendo la competencia de los NPCs,
antes de especificar el tipo celular y regulando selectivamente el nimero de
subpoblaciones de NPCs, promoviendo su proliferacion o supervivencia.

El desarrollo de los astrocitos es regulado por cambios en la expresion de
ligandos que promueven su desarrollo (Lillien y cols., 1988, Stockli y cols., 1991)
y cambios en la competencia de los progenitores celulares para responder a

estos ligandos de manera especifica (Mehler y cols., 2000, Molne y cols., 2000).
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La competencia de los NPCs para interpretar estas sefales como
inductoras de astrocitos coincide con el aumenio de EGFRs en estadios tardios
del desarrollo embrionario. Varias lineas de evidencia implican a los EGFRs en
la generacion de astrocitos. Por ejemplo, ratones ko para EGFR, presentan un
desarrollo anormal de astrocitos (Kornblum y cols., 1998) y la sobre-expresion
de EGFRs en estadios tempranos del desarrollo promueve el desarrolic de
astrocitos prematuramente {(Burrows y cols., 1997).

Viti y cols (2003), investigaron la posible relacion entre el aumento de
EGFRs y la adquisicién de competencia para interpretar sefiales inductoras de
asfrocitos en NPCs corticales. Ellos demostraron que un aumento en el nimero
de EGFRs en NPCs corticales tempranos, confiere competencia prematura para
responder anticipadamente a sefiales inductoras de astrocitos. Estos datos
indican que quizas, un aumento en el nimero de EGFRs, podria ser uno de los
mecanismos moleculares involucrados en la adquisicidn de competencia para
responder a senales que, a su vez, promueven el desarrollo de astrocitos.

Cabe recordar que las diferencias enire los progenitores celulares son
reguladas también por mecanismos intrinsecos. Un tipo de mecanismo celular
intrinseco para generar diferencias entre los NPCs, que ha sido observado tanto
en vertebrados como en invertebrados, involucra la herencia asimétrica de
factores intrinsecos, denominados deferminantes celulares asiméfricos que

controlan el destino de los NPCs (Hammerle y cols., 2002).
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Dos buenos ejemplos de tales determinantes son Numb y Prospero. Numb, se
localiza asimétricamente en NPCs en la division del sistema nervioso de
Drosophila, y se requiere para la especificacion de células nerviosas (Uemura y
cols,, 1998, Rhyu y cols., 1994, Knoblich y cols., 1995, Spana y cols., 1995).
Prospero se expresa durante las divisiones celulares asimétricas de precursores
neuronales en Drosophila, y es segregado a las células hijas (Hirata y cols.,
1995; Knoblich y cols., 1995; Spana y Doe., 1995).

A su vez, ha sido clonado y caracterizado el gen Minibrain (Mnb) en
Drosophila, el cual codifica una proteina quinasa involucrada en proliferaciéon
celular (Tejedor y cals., 1995). Genes homdlogos a Mnb han sido clonados en
vertebrados, y son denominados Dyrk1A (Kentrup y cols., 1996; Guimera y cols.,
1996; Shindoh cols., 1996). Los mutantes Mnb presentan un tamaro reducido
de regiones definidas del cerebro como resultado de un defecto en la
neurogenesis (Tejedor y cols., 1995). Por Gltimo, el RNAmM de Mnb se localiza
asimétricamente durante la mitosis de NPCs en proliferacién y se postula que
actia como determinante celular asimétrico en la transicion de los NPCs desde
proliferacién a divisiones neurogénicas (Hammerle y cols., 2002). Ademas,
evidencias recientes demuestran que Dyrk71A puede ser distribuido
asimétricamente durante la mitosis de los NSCs en adulto y modular tanto la
distribucién como los niveles de EGFR (Ferrén y cols, datos no publicados).

Por lo tanto, parece probable que durante el desarrollo embrionario, una

compleja interaccién entre sefiales extrinsecas y mecanismos intrinsecos pueda




generar diferencias entre los NPCs, especificando distintas subpoblaciones de

NPCs, con potenciales restringidos hacia un linaje celular determinado.

2.6 Cross-talk entre Shh y EGF?

La transduccion de sefiales celulares sirve para coordinar la gran cantidad
de estimulos extracelulares y convertir este evento en una respuesta celular, la
comunicacion o “cross-talk” constiiuye un mecanismo de seifializacion
generalizado capaz de diversificar y combinar diferentes vias de transduccién de
sefiales. Un componente clave en este mecanismo son los receptores de
superficie celular que transducen sefiales extracelulares al interior de la célula.

EI EGFR parece ser un factor importante tanto para la proliferacién como
para la diferenciacién de los NPCs. La activacion del EGFR promueve la
estimulacién de diferentes vias de sefializacion rio abajo tales como Ras-MAPK
y fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3-K) responsables del crecimiento y muerte
celular.

Datos previos de nuestro laboratorio demuestran que, durante la
embriogénesis tardia, el desarrollo del cerebro dorsal y en particular la
proliferacién de los NPCs es regulada por Shh en cooperacién con la via de
EGF. Ademas, mediante analisis de RT-PCR realizados en neocorteza
proveniente de embriones de ratén control y embriones tratados con ciclopamina

(inhibidor de Ia via de Shh) demostramos que en presencia de esta droga los ni-
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veles de expresion de EGFR disminuyen in vifro e in vivo (Palma y Ruiz i
Altaba., 2004).

Hasta el momento se sabe que la expresion enddogena de EGFR es
regulada por PKC y por el EGFR mismo (Bjorge and Kudlow., 1987, Bjorge y
cols., 1989, Earp y cols., 1988). Recientemente se ha descrito que P2Y{R
aumenta la expresion de EGFR, un fenédmeno nunca antes descrito para otro
GPCR (Buvinic y cols., 2007).

Por ofra parte, ha sido reportado que en células epidermales la
sefializacién mediada por EGFR modula la expresiéon de genes blanco de Gli
(Kasper y cols., 2008). Ademas, Shh regula la sefalizacién de EGF en
queratinocitos (Bigelow y cols., 2005). Todas estas evidencias sugieren una
posible interaccion entre Shh y la via de EGF. Resulta interesante estudiar si
Shh modula la expresién y funcién del EGFR en el contexto del desarrollo del
SNC.

De acuerdo a los antecedentes anteriormente mencionados, planteamos

la siguiente hipotesis.
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3. HIPOTESIS.

En el cerebro dorsal anterior de ratén, la via de sefializacién Shh-Gli
induce a una subpoblacion de progenitores celulares a proliferar en respuesta a
EGF, al modular la expresion de receptores para EGF. Esta capacidad de
responder a EGF, esta dada en un grupo de precursores celulares que forman

parte de un linaje glial.

3.1 OBJETIVO GENERAL

Investigar si en cerebro dorsal anterior de ratén, las vias de sefializacién de
Shh-Gli y de EGF interactian, generando cambios en la expresidn de receptores

para EGF espacial y temporalmente regulados.

3.1.1 Objetivos Especificos

1- Evaluar si, en la neocorteza, Shh produce cambios en la expresion
de receptores para EGF en células progenitoras y determinar si
estos cambios se relacionan con la conducta proliferativa de estas

células.
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2- Determinar si los posibles cambios en la expresion de receptores
para EGF se relacionan con el destino que las células progenitoras

adquieren durante la embriogénesis tardia.
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4. MATERIALES Y METODOS.

4.1 MATERIALES.

4.1.1. Material biolégico.

Como modelo experimental se utilizaron embriones de ratén (Mus
musculus) de cepas C57 BL/6 y Balb C en diferentes etapas de desarrollo
embrionario (E18.5, considerando el dia post coito como E=0.5). Hembras en
edad fértil se cruzaron con machos de fertilidad comprobada. A la mafiana
siguiente, se verificd la copula mediante la presencia del tapdn vaginal,

asignandolo como el dia del desarrollo embrionario E= 0.5.

4.1.2. Reactivos quimicos y de cultivo celular.

Glucosa, poli-L-ornitina, azul de tripan, borato de sodio provenientes de
Sigma. De Invitrogen-GIBCO BRL Life Technologies Inc: Buffer Hepes, L-
glutamina, penicilina-estreptomicina, medio Neurobasal, DMEM/F-12, L15,
B27,N2, laminina, EGF, FGF2, marcador 180 pb (BenchMark ™ Pre-Stained
Protein Ladder). Provenientes de MERCK: sales comunes, reactivos analiticos,
acidos, bases y alcoholes. Ciclopamina (Toronto Research Chemicals). Tirfostina
(AG1478) (Calbiochem). Sonic Hedgehog (2 fuentes: Curies concentracién de

uso 10nM y R&D Systems concentracion de uso 3ug/ml, equivalente aproxima-
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damente a 25 nM), se utilizé este ligando provenientes de diferentes compaiifas,
debido a que el Shh de R&D Systems carece de una modificacion lipidica en el
extremo amino terminal y por ende posee una actividad bioldgica menor, por
esta razon es recomendado usarlo a una concentracion mas elevada. Papaina,
desoxiribonucleasa (Dnasa), Inhibidor de papaina, &cido ovomucoide
provenientes de Worthington Biochemical Corp. Mito C (BD Biosciences).
Microesferas de agarosa embebidas en BSA o Shh (Affigel-Blue, Bio-Rad),
gentimente proporcionado por el Dr Rolf Karlstrom (University of
Massachusetts). Kit para deteccién de muerte celular “/n sifu cell death Detection
Kit, POD” (Roche Applied Science). Reactivo de quimioluminiscencia Western
Lighting Chemiluminescence Reagent Plus (Perkin Elmer). Placas para cultivo
celular (NUNC). De Millipore insertos de membrana de policarbonato vy
membranas de PVDF. Inhibidor de metaloproteasas GM6001, donado
gentilmente por el Dr Alfonso Gonzalez (Pontificia Universidad Catélica de

Chile).

4.1.3. Anticuerpos.

Anticuerpo  monoclonal anti-Marcador Oligodendrocitico IgM  (04) y
policlonal antj-Sox2 (marcador de células troncales) provenientes de Chemicon.
Anticuerpo policlonal anti- Proteina Acida Fibrilar Glial IgG goat (GFAP),
monoclonal anti-B Tubulina Il IgG2b mouse (Tuj1), monoclonal anti- Proteina
Acida Fibrilar Glial IgG1 mouse conjugado a Cy3 fueron adquiridos de Sigma.

Anticuerpo monoclonal anti-BrdU IgG1 mouse (Dako). Anticuerpo policlonal anti-
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Receptor de EGF 1gG goat (EGFR) (Upstate). Anticuerpo policlonal anti-Gli1
(Santa Cruz). Anticuerpo policlonal anti Caspasa-3 (Cell Signaling). Anticuerpo
policlonal anti- receptor de EGF (EGFR) (Western Blot), donado gentilmente por
el Dr Alfonso Gonzalez (Pontificia Universidad Catélica de Chile).

Los siguientes anticuerpos secundarios fueron utilizados: anti-mouse y
anti-rabbit ambos conjugados a HRP (Jackson ImmunoResearch). Anti-rabbit
IgG y anti-mouse IgG conjugados a fluoresceina (FITC), provenientes de
Jackson ImmunoResearch. Anti-rabbit 1gG y anti-mouse IgG ambos
conjugados a Rodamina (TRITC), provenientes de Jackson ImmunoResearch.
Anti-goat IgG conjugado a Rodamina (TRITC) y anti-mouse IgM Alexa Fluoc 488,
provenientes de Molecular Probe. Anti-goat IgM' conjugado a Cy2 , de Upstate.

Anticuerpos monoclonales anti-actina y tubulina, de Sigma.

4.2 METODOS.

4.2.1 Cultivo de Neuroesferas (nsp).

Cuando se aislan las NSCs y son mantenidas en cultivo en ausencia de
un substrato que facilite adhesién se convierten en nsp. Las nsp mantienen una
poblacién homogénea de NSCs que se auto-renuevan en respuesta a factores
de crecimiento. Los cultivos de nsp se prepararon segun el protocolo descrito por
Doetsch y col (2002) con algunas modificaciones. Se colectaron embriones de

raton en estadio embrionario E18.5 y se colocaron en medio L15 (Invitrogen).




Las nsp se obtuvieron a partir de explantes de corteza parietal del
embrién de ratén. Las meninges se extrajeron en forma mecanica. El tejido
resultante se incub6 durante 20 min a 37° C, con agitacion suave en medio de
disociacion de tejido [1,1 mM EDTA (Sigma), 5,5 mM L-cisteina/HCI (Sigma),
penicilina/estreptomicina 1000 Unidades/ ml (Invitrogen)] conteniendo 0,3% piv
Papaina (Worthington Biochemical Corp) en buffer fosfato salino (PBS).
Posteriormente, se adicions 0,007% p/v acido ovomucoide y 0.1% p/v de Dnasa
(Worthington Biochemical Corp) y el tejido se disocié mecanicamente con pipeta
Pasteur hasta obtener una suspensién de células unica.

E! nimero total de células viables se determiné por tinciéon con azul de
tripan (Sigma) mediante recuento en camara de Neubauer.

El cultivo de nsp se inici6 sembrando las células en medio para nsp
[Medio Neurobasal (Invitrogen), conteniendo N2, 2 mM L- glutamina, 0,6 % p/v
glucosa, 0,02 mg/ml insulina, antibidéticos y 15 mM HEPES (Invitrogen)]
suplementado con 10 ng/mi de EGF (Factor de crecimiento epidérmico
recombinante humano, Invitrogen). Los cultivos se mantuvieron entre 5y 7 dias
en un incubador humidificado a 37° C y 5% de CO,. Se comenzd con cultivo
primario de células, el cual se mantuvo en medio para nsp cortical {medios de
cultivo) en presencia de EGF 10 ng/mL en una botella de 75 cm? Al cabo de 5 a
7 dias, cuando las nsp alcanzaron el tamaric adecuado, se llevd a cabo el

denominado “Pasaje” de nsp.
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Para llevar a cabo el Pasaje nsp se colectaron las células y luego se
centrifugaron a 800 rpm por 5 minutos. El sedimento se resuspendié en PBS
tibio y las células se centrifugaron nuevamente, mediante este proceso se
eliminaron las células muertas. Finalmente, las células se resuspendieron en 1
ml de medio para nsp y se determiné el nimero total de células. Se sembraron
alrededor de 4000 células por cm? Solamente, se utilizaron cultivos entre pasaje

1y5.

4.2.2. Cultivo de lineas celulares.

Se trabaj6é con células C3H10T1/2 y células Hela donadas gentilmente
por el Dr Juan Larrain y por el Dr Alfonso Gonzalez (Pontificia Universidad
Catdlica de Chile). Las células fueron cuitivadas en medio DMEM-F12 mas 10%
de suero fetal bovino. Los cultivos se mantuvieron 37°C en un incubador

humidificado y 5% de CO..

4.2.3. Explantes de tejido.

Se prepararon explantes de tejido, obtenidos de la region parietal de la
neocorteza de ratones en diferentes etapas del desarrollo embrionaric (E15.5 y
E18.5).

LLuego de remover las meninges, los explantes se colocaron con la zona
ventricular hacia abajo sobre filtros flotantes (Falcon™ cell culture inserts), en

medio libre de suero (CMSF) [DMEN-F12 (Invitrogen), conteniendo Mito C (BD
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Biosciences), N2, B27, 200 mM L-glutamina y antibidticos (Invitrogen)].
Posteriormente, se adiciond al medio de cultivo diferentes faciores de
crecimiento, como Shh (3ug/ml), EGF (10ng/ml), FGF (10ng/ml), o ciclopamina
(10uM} y los explantes se incubaron durantes dos dias a 37° C y 5% de CO;.

Explantes con Microesferas: Los explantes se prepararon como se
mencioné anteriormente; en este caso se usaron microesferas de Heparina
(Sigma 80 pm), para la aplicacion exdgena de proteinas. Las microesferas
fueron embebidas en una solucidon con BSA (control) o proteina recombinante
humana Shh (1ug/ml) por una hora a temperatura ambiente antes de ser
utilizadas.

Las microesferas fueron colocadas en la region dorsal de los explantes y
los mismos se incubaron durante dos dias sobre filtros flotantes (Falcon™ cell
cuiture inserts), en medio libre de suero (CMSF). Tres horas antes de su
fijacion, se dio un pulso de BrdU (20 pg/ml). Posteriormente, los explantes fueron
filados en paraformaldehido al 4% y procesados para hibridacién in situ,

inmunofluorescencia o Western Blot.

4.2.4. Ensayos de proliferacién y diferenciacién celular.

Luego de realizado el primer Pasaje de las nsp, las células fueron
sembradas para experimentos de diferenciacién o proliferacién. Para los
experimentos de diferenciacién se sembraron 600.000 células y se incubaron en

presencia de diferentes estimulos (por €j. Shh 10 nM, Ciclopamina 10 uM)
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deprivadas de factores de crecimiento en una placa de 60mm de diametro con
11 cubreobjetos de vidrio de 13 mm de diametfro tratados previamente con
poliornitina/laminina para permitir adhesion de las células. Se cultivaron durante
9 a7 dias y luego se fijaron en frio con PFA al 4%. Para experimentos de
proliferacion se sembraron 80000 células frente a diferentes estimulos en
presencia de factor de crecimiento EGF durante 7 dias.

Los tejidos y cultivos celulares fueron tratados con BrdU (20 ug/ml y
10ung/ml, respectivamente) durante 1 a 3 horas; posteriormente, fueron fijados
por 20 min a 4°C con paraformaldehido al 4%, seguido por un tratamiento con
2N HCI por 30 min (tejido) y 15 min (células) a 37°C y posterior neutralizacién
con 0,1 M pH 8.5 Borato de Sodio por 10 min a temperatura ambiente, antes de

realizar la inmunofluorescencia con anticuerpo anti BrdU.

4.2.5. Inmunofiuorescencia.

Las células fueron fijadas con paraformaldehido al 4%, durante 10 min.
Posteriormente se realizaron tres lavados de 10 min con PBS y se permeabilizd
con PBS-Tritdn al 0,1 % por 5 min. El bloqueo se realizé con PBS-Suero al 10%,
por 1 hora. Pasado ese tiempo, las células fueron incubadas con los respectivos
anticuerpos primarios durante toda la noche, a 4°C en camara htiimeda. Al dia
siguiente se realizaron tres lavados de 10 min. con PBS-Triton al 0,1 % vy las
células fueron incubadas durante 1 hora con los anticuerpos secundarios

correspondientes acoplados a TRITC o a FITC. Finalmente, los nulcleos
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celulares fueron tefiidos con Dapi y el analisis posterior se llevé a cabo utilizando
técnicas de microscopia confocal (LSM 510, Zeiss) y fluorescencia (Axiovert 200,

Zeiss).

4.2.6. RT-PCR.

El RNA se extrajo a partir de explantes de corteza parietal utilizando
“Trizol Reagent” seguin instrucciones del fabricante. El cDNA se sintetizé a partir
de 1pg de RNA utilizando Transcriptasa Reversa SuperScript (GIBCO BRL).

Las variaciones en la expresion de los genes se analizaron utilizando
cantidades iguales de muestra normalizadas segln los niveles de expresion de
Hprt. Las condiciones de la reaccién de PCR fueron: 94°C, 3 min; , 94°C, 1 min; ,

57°C 1 min; 72°C, 1 min, 94°C, 7 min.

Las secuencias de los partidores (Forward= F, Reverse= R) utilizados se

describen a continuacion:

Gli1 - F-8-GCTGCCTATAGCCAGTGTC-3'
R-5’-GAAGCAGGTGCAAAGCCAG-3’

Shh - F-5-TCTGTGATGAACCAGTGGCC-3
R-5-GCCACGGAGTTCTCTGCTTT-3

Egfr- F-5'-CTGCTGCCACAACCAATGATGTGC-3
R-5’- GGCCACTGGCAGGATGTGAAGGTC-3

Hprt - F-5-CCTGCTGGATTACATTAAAGCACTG-3'
R-5’-GTCAAGGGCATATCCAACAACAAAC-3’
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Los productos de PCR fueron resuelios en un gel de agarosa al 2%.

4.2.7. Hibridacion in situ.

Se utiliz6 el protocolo descrito por Dahmane y cols (2001) con algunas
modificaciones. A partir de secciones en criostato de ~20 um de espesor de
cerebro dorsal se analiz6 la expresion de los diferentes genes utilizando las
correspondientes sondas de RNA antisentido marcadas con digoxigenina.

También se realiz esta técnica en explantes completos para el gen gii7.

4.2.8. Electroforesis en geles SDS- poliacrilamida y andlisis por
Western blot (WB).

Explantes de tejido y cultivo de neuroesferas fueron homogeneizados en
solucién tampdn RIPA: (Tris-HCI 50 mM pH: 7,5; NaCl 150 mM; NP-40 al 1%,
deoxicolato de sodio al 0,5 %; SDS al 0.1%: PMSF 100 ng/ml ; Aprotinina 2
ug/mi ; Leupeptina 2 ug/ml; Pepstatinal ug/m! ; Ortovanadato de sodio 1 mM :
fluoruro de sodio10 mM ) durante 30 min. en hielo.

Los homogeneizados fueron centrifugados a 15.000g, 30 min. a 4°C. Las
proteinas contenidas en el sobrenadante fueron determinadas por el método de
BioRad y una curva estandar con albimina de suero bovino (BSA).

Las proteinas se separaron mediante electroforesis SDS-PAGE en geles
al 10% y 125 % de acuerdo al tamafio de la protefna en estudio y

posteriormente se transfiieron a una de membrana de PVDF activada
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previamente con metanol. Las membranas se bloquearon por una hora con
leche descremada al 5% p/v.

Los blots fueron incubados toda la noche con los respectivos anticuerpos
primarios a 4°C, y por una hora con los anticuerpos secundarios conjugados a
peroxidasa de rabano (HRP) a temperatura ambiente.

La visualizacién de los complejos antigeno-anticuerpo en las membranas,

se realizé utilizando procedimientos de quimioluminiscencia (Perkin Elmer).

4.2.9. Analisis Estadistico.

Para el caso de las comparaciones entre un estado y otro, se llevo a cabo
un analisis de t-Student, utilizando el programa Microsoft Excel 2000 (9.0.2520).

Los valores de p de los analisis estadisticos aparecen en las figuras. Se
consideraron diferencias significativas partiendo de valores de p=0,05., las
cuales se graficaron con un asterisco para p<0.05; dos asteriscos p<0.01 y tres

asteriscos p<0,005).
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5. RESULTADOS.

Para abordar los objetivos planteados en el presente trabajo nuestro
disefio experimental se bas6 en la utilizacion de cultivos de neuroesferas
(nsp) y explantes de tejido obtenidos a partir de cerebro dorsal de embriones
de raton como modelos de estudio. Aspectos relacionados con proliferacion y
diferenciacion celular, asi como también analisis de expresion de EGFRSs,
fueron estudiados en cultivo de nps. Como se mencioné en la introduccion el
uso de esta metodologia es ampliamente aceptada en el estudic de NPCs.
Una de las principales ventajas en su utilizacién es que permite contar con un
sistema in vifro en el que las hipétesis experimentales pueden ser ensayadas
multiples veces.

Por ofro lado los explantes de tejido poseen la ventaja de mantener el
“microambiente celular” y las interacciones célula-célula que ocurren
normalmente durante el desarrollo.

Para la realizacion de algunos protocolos experimentales se utilizaron
las lineas celulares C3H10T1/2 y Hela:

Las células C3H10T1/2 de fibroblastos de ratén expresan todos los
componentes de la via de sefializacién de Shh y por ende, se consideran una

linea celular modelo para el estudio de la cascada Shh/Gli, razén por la cual se

usaron en este trabajo como un modelo alternativo.




Las células Hela derivadas de adenocarcinoma cérvico epitelial, en
tanto, se consideran una linea celular tipo para estudiar la via de EGF, debido
a que las mismas expresan una gran cantidad de EGFR, se utilizaron en este
trabajo como control positivo experimental

La exposicién de los resuitados llevara un orden logico de acuerdo a los

objetivos planteados.

5.1 OBJETIVO 1.

5.1.1 Efecto de Shh sobre Ia proliferacién en explantes corticales
E18.5.

Como se menciond en la introduccion, datos recientes de la literatura
avalan que Shh actia como mitdgeno sobre NPCs de la neocorteza. De
acuerdo a este antecedente, inicialmente analizamos el efecto mitogénico de
Shh en explantes de corteza parietal de ratones en estadios tardios del
desarrollo embrionarioc (E18.5). En estos explantes se implantaron
microesferas embebidas con BSA (Control) o Shh (3ug/ml). Posteriormente en
un area alrededor de la microesfera, se cuantifico el nimero de células BrdU+
obteniéndose una mayor proliferacion de los NPCs en respuesta al ligando
(Figura 1).

Como control interno de actividad de la via de Shh, realizamos
hibridacién in situ para gli1 (uno de los genes blanco considerado “read out” de

la via Shh-Gli) en estos explantes, observandose una aumento en la expresion
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de gli1 alrededor de la microesfera embebida con Shh. Dado que la via de
Shh regula la proliferacion de NPCs en forma dependiente de concentracion en
cooperacion con EGF (Palma y Ruiz i Altaba, 2004), investigamos a
continuacion si el gradiente de Shh se correlacionaba con un gradiente en Ia
expresion de EGFR. Sin embargo, no fuimos capaces de detectar la expresion
de EGFR mediante inmunofiurescencia debido a problemas técnicos
(probablemente problemas de accesibilidad de anticuerpo o saturacién de
explante debido a elevadas concentraciones de Shh).

Una caracteristica distintiva de los NPCs es la expresion del marcador
de linaje neural Sox2, que es usado actualmente para identificar NPCs y NSCs
tanto en el sistema nervioso adulto, como durante el desarrollo embrionario.
Resulta importante destacar que no existen marcadores exclusivos para las
NSCs y por ende, la expresién de proteinas tales como Sox2 y nestina, entre
otras, es por ahora la manera mas aceptada y para caracterizar poblaciones
celulares que tienen la habilidad de autoreplicarse (self-renew) y generar
celulas diferenciadas de mililtiples fenotipos (Doetsch y cols., 1997).

Dado estos antecedentes, analizamos la expresion de Sox2 por westemn
blot (WB) en explantes corticales tratados por 48 horas con el inhibidor (cyc)
10uM. Cyc inhibe la sefial de Shh (Incardona y cols., 1998; Cooper y cols.,
1998) debido a que actia sobre el complejo de receptores de membrana
compuesto por Ptc1-Smo, especificamente a nivel de Smo (Taipale y

cols.,2000). En la Figura 1 (1,J) se observa una disminucién significativa en la
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expresion de Sox2 en presencia del inhibidor; nétese que Ilos niveles de
proteina fueron normalizados respecto a los niveles totales de B- tubulina.

Estos hallazgos evidencian una vez mas el rol la via de sefializacién
de Shh modulando el comportamiento proliferativo de los NPCs.

Alternativamente, cultivamos explantes de corteza por 48 horas en
condiciones control o en presencia de Shh. Estos explantes recibieron un
pulso de BrdU 2 horas antes de su fijacidén. En la Figura 2 se muestra una
inmunofluorescencia en cortes de explantes de 20 um, en donde se observa
que Shh induce un aumento en la incorporacion de BrdU de los NPCs
presentes en las zonas proliferativas (vz-svz) (Figura 2 B, panel izquierdo)
comparado con el control (Figura 2 A, panel izquierdo).

Para corroborar el rol de Shh en estos resultados, la via de
sefializacién de Shh fue bloqueada mediante el tratamiento con cyc. El
tratamiento con 10 uM de cyc resulta en una disminucién en la proliferacion
celular (Figura 2 C, panel izquierdo).

Habiendo verificando Ila implicancia de Shh en el aumento en la
proliferacién celular y dado que la via de Shh regula la proliferacion de NPCs
en forma dependiente de concentracion en cooperacién con EGF (Palma y
Ruiz i Altaba, 2004), investigamos a continuacion la posible interaccion entre

ambas vias de sefializacion.
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FIGURA 1. Shh aumenta la proliferacion celular. (A) Esquema mostrando la
obtencion de explantes de corteza parietal (B,C) Inmunofluorescencia en explantes
de corteza (E18.5) con microesferas embebidas en BSA (control) o Shh (1mg/ml),
mostrando el efecto de Shh en la proliferacién celular. (D,E) se muestran las
fotografias de contraste de fase indicando la posicién de la microesfera en el
explante. Hibridacién in situ para Gli1 (gen blanco de la via de Shh-Gli) en
explantes con microesferas control (F) y Shh (G) mostrando una expansién en la
expresion de Gli1 alrededor de la microesfera. (H) Grafica representativa de tres
experimentos independientes mostrando el porcentaje de células BrdU+ en un area
determinada alrededor de la microesfera. Los valores son expresados como + SD
(n=3), ***p < 0.005. (I) WB mostrando la expresion de Sox2 en explantes de corteza
tratados por 48 horas con con cyc 10 uM. (J) Analisis densitométrico mostrando que
el tratamiento con cyc induce una disminucién significativa en la expresion de Sox2.
((n=3), *p < 0.05).
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Para ello, procedimos a analizar la expresién de EGFR en explantes
neocorticales. En presencia de Shh observamos mas células EGFR+ (Figura 2
B, panel derecho), mientras que cyc (Figura 2 C, panel derecho) induce una
disminucién comparado con el control (Figura 2 A, panel derecho).

Mediante analisis por RT-PCR del RNA aislado de explantes tratados
con Shh o cyc versus control, determinamos que Shh induce un aumento tanto
en la expresién del RNAm de egfr como en la expresion de gli1, comparado
con la condicion control.

Estos resultados confirman el rol mitogénico descrito para Shh e indican
que existiria una relacién entre la expresion de EGFR vy la via de sefAalizacion

de Shh.

5.1.2 Efecto de ciclopamina en neurosferas corticales E18.5.

Con el fin de determinar la relacién entre proliferacién inducida por Shh
y expresion de EGFR, analizamos el efecto de c¢yc mediante
inmunofluorescencia doble con anticuerpos anti-BrdU y anti-EGFR sobre la
proliferacion celular en cultivos de nsp corticales. Observamos que el inhibidor
induce una disminucién significativa en el nimero de células BrdU+ (Figura
3C, 3D) comparado con el control (Figura 3A, B) Esta disminucion en la
proliferacion observada en presencia de cyc podria deberse a un aumento en
la muerte celular, por io que realizamos un ensayo Tunel (utilizando un kit

comercial que detecta muerte celular por apoptosis) en nuestros cultivos y
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encontramos que no existen diferencias significativas en el ntimero de células
apoptéticas al comparar cultivos control o en presencia de cyc.
Posteriormente, analizamos si esta disminucién en la proliferacidn
observada en presencia del inhibidor se correlaciona con la expresién de
EGFR, y verificamos que coincidentemente con la  disminucion en Ia
proliferacion de los NPCs se observan menos células EGFR+ (Figura 3C, 3D).
Estos datos en combinacién con los resultados obtenidos en explantes
no sélo nos permitieron corroborar el rol de Shh como mitégeno ya descrito,
si no que también nos muestran que la disminucion en la expresién de EGFR
+ observada en presencia de cyc sugiere que EGFR es un blanco clave para el

efecto modulador que ejerce la via de Shh sobre la proliferacion de los NPCs.

5.1.3 Inhibicion de la via de sefializacién de EGF en cultivo de nsp
corticales E18.5.
Como se menciond en un principio, en estadios tardios del desarrollo

embrionario las nsp responden a EGF como mitégeno.

Para indagar respecto a la relacién entre las vias de EGF y Shh
manifestada a través de la regulacién de la expresion de EGFR se trataron cul-
tivos de nsp con el inhibidor de EGFR, Tirfostina (AG1478). AG1478 se une
selectivamente al bolsillo de unién a ATP del EGFR inhibiendo su habilidad
para autofosforilarse (Bigelow y cols., 2005).

Las nsp fueron disociadas y cultivadas durante 48 horas en EGF

(10ng/ml), posteriormente se deprivaron del factor de crecimiento durante 12
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horas y se trataron por 5 horas con AG1478 (3nM), cyc (10uM) o AG1478 mas
cyc. En todas las condiciones experimentales las células se incubaron con
BrdU (Tug/mi) y EGF (10ng/ml) durante las 5 horas de tratamiento con los
inhibidores (Figura 4A).

Posteriormente, las células fueron fijadas y la proliferacion celular se
determind mediante inmunoflucrescencia con anticuerpo anti-BrdU. La Figura
4C muestra que cyc disminuye el porcentaje de celulas BrdU+ en un 20%
mientras que AG1478 disminuye la proliferacién en un 50% respecto al control
(Figura 4D, B). Interesantemente, en presencia de ambos inhibidores la
proliferacién celular es tan solo de un 10% (Figura 4E) de la observada en el
control.

Estos datos sugieren que ambas vias modulan la proliferacion de los
NPCs. Cyc inhibe la proliferacion celular inducida por EGF, es decir actlia
sobre el efecto proliferativo ejercido por EGF, sugiriendo que posiblemente

existe una interaccion entre ambas cascadas de sefializacion.

5.2 Shh modula Ia expresion de EGFR.
Con el objetivo de determinar si el efecto en la proliferacién celular

inducido por Shh podria ser mediado via cambios en la expresion de EGFR
analizamos la expresidon de EGFR por WB tanto en explantes de tejido como
en cultivo de nsp.

Inicialmente analizamos el efecto de cyc en la expresion de EGFR en

cultivo de nsp corticales E18.5 (Figura 5A), encontrando que a las 24 horas
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(Figura 5B) el fratamiento con cyc 10 uM se observa una tendencia en la
disminucion de la expresion de EGFR, esta disminucién en la expresién de
EGFR es estadisticamente significativa a las 48 horas de tratamiento (Figura
5C). La Figura 6C,E muestra el efecto de cyc en explantes corticales E18.5,
en donde se observa una disminucién en la expresién de EGFR cuando lo
comparamos con [a situacioén control.

Tal como se aprecia en la Figura 6 (B,D) el tratamiento con Shh 10 nM
en tanto provoca un aumento estadisticamente significativo en la expresién de
EGFR comparado con el control. Como control positivo experimental se analizd
el efecto de ofros factores de crecimiento previamente descritos por Lilien y
cols (2000), que regulan la expresion de EGFR, tales como EGF.

Dado que tanto en explantes de corteza parietal como en cultivo de nsp
observamos una regulacion en la expresion de EGFR mediada por Shh, a con-
tinuacion, también evaluamos el efecto de la via de sefializacion de Shh-Gli
en [a linea celular C3H10T1/2.

En este disefio experimental evaluamos dos concentraciones de cyc.,
luego de la exposicion a cyc 5y 10 uM o Shh 10 nM por 48 horas analizamos
la expresién de EGFR mediante RT-PCR (Figura 7 A) y WB (Figura 7 B)
observando el mismo efecto encontrado en cultivo de nsp y explantes

corticales.
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Figura 2. Shh modula la proliferacion celular de los NPCs de la vz/svz. Localizacion de
células BrdU+ y EGFR+ en la vz/svz de explantes corticales de ratones en estadio
embrionario E18.5 control (A) tratados con Shh 5 nM (B) o cyc 5 uM (C). Anélisis por RT -
PCR de la expresion de genes gli1 y egfr en explantes neocorticales de embriones (E18.5)
control, tratados con cyc 5 uM (E) o Shh 5 nM (F). Hprt se incluye como control de carga, los
geles mostrados en E y F son representativos de tres experimentos independientes. En D se
esquematiza una vista frontal de un cerebro de raton sefialando la posicidén del explante de
tejido y condiciones de cultivo.
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Estos hallazgos evidencian una vez mas la implicancia de Shh en la
regulacién de la expresién de EGFR y apoyan los datos obtenidos mediante
inmunofluorescencia (Figura 3), indicando que la via de sedalizacion Shh-Gli
modularia la expresién de EGFR no solamente a nivel transcripcional, sino

también a nivel de proteina

5.2.1 Shh modula la actividad de la via de EGF.

Los resultados anteriormente mencionados indican que tanto la via de
sefializacidon de Shh como la de EGF modulan la proliferacién de los NPCs y
que cyc inhibe el efecto proliferativo ejercido por el ligando EGF. Por otra
parte, determinamos que la via de Shh regula la expresion de EGFR. La
activacion de EGFR la autofosforilacion del dominio TK intracelular del receptor
y este evento, a su vez, conduce a la activacién de varios blancos de la via de
EGF, uno de los cuales es la via de sefializacion de las MAPKSs.

De acuerdo con estos antecedentes, decidimos evaluar si Shh es capaz de
regular la actividad de la via de EGF, para ello analizamos niveles de EGFR y
ERK fosforilado, en extractos proteicos obtenidos a partir de explantes
corticales incubados durante 48 horas con el inhibidor cyc 10 uM, utilizando
anticuerpos que reconocen un residuo de tirosina fosforilado en la posicién
1173 (pTyr-1173) del EGFR vy la forma fosforilada de la proteina quinasa

activada por mitbgeno ERK (pERK 1,2).
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Figura 3. Efecto de cyc sobre la proliferacion de los NPCs. Expresiéon de EGFR y BrdU
(B,D) analizada mediante inmunofluorescencia doble en nsp corticales E18.5, en condiciones
control y tratadas con cyc 10 uM por 48 horas. Los ntcleos celulares fueron tefidos con DAPI
(A,C). Las flechas en D indican células BrdU+/EGFR+. Gréficas representativas de tres
experimentos independientes, representando el porcentaje de células EGFR+ (E) y BrdU+ (F).
Los valores son expresados como + SD (n=3), *p < 0.05.

63




En presencia de cyc se observa una aparente disminucién en la
fosforilacion de EGFR y en la activacion de ERK (Figura 8A). Ciertamente,
esta disminucion tanto en la fosforilacion de EGFR como en la activacion de
ERK podria ser consecuencia de una disminuciéon de la masa total de EGFR
(Figura 6).

Para descartar esta hipotesis analizamos entonces la cinética de
activacion de ERK a tiempos cortos en presencia de Shh mediante WB.

Tal como se aprecia en la Figura 8B, el estimulo con Shh permite la
activacion de la via de las Maps. Shh ejerce una maxima respuesta entre los
15 y 30 minutos de incubacién decayendo luego de 1 hora de tratamiento los
niveles de pERK. Como control positivo del experimento analizamos Ia
activacion de ERK en presencia de concentraciones saturantes de EGF
(50ng/mi).

Estos resultados permiten concluir que Shh por si s6lo es capaz de activar la
via de sefializacién de EGF, este efecto es evidenciado por los niveles de

fosforilacién de ERK a tiempos cortos.
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Figura 4. Efecto de cyc y tirfostina (AG1478) en la proliferacion celular. (A) Esquema
experimental. La inmunofluorescencia muestra que luego de 5 horas de tratamiento tanto cyc (C)
como AG1478 (D) disminuyen la proliferaciéon celular respecto al control (B). El efecto inhibitorio es
mas marcado en presencia de ambos inhibidores (E). (F) Cuantificaciéon de células BrdU+, gréfica
representativa de tres experimentos independientes ((n=3), *p < 0.03, **p < 0.01, ***p < 0.001). Los
inset en B,C,D y E denotan la tincién con DAPI de los nucleos celulares correspondientes a cada

uno de los campos mostrados.
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Figura 5. Cyc disminuye la expresion de EGFR. (A) Cultivo de nsp E18.5
generado a partir de la siembra de células disociadas obtenidas de la corteza
parietal. Analisis de expresion de EGFR por WB, en cultivo de nsp corticales control
o tratadas con cyc 10 uM por 24 (B) y 48 (C). En B y C se muestran analisis
densitométricos de los WB correspondientes. Los valores son expresados como la
media £ SD (n=3), *p < 0.05.
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5.2.2 La proliferacion celular inducida por Shh requiere de Ia
transactivacién de EGFR.

Existen evidencias recientes que indican que el EGFR puede ser frans-
activado via receptores acoplados a proteina G (GPCRs). Shh actua a través
de un complejo receptor de membrana Pic-Smo, e interesantemente, Smo
pertenece a la familia de GPCRs. Es posible plantear entonces la hipétesis
gue la activacion de ERK a tiempos cortos observada en presencia de Shh
podria indicar una transactivacion de EGFR a través de via de Shh. Por otro
lado, ha sido determinado que al menos para los GPCRs el mecanismo de
transactivacion de EGFR involucra actividad de MMP que causan la liberacion
de ligandos de EGFR desde la superficie celular.

Debido a que la activacidn de EGFR via estimulo de GPCRs es
sensible a inhibidores de MMP (Prenzel y cols., 1999) analizamos el efecto del
inhibidor de MMP GM6001 en la activacion de la via de EGF inducida por Shh.

Mediante un ensayo de proliferacién celular demostramos que tanto
GM6001 (Figura 9B) como AG1478 (Figura 9C), inducen diferencias
estadisticamente significativas en la proliferacion celular inducida
exclusivamente por la liberacién de ligandos de la superficie celular mediada
por MMP y sugieren que las MMP son mediadoras de la trans-activacion de la

sefal de EGFR inducida por Shh.
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Figura 6. Shh aumenta la expresiéon de EGFR. (A) Esquema mostrando la obtencion
de explantes de corteza parietal de ratén (E18.5). En B y C se muestra andlisis de
expresién por WB de EGFR en explantes control y estimulados con FGF (10 ng/ml),
EFG (10 ng/ml), Shh 10 nM (B) o cyc 10 uM (C) por 48 horas. Las graficasen Dy E
representan el andlisis por densitometria de tres experimentos independientes, las
diferencias fueron analizadas mediante test de student (n=3), * p < 0.05).
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Figura 7. Shh regula la expresion de EGFR en células C3H10T1/2. (A) Contraste de
fase de un cultivo de células C3H10T1/2. (C) Andlisis por RT — PCR de la expresién de

genes gli1 y egfr en células C3H10T1/2 control y tratadas por 48 horas con cyc 5 uM,

cyc 10 uM o Shh 10 nM, Hprt se indica como control de carga. (B) WB mostrando la
expresion de EGFR.
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5.3Objetivo 2.

5.3.1. EGFR y destino celular.

Durante estadios tardios del desarrollo embrionario se produce un
cambio en la especificacion de tipos celulares desde neurogénicos a
gliogénicos en la neocorteza, debido a cambios en la competencia celular de
los NPCs, regulados tanto por mecanismos inirinsecos como extrinsecos.

La competencia de los NPCs para interpretar sefiales inductoras de
astrocitos coincide con el aumento en la expresion de EGFRs en estadios
tardios del desarrollo embrionario y existen diversas evidencias en la literatura
que implican a los EGFRs en la generacion de astrocitos. EGFR regula la
habilidad de los NPCs de interpretar sefales que promueven la diferenciacion
a astrocitos (Viti y cols., 2003). _

De acuerdo con estos antecedentes en la segunda parte de este frabajo
de tesis evaluamos si la modulacion en la expresién del EGFR mediada por la
via de Shh-Gli se relaciona con el destino de los NPCs. Para ello preparamos
e>\<piantes y cultivo de nsp de corteza parietal como se describid en la seccion
de materiales y métodos y posteriormente, se realizaron ensayos de diferen-
ciacion celular analizando la expresion de diferentes marcadores de

diferenciacion celular tales como GFAP (marcador del linaje astrocitico), Blll-

tubulina {marcador del linaje neuronal) y O4 (marcador de oligodendrocitos).
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Figura 8. Shh modula la actividad de la via de EGF. {A) Analisis por WB en
explantes de corteza parietal, mostrando que el tratamiento con cyc 10 uM disminuye
la fosforilacion de EGFR (EGFR-Y) y pERK 1,2. (B) Extractos proteicos de nsp
corticales E18.5 incubados con Shh por los tiempos indicados fueron resueltos
mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida. Como control positivo se analizo la
activacion de ERK (pERK 1,2) en presencia de concentraciones saturantes de EGF.
(C) Grafica representativa de tres experimentos independientes (n=3),* p < 0.05.
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Figura 9. Shh induce transactivacion de EGFR. Ensayo de proliferacion celular
mostrando que tanto el inhibidor de metaloproteasas, GM6001 (B) como el inhibidor
del EGFR, AG1487 (C) inducen una disminucién en el porcentaje de células BrdU+
comparado con el control (A). (D) Grafica representativa de tres experimentos
independientes mostrando el porcentaje de células BrdU+. Las diferencias son
indicadas por valores de p determinados mediante test de student (**p < 0.01, *p <
0.03).
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5.3.2 Estudio de la participacion de la via Shh-GIi en la determinacion
del linaje astrocitico.

Con el objetivo de determinar si la exposicidn a Shh ejerce alguin efecto
en la gliogénesis, inicialmente analizamos mediante WB la expresién de GFAP
en explantes de tejido cultivados durante 48 horas con Shh.

La Figura 10D muestra la expresion de GFAP en explantes control y
tratados con Shh. Los niveles totales de proteina fueron normalizados
respecto los niveles de actina. El analisis densitométrico (Figura 10E) reveld
un aumento en la expresion de GFAP de aproximadamente un 30% el cual
fue significativamente diferente a la condicién control.

Adicionalmente, la Figura 10 muestra imagenes representativas de un
ensayo de diferenciacion realizado en cultivo de nsp E18.5. Nsp de pasaje 1
fueron sembradas y cultivadas sobre una matriz de poliornitina/laminina e
incubadas durante 5 a 7 dias en presencia (Figura 10A) o ausencia (Figura
10B) de Shh,

Posteriormente, las células fueron fijadas y sometidas a
inmunofiuorescencia con anticuerpo anti GFAP para determinar el nimero de
astrocitos. El analisis cuantitativo revela que Shh induce un aumento de
aproximadamente un 50% en el nimero de astrocitos respecto al control

(Figura 10 C).
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5.3.3 Efecto de ciclopamina sobre la expresion de GFAP.

Los resultados mencionados anteriormente sugieren que la via de Shh
estaria implicada en la regulacion de la expresion de GFAP, quisimos estudiar
entonces el efecto de cyc en nuestros cultivos.

En la Figura 11 se observa que cyc induce una disminucidn significativa
en el numero de astrocitos (Figura 11B), comparado con el control (Figura
11A), El gréfico en la Figura 11H revela una disminucién de
aproximadamente un 50% en la expresion de GFAP determinada por WB
(Figura 11G) en explantes tratados durante 48 horas con cyc 10 uM.

Al mismo tiempo resulta importante destacar que no se observaron
cambios significativos en el indice de muerie celular evaluado a través de la
tincién con anticuerpo anti caspasa-3 (Figura 11C,D).

Estudios anteriores asocian a EGFR con el cambio de especificacion
desde neurogénesis a gliogénesis (Burrows y cols., 1997), lo que nos motivé a
analizar medianie citometiria de flujo la expresion de GFAP y EGFR en
explantes expuestos a cyc 10 uM. El tratamiento con el inhibidor induce una
disminucién en la expresidon de ambas proteinas (Figura 12) luego de 48
horas de incubacion. Como control positivo del experimento se analizd la
expresion de EGFR mediante WB a partir de extractos proteicos obtenidos del

mismo pull de explantes utilizados para el andlisis de citometria de flujo.
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Estos hallazgos confirman los resultados obtenidos anteriormente
mediante inmunofluorescencia y muestran que la via de Shh-Gli estaria
involucrada en la regulacién del ndmero de astrocitos. Con el objetivo de
determinar si Shh ejerce algan efecto sobre ofros marcadores de linaje neural,
se realizaron a continuacion ensayos de diferenciacion celular en cultive de
nsp E18.5, posteriormente las células fueron fijadas y sometidas a
inmunofluorescencia con anticuerpos BllI- tubulina y O4. Las Figuras 13 y 14
revelan que tanto en condiciones de pérdida como ganancia de funcion de
Shh, no existen diferencias significativas ya que el porcentaje de neuronas y
oligodendrocitos fueron comparables al confrol en ambas condiciones

experimentales.
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Figura 10. Shh aumenta la expresion de GFAP. Ensayo de diferenciacién celular
en nsp corticales E18.5 mostrando la expresion de GFAP. La inmunofluorescencia
revela que Shh (B) induce un aumento en el nimero de astrocitos respecto al
control (A), los nucleos celulares fueron tefiidos con DAPI. (C) Cuantificacién del
porcentaje de células GFAP+, los asteriscos indican diferencias significativas (*p <
00.5) en el porcentaje de células DAPI/GFAP+. (D) Extractos proteicos obtenidos a
partir de explantes de corteza incubados en presencia o ausencia de Shh (3 ug/ml)
durante 48 horas fueron resueltos en un gel de poliacrilamida al 10% vy
posteriormente se analiz6 la expresion de GFAP por WB (E) Analisis
densitométrico mostrando que el tratamiento con Shh induce un aumento
significativo en la expresion de GFAP. ((n=3),*p < 0.05).
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Figura 11. Efecto de cyc sobre la expresion de GFAP. Nsp corticales E18.5 fueron
sembradas en ausencia de factores de crecimiento para favorecer su diferenciaciéon. La
inmunofluorescencia revela que cyc diminuye el nimero de astrocitos (comparar B con A).
(E) Cuantificacion del porcentaje de células GFAP+. Los asteriscos indican diferencias
significativas (*p < 0.05) en el porcentaje de células DAPI/GFAP+. Luego de 48 horas en
cultivo se determind indice de muerte celular mediante inmunotincién con anticuerpo anti
caspasa-3 (C,D) en (F) se muestra que no se observan diferencias significativas en el indice
de muerte celular. (G) Andlisis de expresion de GFAP por WB en extractos proteicos
obtenidos de explantes de corteza incubados durante 48 horas en ausencia o presencia de
cyc 10 uM. (H) Densitometria del WB mostrado en G, las diferencias son sustentadas por
valores de p: *p < 0.05.
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Figura 12. Cyc disminuye la expresién de GFAP y EGFR. (A) Explantes de
corteza parietal E18.5 fueron cultivados durante 48 horas en presencia o
ausencia de cyc 10 uM sobre membranas de policarbonato en medio definido
libre de suero. (C) Detecciéon de la expresion de EGFR y GFAP mediante
citometria de flujo mostrando que cyc diminuye la expresién de ambas
proteinas. Esta disminucién en la expresion de EGFR fue confirmanda por WB
(B) realizado a partir de extractos proteicos obtenidos del mismo pull de
explantes utilizado para el analisis por citometria de flujo mostrado en (C).
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Figura 13. La via de sefalizacion de Shh no induce cambios en el nimero de
neuronas. Nsp corticales E.18.5 fueron cultivadas durante 5 dias en ausencia de
factores de crecimiento en presencia (B) o ausencia (A) de Shh. Posteriormente se
realizé una inmunofluorescencia con anticuepo anti- BllI- tubulina (Tuj1+). (C) Grafica
representativa de tres experimentos independientes (n=3), mostrando que no existen
diferencias significativas en el porcentaje de células TUJ1+ entre las condiciones A y
B. (D,E) WB mostrando la expresion de Tuj1 en explantes control y tratados con cyc
10 uM o Shh (3 ug/ml) durante 48 horas. (F) El anélisis por densitometria de los WB
mostrados en D y E revela que no existen diferencias significativas en la expresién

de Tujt.
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Figura 14. La via de seiializacion de Shh no induce cambios en el nimero de
oligodendrocitos. Nsp corticales E.18.5 fueron cultivadas durante 5 dias en
ausencia de factores de crecimiento en presencia (D,E,F) o ausencia (A,B,C) de
Shh. Posteriormente se realizé una inmunofluorescencia con anticuepo anti-O4+
(O4+). (G) Gréfica representativa de tres experimentos independientes (n=3),
mostrando que no existen diferencias significativas en el porcentaje de células Q4+

entre ambas condiciones experimentales
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6. DISCUSION.

Las vias de sefializacién de Shh y EGF cumplen un papel fundamental en
“patterning” y proliferacién celular tanto en vertebrados como en invertebrados.
Como se menciond anteriormente, Shh regula el niimero de células neocorticales
con propiedades de células troncales (SC) y controla la proliferacién de NPCs en
forma dependiente de su concentracion en cooperacién con EGF. Concentraciones
elevadas de EGF, no inducen eficientemente cultivos de nsp a partir de NPCs
obtenidos de ratones nulos para Shh, lo que indica que Shh acttia sobre células
que responden a EGF (Paima y Ruiz i Altaba, 2004). Para evidenciar el papel
mitogenico de Shh en nsp se necesitan concentraciones minimas de este factor de
crecimiento en el medio de cultivo de nsp. Esto se correlaciona con datos previos de
nuestro laboratorio que indican que la via de sefalizacién de Shh modula la
expresion del mensajero de egfr “in vitro" e “in vivo” (Palma y Ruiz i Altaba, 2004).
Sin embargo, a la fecha alun no estd claro como interacttan ambas vias de
senalizacion.

El presente trabajo de tesis doctoral tuvo el propésito de aportar nuevas
evidencias que ayuden a esclarecer el mecanismo a través del cual ocurre la

interaccion entre las vias de sefializacién de Shh y EGF.
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6.1 Shh, EGF y proliferacién celular en la formacién del cerebro dorsal.

La comunicacién entre las células dentro del campo del desarrollo, ocurre a
través de [a liberacion de ligandos especificos producidos por determinadas células y
requiere de la presencia de receptores de membrana. Las vias de transduccién de
sefales asociadas se conocen con gran detalle, uno de los aspectos que queda por
dilucidar se refiere a los mecanismos de interaccion entre ellas en relacién a procesos
especificos, tales como proliferacion y diferenciacién celular. Tales interacciones
pueden ocurrir entre vias de sefializacién que acttian secuencialmente o en paralelo.
En el primer caso, la sefial recibida por una célula a través de una via de sefalizacion
acliva o inhibe la sefial de una via rio abajo. En el caso de vias de sefalizacion
paralelas las mismas interactitan en forma directa o convergen a nivel de una
proteina clave en la transduccion de la sefial.

El EGF es un potente mitégeno al cual responden los NPCs en estadios mas
tardios del desarrollo de la neocorteza (a partir de E14.5). Cyc contrarresta el efecto
proliferativo ejercido por EGF de manera similar a lo que ocurre en ratones nulos
para Shh. Por si sélo, Shh no es capaz de iniciar un cultivo de nsp, indicando que Shh
es necesario pero no suficiente para mantener la proliferacion celular en NPCs,

Mediante ensayos de proliferacion celular en nsp demostramos que tanto cyc
como AG1478 disminuyen el efecto proliferativo de EGF (Figura 4). Sin embargo, la
combinacion de ambos inhibidores resulta en un efecto inhibitorio mayor que la

presencia de cada uno de ellos por separado. Por lo tanto, Shh podria actuar como
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un cofactor regulando la proliferaciéon de los NPCs a través de una interaccion con la
funcién del EGFR, aunque no podemos descartar un efecto mediado sélo a través de
la via de Shh.

En estudios realizados en Droshopila melanogaster se ha demostrado una
interaccion directa entre las vias de Hh y EGF. Durante el desarrollo de la cabeza, Hh
y vein (vn), que codifica el ligando DER, el homdlogo del EGFR en droshopila
(Schnepp y cols., 1996), se expresan en dominios adyacentes. Experimentos de
pérdida y ganancia de funcién demuestran que Hh estimula la expresidn de vn, a
través del dominio carboxilo terminal del efector transcripcional ci. Por ofra parte,
wingless (wg) reprime la expresion de vn limitando el dominio de sefalizaciéon de
EGFR (Aim y cols., 1999). Ademas, Hh es fransportado a través de los axones
retinales e induce a los precursores post-sinapticos a expresar DER, los cuales se
vuelven competentes para diferenciarse a neuronas (Huang y cols., 1998).

Estos antecedentes nos llevaron a investigar la modulacién de la expresion de
EGFR mediada por Shh. Encontramos que el mitégeno no solamente regula la
expresion del RNAm de egfr, como habia sido reportado (Palma y Ruiz | Altaba,
2004), sino que ésta regulacion también se ve reflejada a nivel de proteina (Figuras 5
y 6). Esta modulacién en la expresion de EGFR mediada por Shh no solamente fue
observada en NPCs corticales. Los datos recopilados en cuanto al papel de Shh en el
desarrollo del cerebro medio dorsal (tectum) de ratén, asi como experimentos
realizados en la linea celular de fibroblastos de ratén C3H10T1/2 (Figura 7), permiten

concluir que la via Shh-Gli tiene un papel central en modular la expresién del EGFR.
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Mas aun, nuestros resultados sugieren que la via de sefalizacion de Shh por si sola

es capaz de activar la via de EGF que conduce a la activaciéon de ERK (Figura 8).

Sin embargo, no descartamos que Shh pueda activar ERK a través de un mecanismo

independiente de EGFR,

Durante el desarrollo de la tesis han aparecido algunas publicaciones que validan

y complementan de manera importante nuestros resultados realizados en el cerebro
embrionario en el contexto de la embriogénesis. En el desarrollo y mantencion de la
epidermis (en particular las células troncales epiteliales, los queratinocitos), se mostré
que la desregulacion conjunta de las vias de EGF y Shh conduce al desarrollo de
carcinoma de células basales (BCC). Ademas, describen que la via de EGF puede
modificar la expresidon de genes blanco de Gli1 (efector principal de la via de Shh en
mamiferos), cruciales para la progresién del ciclo celular, incluyendo ciclina D1, un
blanco directo de la via de Shh-Gii (Kasper y cols., 2006). En el estudio los autores
demostraron que en queratinocitos humanos:

* EGF modifica la acti\fidad transcripcional de gii1, potenciando la expresion de sélo
algunos genes bIanéo de Gli1, la expresion de Pafched? (receptor de Shh) y de
otros genes que se s!abe son blancos directos de Gli1 no se vio afectada por EGF.

* Gli1 regula la proliferacién de queratinocitos humanos, por un mecanismo
dependiente de la aci;tivacién de la sefal de EGFR.

* La activacién de la sefial de EGFR es esencial para la progresion a través del
ciclo celular inducida por Gli1, lo que indica que la accién combinada de ambas

vias (EGF y Shh), promueve la proliferacion de queratinocitos mediante la

induccién cooperativa de genes de progresioén del ciclo celular.
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Por ofra parte, en una linea celular de queratinocitos (HaCaT) que
sobreexpresa Shh, se demostré que Shh induce un aumento en la fosforilacion de
EGFR llevando al desarrollo de carcinoma de células basales (BCC) (Bigelow y cols.,
2005). En tanto, en células parietales gastricas caninas ha sido determinado que EGF
regula la expresion vy liberacién de Shh (resultado que aparentemente no se observa
en el cerebro dorsal en desarrollo, datos no mostrados). Ademas, en este estudio
demostraron que Shh regula la expresién del gen de la subunidad alfa de la ATPasa
H+/K+, el cual es co-regulado por EGF. La regulacién de la expresion de este gen
mediada por Shh ocurre a través de elementos respuesta a EGF (ERE), lo que indica
que esta regulaciéon ocurre por un mecanismo indirecto. Estos Gltimos datos indican
que Shh parece ser un importante mediador de la accion de EGF en el estémago
(Stepan y cols., 2005). Por dltimo, en otro estudio reciente se ha demostrado que las
vias de EGF y Shh actGian en forma sinérgica regulando la proliferacién de células
troncales en la epidermis fetal humana (Zhou y cols., 2006).

Estas evidencias sugieren que el sinergismo entre las vias de EGF y Shh que
nosotros encontramos a nivel de cerebro dorsal podria ser mas bien un fendémeno
generalizado en distintos sistemas celulares.

Mediante un andlisis in sifico del promotor del EGFR no encontramos sitios de
union putativos para las proteinas Gli (GACCACCCA), lo que indicaria que el
mecanismo de interaccidon entre ambas vias de sefializacién podria ser indirecto. Es

posible que Shh induzca la transcripcion de otras proteinas o factores de transcripcion
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responsables de la regulacion directa de la expresion de EGFR o simplemente, que las

proteinas Gli formen parte de un complejo proteico que regula Ia expresién de EGFR.

6.1.1 El efecto proliferativo de Shh en NPCs requiere de la activacién de
EGFR.

Los resultados observados en la Figura 9 demuesiran que Shh por si sdlo
es capaz de activar la via de las MAPK. Esta observacion podria ser explicada si
Shh a través de SMO, su receptor acoplado a proteina G, transactiva a EGFR enire
otras alternativas.

Un aspecto importante en la regulacién de la funcién del EGFR, es el
control de la activacion del receptor por la disponibilidad de ligando (Dong y cols.,
2005). Diferentes ligandos, ya sea como proteinas integrales de membrana o
ligandos solubles liberados de la superficie celular por MMP, pueden unirse y activar
al EGFR.

El proceso de liberacién de ligandos de la superficie celular, puede ser
regulado por elementos de sefalizacidn tales como Sre, influjo de calcio y PKC
(Goishi y cols., 1995, Geschwind y cols., 2001, lzumi y cals., 1998, Soltoff., 1998, Tsai
y cols., 1997, Zwich y cols., 1999). Esta propiedad pone al EGFR, como un elemento
de sefializacion rio abajo de una variedad de receptores de superficie celular
(Carpenter., 1999, Guerrero., 2004), principalmente de GPCRs acoplados a Gi o Gq
(Carpenter., 1999, Daub y cols., 1997, Daub y cols., 1996, Geschwind y cols., 2001,

Hackel y cols., 1999, Wetzker y Bohmer., 2003).



Abundantes evidencias sugieren que los GPCRs pueden ser reguladores
importantes del crecimiento celular y bajo ciertas circunstancias pueden actuar como
oncoproteinas (Marin y Chen., 2004, Marinissen y Gutkind., 2001, Parnot y cols.,
2002)

El efecto inhibitoric en la proliferacion celular observado en presencia de
GM6001 indica que la respuesta mitogénica de Shh requiere de la transactivacion de
EGFR y que la proliferacion celular inducida por Shh requiere de Ia actividad de MMP
(Figura 9). Posiblemente, el mecanismo involucre también, la participacién de Srcy
PKC tal como ha sido descrito en células mamarias MCF-7 (Guerrero y cols., 2004).

Los resuliados obtenidos mediante el uso de GM6001 indican que
posiblemente [a actividad de MMP constituye un elemento rio arriba en la sefial de
Shh mediada por EGFR, debido a que el inhibidor disminuye la respuesta proliferativa
de Shh. Sorprendentemente, en este estudio encontramos que la proliferacién celular
inducida por Shh no fue completamente inhibida en presencia de AG1478 (Figura 9C)
sugiriendo que Shh también  podria inducir proliferacién celular a través de un
mecanismo independiente de EGFR. Dado que los ligandos EGF y Shh inducen
proliferacion celular es posible pensar que ambas vias de sefializacion convergen en

algtin punto rio abajo de EGFR

6.2. EGFR y astrogénesis corftical.
Durante el desarrollo embrionario los NPCs de la neocorteza inicialmente
proliferan en la vz para formar luego la svz. Esta transicién coincide con el cambio en

la generacién de tipos celulares de neurogénesis a gliogénesis. Este fenémeno es




acompaniado por un incremento sustancial en la expresion de EGFR (Eagleson y cols.,
1996, Kornblum y cols., 1997),

Por otra parte, ha sido determinado que la sobreexpresion temprana de EGFR en
NPCs de la vz, los cuales expresan bajos niveles de EGFR y dan origen a neuronas
que migran a capas especificas de la CP, induce a los mismos a comportarse como
NPCs tardios de la svz que normalmente dan origen a astrocitos .

Bajo condiciones de cultivo apropiadas, la sobre-expresion de EGFR en NPCs de
la vz confiere otra propiedad caracteristica de los NPCs de la svz; es decir, Ia
capacidad de formar nsp en respuesta a EGF como mitégeno (Burrows y cols., 1997).

Estas observaciones sugieren que cambios temporales en la expresion
(numero/densidad) de EGFR en la neocorteza, pueden representar un mecanismo
general para modular el comportamiento de los NPCs durante el desarrollo. Estos
cambios en la expresion de EGFR no solo determinan si las células responden a una
sefial extracelular especifica en un tiempo determinado durante el desarrollo, si no
que también contribuyen a la especificacion de su respuestas a estas sefiales
pleiotropicas (Traverse y cols., 1994).

En la actualidad han sido identificadas varias moléculas intrinsecas que controlan
la encrucijada entre neurogénesis y gliogénesis, tales como los factores de
transcripcion PAXS, hélice-vuelta-hélice basico (bHLH), neurogenina 1 (ngn1) y
neurogenina 2 (ngn2), los cuales promueven destino neuronal e inhiben el desarrollo de
astrocitos (Sun y cols., 2001, Heins y cols., 2002). Los ngns antagonizan la accién de

los transductores y activadores de transcripcion de seiial (STATSs) (Sun y cols., 2001),
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los cuales promueven el desarrollo de astrocitos (Bonni y cols., 1997, Rajan y McKay.,
1998). Por ofra parte, entre las sefiales extrinsecas que inducen el desarrollo de
astrocitos se encuentran: factor inhibidor de leuquemia (LIF), factor neurotréfico ciliar
(CNTF), proteinas morfogénicas del hueso (BMPs) y la familia de ligandos de EGF
(Gross y cols., 1996, Johe y cols., 1996, Burrrow y cols., 1997).

La competencia de los NPCs para interpretar sefiales inductoras de astrocitos
puede ser observada aproximadamente en estadio embrionario E14.5, en el cual los
NPCs comienzan a expresar mayores niveles de EGFR.

Considerando la estrecha relacion entre la expresién de EGFR y el cambio entre
neurogenesis y gliogénesis y teniendo en cuenta que nuestros resultados anteriores
muestran que la via de sefializacion de Shh modula la expresion de EGFR
analizamos el destino de los NPCs activando o inhibiendo la via de sefalizacion de
Shh.

Nuestros resultados indican que Shh tendria un efecto especifico sobre el linaje
astrocitico en la neocorteza embrionaria murina (Figuras 10, 11 y 12) debido a que no
se cbservaron cambios en el porcentaje de neuronas y oligodendrocitos en nuestros

experimentos (Figuras 13 y 14).

6.2.1 SOX2 y astrogénesis cortical.

En el desarrollo del sistema nervioso de vertebrados, varios estudios han
mostrado que los genes de la familia SoxB1 (Sox1, Sox2 y Sox3), son co-expresados
en los neuroepitelios o futuros tejidos neurales y funcionan manteniendo un amplio
potencial en el desarrollo y la identidad de las SC neurales (Pevny y cols., 1997, Bylund

y cols., 2003, Graham y cols., 2003, Zhao y cols., 2004).
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Ratones nulos para Sox7 (Nishiguchi y cols., 1998) y Sox3 (Rizzoti y cols., 2004)
son viables y sin defectos generales en el SNC, sugiriendo una funcion redundante de
ellos, sin embargo Sox2 es expresado en SC y NPCs durante el desarrollo, incluyendo
NSC (Ferri y cols., 2004) y células gliales que se cree representan SC (Alvarez-Buylla
y cols., 2001). Por lo tanto, Sox2 estarfa involucrada en la auto-renovacion y
proliferacion de los precursores (Ferri y cols., 2004).

Los NPCs expresan Sox2, a diferencia de lo que ocurre con los neuroblastos ya
comprometidos los cuales dejan de expresar Sox2 una vez que se diferencian a
neuronas. La expresién de Sox2 se mantiene durante la gliogénesis en los NPCs gliales.
Es decir, los NPCs gliales mitéticamente activos expresan Sox2 y dicha expresion sdlo
se apaga una vez que los mismos se vuelven quiescentes. La ausencia de Sox2 en
neuronas postmitéticas y astrocitos quiescientes establece una relacién entre la
expresion de Sox2 astrogiial y el ciclo celular (Bani-yaghoub y cols., 2008).

Los resultados mostrados en la Figura 1 (I,J) demuestran que cyc disminuye la
expresion de Sox2, lo que demuestra que la via de sefializacion de Shh modula la
proliferacion de NPCs.

Por ofra parte datos recientes indican que cyc afecta la progresion del ciclo celular.
Mediante un estudio realizado por citometria de flujo, ha sido demostrado que el
tratamiento con cyc aumenta significativamente el porcentaje de células en fase G0/G1,
concomitantemente con una disminucion en el porcentaje de células en fase S y G2/M.
Estos datos sugieren que el tratamiento con el inhibidor induce arresto celular en fase

GO0/G1(Hu y cols., 2007).
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Nuestros resultados son consistentes con lo que ocurre durante el desarrollo
debido a que en el estadio del desarrollo embrionario E18.5 ocurre predominantemente
la astrogénesis en la corteza. Como se menciond anteriormente, Shh también modula la
proliferacion de los NPCs en el tectum. Mediante ensayos de diferenciacion celular en
NPCs tectales (E18.5), realizados en nuestro laboratorio, ha sido determinado que la via
de sefializacién de Shh ejerce un efecto especifico sobre la diferenciacién neuronal sin
observarse en este caso cambios significativos en la diferenciacion de astrocitos vy
oligodendrocitos (datos no publicados). Ademas, existen evidencias que indican que
durante el desarrollo postnatal temprano, la sobre-expresion de EGFR en la svz y cuerpo
calloso favorece la proliferacion de progenitores celulares de oligodendrocitos (OPCs)
(Aguirre y cols., 2007) y varios estudios indican que Shh favorece la expansion del
linaje oligedendrocitico por lo que parece probable que la interaccién entre ambas vias
de serfializacién se mantenga durante diferentes etapas del desarrollo embrionario.

Estos datos indican que durante el desarrollo de! SNC, en concordancia con un
gradiente de maduracion antero-posterior a nivel de las diferentes estructuras cerebrales,
Shh estaria presente en los nichos celulares donde residen las NSCs, modulando la
proliferacion de las mismas y por ende, regulando la aparicién de distintos tipos celulares
que predominan en un periodo determinado del desarrollo.

Por otra parte, es posible especular que la via de sefializacién de EGFR podria
promover el desarrollo de astrocitos por diferentes mecanismos, por ejemplo modulando

el destino final de los NPCs, su maduracién o proliferacion.
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Nuestros resultados previos muestran un efecto de la via de Shh y EGF a nivel de
la proliferacién de los NPCs en etapas tardias del desarrollo embrionario (E18.5), en
conjunto con los hallazgos que revelan que cyc induce una disminucidn en la expresion
de GFAP, indicarian que cyc podria inducir arresto mitético en los NPCs que se
encuentran proliferando en esa etapa del desarrollo embrionario y en consecuencia
también se observa una disminucion en la expresién de Sox2 que indica menor
proliferacion de los NPCs gliales

Finalmente, ha sido reportado que la via de Shh podria ser activada mediante un
aumento en la expresion de reguladores del ciclo celular tales como las ciclinas. Por lo
tanto cyc podria disminuir [a expresion de tales reguladores y como resuitado el efecto
mitogénico inducido por ofros factores de crecimiento, tales como EGF, podria ser
afectado.

En conclusién, esta tesis demuestra que existe una interaccién entre las vias de
sefializacion de Shh y EGF que se manifiesta en varios niveles de regulacion; Shh
modula la expresién de EGFR e induce transactivacién del EGFR. Los resultados revelan
un mecanismo a través de un mecanismo o loop autocrino que no ha sido descrito
previamente para Shh (Figura 15).

Como se mencioné anteriormente, existen evidencias que indican que cambios en
la expresion de EGFR se asocian con cambios en la proliferacion de los NPCs. De
acuerdo a los resultados obtenidos podemos plantear que Shh podria regular la
expresion de EGFR, lo que se veria reflejado en el numero de receptores en la

membrana plasmatica y en consecuencia, en el niimero final de células gliales, es decir

cambios en la proliferacién que se reflejan finalmente en la diferenciacién celular.
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Figura 15. Modelo propuesto. Shh activa a su receptor Smo, luego de unirse
a Ptc, activando a las proteinas Gli que regulan la expresion de EGFR,
modulando el nimero de receptores en la membrana plasmatica y regulando
la proliferacion de los NPCS. Por otra parte, Shh activa a EGFR a través de
un mecanismo que involucra actividad de MMP.
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7. CONCLUSIONES.

1)- Shh modula la expresién de EGFR tanto a nivel de RNAm como de proteina, esta re-

gulacién podria ocurrir a través de un mecanismo indirecto.

2)- Ambas vias de sefializacion (EGF y Shh) modulan la proliferacion de los NPCs.

3)- El efecto mitogénico de Shh requiere de la transactivacion de EGFR a través de un

mecanismo que involucra actividad de MMP que median Ia liberacion de ligandos de Ia

superficie celular.

4)- Existe una interaccion entre ambas vias de sefializacion lo que se traduce finalmente

en cambios en la proliferacidn celular a través de la modulacién de la via de EGF.

5)- En la neocorteza Shh modula la expresion de GFAP y por ende el niimero de astroci-

tos durante le embriogénesis tardia en la neocorteza.

6)- En la neocorteza embrionaria tardia Shh no modifica la expresion de otros marcado-

res de linaje neural (neuronas y oligodendrocitos).

7)- En la neocorteza las vias de sefializacion de Shh y EGF modulan la proliferacion de




una subpoblacion de NPCs que son parte de un linaje glial.
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