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i.RESUMEN

En etapas tempranas del desarrollo del Sistema Nervioso Central (SNC) en
vertebrados, existen numerosas vias de sefializacion que actiian juntas para dar origen
al establecimiento correcto de patrones necesarios para la formacion y subdivision del
cerebro en los ejes dorso-ventral y antero-posterior (patterning). Una componente de
estas vias es una molécula clave en [a especificacion del tubo neural, Sonic hedgehog
(Shh). Shh es una proteina secretada con caracteristicas de morfégeno que controla
diversos aspectos del desarrollo embrionario tales como proliferacion, diferenciacién y
supervivencia celular. Ademas de ser un factor de especificacion celular ventral,
durante la embriogénesis temprana, existe el antecedente que Shh actuaria como
mitégeno para precursores neuronales en la neocorteza, en el hipocampo y también en
el cerebelo, tres estructuras dorsales y de desarrollo embrionario tardio en ratén. Sin
embargo, existen aun incégnitas en cuanto a la accion, efecto y regulacion de Shh y
sus proteinas efectoras que participan en esta cascada de sefiales, las proteinas Gli,
en el crecimiento del mesencéfalo dorsal. A lo menos tres proteinas Gli han sido
identificadas en vertebrados (Gli1, Gli2 y Gli3), factores de transcripcion modulados
por la sefial Hedgehog. Dependiendo de la sefializacién de Shh, se han descrito tanto
funciones especificas como redundantes para estas proteinas; si bien Gli1 es sélo un
activador fuerte, Gli2 y Gli3 actuarian como factores de transcripcién duales ya que
ambos poseen dominios de activacion y represion.

Durante este trabajo se caracterizé el efecto de Shh/Gli en etapas tardias del desarrollo
embrionario del mesencéfalo de raton, especificamente en la formacién del
componente dorsal (tectum) que dara origen a los coliculos superior e inferior. Ademas
se estudid la posible relacién entre la via de Shh con Ia sefializacién mediada por otros

factores de crecimiento implicados en el desarrollo del cerebro tales como el Factor de
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crecimiento epidérmico (EGF) y el Factor de crecimiento fibroblastico basico (FGFb).
Ensayos de proliferacion y diferenciacion fueron lievados a cabo en cultivos de células

troncales y explantes obtenidos del tectum del cerebro embrionario.

iL,ABSTRACT

In early stages of development of the Central Nervous System (CNS) in
vertebrates, numerous signalling pathways act together to give origin to the correct
pattern of formation and subdivision of the brain to pattern both the dorso-ventral and
antero-posterior axes. One part of these signalling pathways is a key molecule involved
in the ventral specification of the neural tube, Sonic hedgehog (Shh).. Shh is a
secreted protein with morphogenic functions controlling diverse aspects of embryonic
development such as proliferation, differentiation and survival of cells. In addition to
being a ventral cellular specification factor during the early development of the nervous
system, several studies have shown that Shh can act like a mitogen for neuronal
precursors in neocortex, hippocampus and also in the cersbellum, three dorsal
structures of late stage embryonic development in mouse. Nevertheless, little is known
about the action, effect and regulation of the proteins that participate in the Shh
cascade, including the Gli proteins. At least three Gli proteins have been identified in
vertebrates (Gli1, Gli2 and Gli3), and they are franscription factors modulated by the
Shh signal. Depending on the signaling status of Shh, specific as well as redundant
functions for these proteins have been described; although Gli1 is only a strong
activator, Gli2 and Gli3 could act like dual transcription factors, since both have
activation and repressor domains.

Here we have characterized the effect of Shh/Gli on mouse mesenphalon

development at late stages of embryonic development, specifically in the formation of
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the dorsal component (tectumn) that will give origin to the superior and inferior colliculus.
In addition to the interactions between Shh and Gli proteins we have also investigated
interactions between the Shh signaling pathway and other growth factors important in
the development of the brain, such as Epidermal Growth factor (EGF) and basic
Fibroblastic Growth factor (FGFb). Studies of proliferation and differentiation were

carried out in neural stem cells and explants obtained from the tectum of the embryonic

brain.
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1. INTRODUCCION
1.1. Desarrollo del cerebro medio o mesencéfalo en mamiferos.

El desarrollo del cerebro medio o mesencéfalo, puede dividirse tempranamente en
el plano dorso ventral. El derivado ventral forma el tegmentum, que a su vez origina
una serie de nucleos neurcnales relacionados con el control motor y equilibrio, y el
componente dorsal da origen al tectum Sptico. Esta Gltima es una estructura laminada
y el mayor centro de integracién visual en vertebrados inferiores, que en mamiferos
formara los coliculos inferior y superior. Rapidamente durante la Gltima semana de
gestacion embrionaria, el coliculo superior se genera a partir de un simple neuroepitelio
transformandose en una estructura compuesta por multiples capas, para alcanzar
definitivamente el patron de laminacién caracteristico en el adulto hacia el final de la
primera semana postnatal. El tectum presenta un patrén de crecimiento llamado de

*adentro-hacia afuera”. (Edwards MA. v col. 1986) (fi.qugg( 1‘I)).
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Figura 1. Diagrama del desarrollo del coliculo superior de ratén. En el coliculo superior se
aprecia en general un patréon de neurogénesis de “adentro-hacia afuera”, a excepcién de la
capa optica (3), que se genera mas temprano que la capa 2 (afuera-hacia adentro). Las capas
4a y 4c se desarrollan en su mayoria durante el mismo dia, al igual que algunas neuronas
destinadas a otras capas. La aparicién de forma transversal de fibras fasciculadas en las capas
(i) temprana y emergente (dl} se muestra esquematicamente por lineas horizontales; los
paquetes longitudinales formados en las capas (sl) y (il) desde e15 en adelante son indicados
por puntos. dl, capa profunda; il, capa intermedia; ild, capa intermedia profunda; ils, capa
intermedia superficial; op, capa dptica; PAG, periaqueductal gris; sg, capa gris superficial; sub,
capa subventricular, ven, capa ventricular; zo, capa zonal. (Basado en Edwards MA. y col. 1986
y Alvarez-Bolado G. 1999). e, dias de gestacién embrionaria; P dias de gestacion postnatal.




La regionalizacion del mesencéfalo esta determinada por diferentes sefiales
inductivas secretadas, como son miembros de |a familia de los factores de crecimiento
FGF, EGF y Factor de Crecimiento Transformante B (TGFB), Shh y Wnt. Estas sefiales
se expresan en el cerebro en desarrollo de manera regionalmente restringida (Liu A.,
Joyner AL. 2001), lo que trae consigo la generacién de diferentes tejidos delimitados
por gradientes en ias concenfraciones de estos factores de crecimiento. Asi distintas
células con propiedades especificas, que a su vez definen un fenotipo particular, se
ubican en torno al centro inductor. La accion de los factores de crecimiento se traduce
en la activacién de factores de transcripcion especificos. Por otro lado la regulacion de
la actividad bioldgica diferencial de cierto ligando es llevada a cabo por antagonistas,
activadores o modificadores postraduccionales, que por ejemplo, controlan el rango
funcional de la proteina o su vida media (Ruiz i Altaba y col., 2002). En ratén se ha
descrito una serie de genes involucrados en la determinacion de la region
mesencefalica, y se postula que la region del tube neural que expresa En, Pax2, Pax5,
Pax7 y Ofx, dara origen al tectum, siendo la inducciéon de FGF8 y Wnt1 clave para el

desarrollo normal del mesencéfalo (Liu A., Joyner AL. 2001).

1.2. La via Shh y su contribucién al establecimiento del eje ventral del Sistema
Nervioso.

El gen Hedgehog (Hh) fue originalmente descrito en una blsqueda de mutantes
en los que se viera afectado el plan corporal y la polaridad larval en Drosophila
(Nusslein-Volhard y Wiechaus, 1980). El fenotipo del mutante Hh, mostré la duplicacién
de estructuras externas llamadas cerdas, que al proyectarse, se asemejan a las

espinas de un erizo. En vertebrados, posteriormente se determind que existen tres




proteinas homologas: Sonic Hedgehog (Shh), Indian Hedgehog (lhh) y Desert
Hedgehog (Dhh). Shh es una glicoproteina con comportamiento de morfégeno;
previamente a ser secretada sufre modificaciones postraduccionales, como la adicion
de compuestos lipidicos y procesamiento proteolitico esenciales para su difusién
(Lewis P.M. y cols., 2001).

Al secretarse, Shh es transportado a células vecinas por mecanismos que atn
se investigan, sin embargo, se sabe que elementos de la matriz extracelular pueden
estar involucrados en su difusién (Bornemann y cols., 2004, Rubin y cols., 2002,
Larrain y Palma, 2006, manuscrito en preparacion). En el sistema nervioso a nivel del
tubo neural, Shh es requerido tempranamente y de una forma dosis dependiente,
siendo éste secretado por células de la notocorda y la placa del piso. Actuando como
morfégeno, Shh inicia una casaca de sefiales que lleva a la especificacion de
diferentes tejidos durante el desarrollo embrionario en el eje neural ventral, en
particular en la formacién de la médula espinal (Jessell, 2002; Fuccillo y col. 2008). La
mayor concentracién ventral de Shh en la médula espinal, resulta en el aumento de la
expresion de algunos genes (genes clase I}, y la represidon de la expresion de otros
(genes clase 1), lo que finalmente se traduce en la especificacion de distintos tipos
celulares, tales como oligodendrocitos y motoneuronas en el tubo neural. En el cerebro
medio y posterior ventral Shh especifica neuronas serotoninérgicas y dopaminérgicas
(Ye y cols., 1998, Soula y cols., 2001).

A través de la regulacion de la proliferacidén y la especificacién de distintos territorios,
Shh también se encuentra relacionado con el desarrollo del cerebro anterior, medio y
posterior. Especificamente en el cerebro anterior Shh se requiere tempranamente para
formar las estructuras ventrales del telencéfalo (Chiang C. y col. 1996). Existen varios

antecedentes que indican que Shh tendria una accién ventralizante sobre el




mesencéfalo generando el tegmentum. En embriones de pollo, el transplante de Ia
placa del piso mesencefélica hacia la parte dorsal del mesencéfalo cambia e! destino
de tectum a tegmentum, esto en las zonas adyacentes a los transplantes. Similares
resultados fueron obtenidos mediante el transplante de fibroblastos secretores de Shh
(Nomura T. y Fujisawa H., 2000). Mediante la temprana accién ectdpica de Shh, a
través de electroporacién in ovo, es posible ventralizar y reordenar la zona dorsal del
cerebro medio (Agarwala y col. 2001). A su vez Shh reprime la expresion de genes
tectales como En?, En2, Pax2, Pax7 y Fgf8 (Watanabe y Nakamura, 2000; Thompson

y col, 2004}, ademas de inducir marcadores ventrales como HNF-34,

1.3. Papel de Shh en el desarrollo de derivados dorsales del Sistema nervioso
Central.

Luego de la funcién ventralizante sobre el tubo neural, Shh promueve el
crecimiento y la proliferacion en el eje dorsal del SNC durante la embriogénesis tardia.
En ciertas células precursoras, Shh funciona estrictamente como mitdgeno modulando
la proliferacién celular en zonas delimitadas del cerebro. Shh induce proliferacion tanto
de los precursores de las neuronas en la retina, como de los precursores de
oligodendrocitos en el tubo neural {Oh y cols. 2005; Wang y cols. 2005). En el
cerebelo, Shh se produce en las células de Purkinje y actlia como mitdgeno para los
precursores de las neuronas granulares (Dahmane N y Ruiz i Altaba, 1999), siendo
responsable de su tamarfio global, de su foliacién, del desarrollo de las células de
Purkinje y de la proliferacion de células precursoras granulares (Lewis P.M. y cols.
2004). En tanto, en la corteza cerebral embrionaria de ratén Shh promueve la
proliferacién de las células precursoras (Ruiz i Altaba y col. 2002; Palma y Ruiz i

Altaba, 2004). En etapas tardias de desarrollo del sistema nervioso, la expresién de




Shh se dorsaliza, incluyendo estructuras como el cerebelo, tectum, neocorteza e
hipocampo. Shh también, induce proliferacién en precursores celulares del oido interno
y contribuye a la generacion de células ciliadas o “hair cells” in vifro (Zhao Y. y cols.
2008).

En el cerebro anterior dorsal , Shh a su vez es requerido para la proliferacién de las
células troncales neuronales (neural stem cells) ubicadas tanto en la zona
subventricular (SVZ} como en la zona subgranular del giro dentado del hipocampo;
dicha funcion se mantiene en el adulto. Shh mantiene la neurogénesis al ser
directamente responsable de la produccion de nuevas interneuronas olfatorias
derivadas de la SVZ y de células granulares hipocampales (Machold R y col. 2003;

Palma y cols. 2005; Lai Ky col. 2003).

1.4. La cascada de seiializacion de Shh/Gil.

La sefalizacién mediada por Shh se transmite desde la membrana hasta el
nucleo a través de un complejo de receptores conformado por Pic1 (patched 1) y Smo
{smoothened), ésie Gltimo se libera de la represion ejercida por el primero luego de la
unién de Shh, transduciendo la sefial y activando dltimamente a los factores de
transcripcién Gli. Un aumento en la presencia del receptor Pfc? es evidencia de una via
activa y refieja la existencia de un mecanismo de retroalimentacién negativo, en tanto
un aumento de Gli1 refleja la existencia de un mecanismo de retroalimentacion
positivo. El alcaloide esteroidal de origen vegetal ciclopamina (11-Deoxyjervina),
mediante su unién directa a Smo, es capaz de bloquear especificamente la respuesta
celular a la sefial de Hh (Ilhh, Dhh, Shh) en vertebrados (Chen JK y col, 2002) (Figura

2).
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Figura 2. Diagrama de la via de sefalizacién de Shh. (a) En ausencia de Shh, las proteinas Gli
se procesan proteoliticamente desde el proteosoma, generandose una forma represora que se
traslada al nucleo. (b) En presencia de Shh, se mantiene la presencia de las formas activadoras
de Gli, permitiendo la transcripcién de genes blanco. Para experimentos en que se requiere una
inhibicion general de la via, se utiliza ciclopamina (Keeler, 1978), un alcaloide de pequefio
tamafio, que antagoniza la funcién de Smo. (Extraido de Ruiz i Altaba y cols., 2002)




En Drosophifa un factor de transcripcion que responde a la sefial de Hh es
Cubitus interruptus (Ci), siendo éste necesario y suficiente para mediar la accion de la
sefial (Alexandre y col. 1996). Ci es un factor de transcripcion de 155 kDda que
contiene 5 dominios de unién a DNA del tipo “dedos de zinc”. Ci sufre un
procesamiento proteolitico generando una forma represora de la transcripcion de 75
kDa que contiene la regién de union al DNA y el extremo amino-terminal. En presencia
de Hh, se mantiene la forma completa, y se produce una maduracién de Ci en un
activador franscripcional permitiéndose la activacién de la transcripcidon de genes
blanco. Se puede encontrar a Ci formando parte de complejos multiproteicos. Proteinas
citoplasmaticas tales como Costal2, Fused y Sufu forman parte de estos complejos y
estan relacionadas con procesos de modulacion de la expresion génica a través del
transporte de Ci. La enirada de Ci al nlcleo es otro nivel de regulacion para la
activacion génica.

El homélogo en vertebrados de Ci esta conformado por tres proteinas Gli (Gli1, Gli2,
Gli3) que participan en la mediacién, interpretacion y respuesta a la sefial Shh. Estas
proteinas actuarian de forma combinada siendo el resultado de dichas interacciones el
efecto final de Shh en la célula. Gli1 y Gli2 tendrian funciones activadoras. En raton,
Gli1 actia como una activador de [a expresion génica y a su vez es transcrito en
células que responden a Shh. Se ha demostrado recientemente que la fosforilacion por
parte de la proteina quinasa A (PKA), mantiene a Gli en el citoplasma, al producir una
alteracion en la el dominio de serfializacion al niicleo -NLS (Sheng y cols., 2006). Asi
mismo, se ha demosirado que en ratén Gli2 tiene una funcién principalmente
activadora, mostrando una superposicion casi total con la funcién de Gli1 (Park y cols.,
2000). Por el contrario Gli3 (y en ocasiones Gli2) antagoniza la funcién de Shh-Gli1

(Ruiz i Altaba y col. 2002), lo que da evidencia de la accidén combinada y contexto-




dependiente de las proteinas Gli (Ruiz i Altaba, 1998). En diferentes modelos,
experimentos de sobreexpresién de Gli2, han permitido observar una forma represora
truncada de esta proteina. En ausencia de sobreexpresién, no es clara la presencia de
dicha forma represora (Wang y cols, 2000). Para el caso de GIi3, ha sido muy
estudiada [la actividad represora de una forma truncada en el extremo C-terminal in
vitro e in vivo que parece ser la preponderante (Wang y cols., 2000, Litingtung y
Chiang, 2000, Persson M. y cols. 2002). Sin embargo existe evidencia reciente que
demuestra que Gli3 actuaria también como activador débil, mas aln, una combinacién
de Gli2 y Gli3 es requerida para la especificacion de los dominios de los progenitores
ventrales de la médula espinal (Bai y Joyner, 2004). Asi al igual que su homdlogo Ci en
Drosophila, las proteinas Gli entonces poseen funciones activadoras y represoras
(Aza-Blanc y col. 2000). Dicha dualidad funcional estaria dada, al igual que para Ci, por
el clivaje proteolitico de sus dominios de activacion (carboxilo terminal, AC) y represion
(amino terminal, AN) (Sasaki y col. 1999) (Figura 3). Por (ltimo, la funciéon de Shh,
ejecutada por la accién de las proteinas Gli puede variar dependiendo del contexio vy
de la especie. A diferencia de lo descrito en ratén, en el pez cebra, Gli1 es el principal
activador de la via, y Gli2 tiene solamente un rol menor en este proceso, ademas de
una funcion represora de la transcripcion (Karlstrom y cols.,2003, Tyurina y cols.,

2005). Gli3 puede actuar tanto como activador o represor (Tyurina y cols., 2005).




FACTORES DE TRANSCRIPCION GLI
Gli 1
AN

.4

Gli 2 fivaie zinc finger
Gli 3

Figura 3. Esquema del codigo de accion propuesto para los Factores de transcripcion Gli. Las
tres proteinas Gli poseen el dominio de zinc finger conservado (cuadro gris). Gli1 funciona como
activador fuerte de la via de Shh (flecha roja), esta dltima a su vez favorece la transcripcion de
gli1 (flecha negra). Gli2 y Gli3 poseen funciones represoras (T roja) y activadoras (flecha roja)
de la via de Shh. Mediante el clivaje proteolitico de la zona carboxilo terminal se genera la
forma represora (AC) (flecha negra). La presencia de Shh bloquea (T negra) el clivaje
proteolitico que se produce junto a la zona zinc finger, favoreciendo la pérdida de la zona amina
terminal que genera un activador (AN). AC, proteina Gli sin su zona carboxilo terminal; AN,
proteina Gli sin su zona amino terminal.

Las proteinas Gli entonces serian los mediadores finales de la sefial Shh, sin
embargo estas proteinas podrian ver afectada su accién por otras vias. Por ejemplo,
Gli2 y Gli3 pero no Gli1, estan involucrados en la sefializacién de FGF en el desarrollo
del mesodermo del embrién de rana (Brewster y col, 2000). Por otro lado, Gli's pueden
activar otras vias de sefalizacion, como componentes de la via IGF y Wnt, ademas de
regular genes como Cyclina D y N-Myc, efectores compartidos por otras vias de

sefializacion (Ruiz i Altaba y col. 2002).




1.5. Implicancia de Shh en el establecimiento de tamafio y forma del cerebro

medio.

La expresion ectépica, temprana y localizada de Shh conlleva a un cese en la
proliferacion de precursores de la regién tectal generandose un desarrollo a
tegmentum, reflejando asi el papel ventralizante de este morfégeno (Watanabe y
Nakamura 2000). La expresion puntual dorsolateral de Shh induce [a expresion de giif
y ptcT ectopica y altera el patrén dorso ventral del mesencéfalo. Sin embargo, a la
fecha no existen estudios que indiquen si estos resultados se reproducen en etapas
posteriores del desarrollo. Mencionabamos anteriormente la funcién mitogénica tardia
propuesta para Shh. Evidencias experimentales demuestran que los genes gii no sélo
se expresan en la zona ventricular/subventricular de corteza y tectum durante la
embriogénesis tardia, sino que tienen un papel mediador de la sefial Shh en las células
precursoras neuronales (Dahmane N. y col. 2001). Ratones mutantes para gfif
presentan un fenotipo normal, en cambio ratones nulos para g/i2 tienen un tectum y
cerebelo reducido; por el contrario, mutantes para g/i3 generan un tectum mas grande
(Palma y Ruiz i Altaba, 2004, Blaess y col. 2006). En ratén, Gli1 parece tener una
funcidn redundante con respecto a Gli2 (Park y cols., 2000), sin embargo el doble
mutante GIi1/Gli2 tiene un fenotipo mas pronunciado que el mutante Gfi2. Ademas,
Gli1 puede rescatar [a funcién de Gli2 in vivo (Bai y Joyner, 2001). Las funciones de
Gli2 y Gli3 son mas especificas, no pudiendo rescatarse uno a otro. Mediante
experimentos de mutagénesis condicional es posible observar como Shh, secretado
desde la zona ventral, dirige el correcto desarrollo de la regién correspondiente a la
unién del cerebro medio con el posterior (mesencéfalo / rombémero 1). Se postula que

esto ultimo seria a través de una regulacion temporal y espacial, positiva de Gli2 como
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activador y negativa de Gli3 como represor. El primero involucrado en la induccion
temprana de neuronas en la zona ventral y el segundo regulando el crecimiento
general de la region del cerebro medio/posterior, a través de la supresién de la muerte
celular (Blaess y cols. 2006).

De esta manera Shh modula su accién de forma contexto dependiente, posee
una accién ventralizante claramente descrita en etapas tempranas del desarrollo
embrionario y en etapas tardias esta relacionado con proliferacién de la zona dorsal del
cerebro de raton. A su vez es posible vincular a los genes gfi con proliferacion,
diferenciacién, especificacion posicional, sobrevida y multipotencialidad en el cerebro
medio dorsal.

Shh entonces cumple un papel dual: no sélo especifica identidad celular, sino
también es capaz de regular la expansion de poblaciones de progenitores.
Exactamente cdémo estas actividades se coordinan durante la morfogénesis, sin

embargo, atln se desconoce.

1.6. Estudios in vitro de la funcién de Shh en el desarrollo del cerebro anterior.

Cultives de explantes extraidos de diferentes zonas del cerebro en desarrollo
permiten identificar el efecto de Shh sobre la proliferacién y/o diferenciacion celular.
Ensayos de RT-PCR de explantes neocorticales de ratdn determinaron que Shh regula
positivamente la transcripcién de Gii7, un gen diana de la via de Shh, y que dicho
aumento se correlaciona con un aumento en el indice proliferativo de los precursores
neuronales (Dahmane y col, 2001).

Por ofro lado, es posible aislar células madres o troncales (neural stem cells; NSC's) de

diversas regiones del SNC en desarrollo. Se define como NSC's a células no
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diferenciadas que poseen un potencial proliferativo (auto-replicativas), capaces de
generar una variedad de progenie diferenciada (neuronas, astrocitos
oligodendrocitos), y de mantener la capacidad de formar mdiltiples linajes en el tiempo
(Anderson, 2001; Pachision y McKay, 2001). Las NSC'’s al contar con factores de
crecimiento adecuados tales como FGF2 y EGF son capaces de generar agregados en
forma de esfera en suspensién llamadas neuroesferas. Las NSC’s, entonces, se
presentan como un excelente modelo para estudiar la modulacion de la diferenciacion
y proliferacion frente a la accion de diferentes factores de crecimiento. Recientemente
se ha descrito al nivel de la corteza murina, la posibilidad de que la via de Shh-Gli
regule las propiedades proliferativas de las células progenitoras y NSC's (Palma y Ruiz
i Altaba, 2004; Dahmane N. y col, 1999).

Dado que tanto EGF como FGF inducen la proliferacion de precursores
neuronales de varias regiones del SNC, es probable que exista regulacién de la via de
Shh al interactuar cruzadamente con estas vias de sefalizacién, como por ejemplo
FGF (Wechsler-Reya y Scott, 1999), EGF (Palma y Ruiz i Altaba, 2004), u otras como
Wnt (Meng vy cols., 2001). Surge entonces [a idea de estudiar el efecto de Shh en
etapas medias a tardias del desarrollo cerebral embrionario (E13,5 hasta E18,5),
ademas de su posible relacién con la sefalizacion mediada por otros factores de
crecimiento implicados en el desarrollo del cerebro tales como EGF y FGF,
centrandose en la formacién del tectum. Para ello durante el presents trabajo se
llevaron a cabo ensayos de proliferacién y diferenciacién tanto en explantes como en
cultivos de células troncales generados a partir del mesencéfalo dorsal de ratén,
especificamente del coliculo superior. Por otro lado se disefié una estrategia para

estudiar los factores transcripcion Gli de forma modulada.
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2. HIPOTESIS

Shh, en coordinacién con EGF y bFGF, esta involucrado en el aumento de la

proliferacién de células precursoras y troncales (NSCs) del tectum de ratén.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo general
Determinar si la actividad de Shh esta involucrada en el crecimiento del tectum de

ratén y si dicha accién se establece en interaccién con otras vias de sefializacidn.

3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Generacién de cultivos de neuroesferas de tectum a partir de embriones de
raton en diferentes etapas del desarrollo (E11,5 - E18,5) estableciendo un
modelo de estudio adecuado para evaluar el papel de Shh sobre parametros de
proliferacion y diferenciacion.

3.2.2. Obtencion de explantes tectales a partir de embriones de ratén en etapa
medianas y tardia de desarrollo (E11,5-E18,5) y ensayar el potencial rol de Shh
en el control de la proliferacion y diferenciacion celular.

3.2.3. Observar frente a la accion de distintos estimulos (ciclopamina, Shh, EGF,
bFGF) en cultivo de neuroesferas y explantes tectales cambios en Ia
proliferacion y diferenciacién mediante inmunofiuorescencia para marcadores
establecidos. Ademas, observar cambios de expresién mediante RT-PCR y
Westernblotting.

3.2.4.Generar constructos, inducibles por dexametasona, de las formas activadoras

y represoras de Gli2.
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4. MATERIALES y METODOS

4.1. Material Biolégico:

Ratones (Mus musculus) de cepas C57 BL/6 y BalbC mantenidas en
condiciones controladas de luz y temperatura; alimentado con “pelet” y agua ad
libitum. Hembras en edad fértil se ponen a cruzar con machos de fertilidad
comprobada. A la mafiana siguiente, se verifica la cépula mediante la presencia
del tapdn vaginal, definiéndolo como el dia de desarrollo embrionario EO,5 .

4.2. Material de Biologia celular y Reactivos:

Placas Petri de 60 y 90 mm (Corning; Nunc)
Frascos de cultivo de 25y 75 cm? (Corning; Nunc)
Placa de 6y 24 pocillos (Orange; Nunc)

Placa de 6 pocillos con insertos de membranas de policarbonato. (Millipore).
Porta objetos
Cubre objetos de vidrio de 13mm?
Ciclopamina 5y 10 uM (Toronto Research Chemicals).
Sonic Hedgehog 10 nM (R&D Systems).
Microesferas de agarosa embebidas en BSA  (Donado por el Dr. Rolf
0 Shh 1pg/ul. Karlstrom.
University of Massachussets)
(Affigel-Blue, Bio-Rad)
Solucién de lisis celular “Trizol Reagent” (Invitrogen).
Kit de muerte celular “/n situ cell death Detection Kit, POD” (Donado por el
Laboratorio del Dr. Christian Gonzalez) (Roche Applied Science)
DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindot) (Sigma)
Solucidn de montaje para fluorescencia (gel/mount) (Biomeda)

Anticuerpos: Se indica el tipo de anticuerpo y la dilucién usada en Ia tabla 1.
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Primarios
anti Marcador Oligodendrocitico O4 monoclonal IgM 04 1:100 { Chemicon
anti Proteina Acida Fibrilar Glial policlonal lgG conejo | GFAP | 1:100 | Sigma
0
anti B Tubulina lil monoclonal IgG2b ratén Tuj1 1:300 | Sigma
anti BrdU monoclonal IgG1 ratén BrdU 1:200 | Dako
anti “paired box gene 2" Pax2 policlonal IgG cabra Pax2 1:100 | SantaCruz
anti Proteina asociada a microttbulo 18 policlonal MAP1B | 1:250 | Santacruz
cabra
anti Receptor de EGF para Inmunofluorescencia EGFR | 1:50 Upstate
policlonal IgG cabra
(Donado
anti Receptor de EGF para Western Blott EGFR* | 1:300 | porDr.
Alfonso
Gonzales,
PUC)
Secundarios
Cy™2 burro anti cabra 1:200 [ Upstate
Fluorescsina (FITC) cabra anti conejo o ratén IgG 1:200
Jackson
Rodamina (TRITC) cabra anti conejo o ratén IgG 1:200 | Inmuno
Research
Peroxidasa cabra anti conejo o ratén IgG 1:200
Rodamina (TRITC) anti cabra IgG 1:400 | Molecular
Probe
Alexa fiuor 488 cabra anti raton IgM 1:200

Tabla 1. Anticuerpos utilizados en experimentos de Inmunofluoresencia y Westernblotting (*).
Se indica el tipo de anticuerpo y [a dilucién usada, asi como la procedencia.
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- Inhibidor de proteasas PMSF

- Membrana de transferencia para Westernblott “iImmobilon” (Millipore)

- Kit de revelado quimiluminiscente “SuperSignal West Pico Chemilumin™ (Pierce)
- Placas radiograficas. "Super HR-U30 (Fuiji)

- Taqg Dna Polimerasa (Invitrogen).

- Partidores: F= Forward, R=Reverse

Hprt : F-5'-CCTGCTGGATTACATTAAAGCACTG-3'
R-5-GTCAAGGGCATATCCAACAACAAAC -3

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

Gli3: F-5-GAGTTAGCTGGCAACACAGT-3'
R-5'- CTCAAAGCTGTCAACTGTGC-3'
4.3. Cultivo celular;

4.3.1.Medio de disociacion de tejido:

Solucidn activadora de papaina:
- EDTA (Sigma) 1,1 mM
- L-cisteina/HCI (Sigma) 55 mM
Solucidén de papaina:
- Papaina (Worthington) 0,3% p/v en solucién activadora de papaina.
Buffer fosfato salino (PBS) con antibiéticos:
- Penicilina / estreptomicina 10000 U/mL (100X) (Invitrogen) en PBS
Se prepara el medio de disociacién media hora antes de su uso diluyendo cuatro veces

la solucién de papaina en PBS con antibiéticos. Luego es filtrada y debe ser usada de
inmediato. La reaccién enzimatica se prepara utilizando la siguiente solucién:

- Medio L:15 (Invitrogen)
- Dnasa 0,1 % piv  (Worthington)
- Inhibidor de Papaina, acido ovomucoide 0,007 % p/v (Worthington)
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4.3.2.Medios de cultivo:

Medio de crecimiento de neuroesferas corticales de acuerdo al protocolo sefialado en
Palma y cols. 2004.

Medio de crecimiento de neurcesferas tectales:

- DMEM/F-12 (Invitrogen)
- L- glutamina 200mM (100X) (Invitrogen)
- B27 (50X) (Invitrogen)
- Penicilina / estreptomicina  (100X) (Invitrogen)
- Heparina (1000X) (Calbiochem)
- EGF 10 ng/mL (Invitrogen)
- FGF2 10 ng/mL (Invitrogen)

Una vez mezclado el medio debe ser filtrado. EI EGF y FGF2 son agregados al
momento de cultivar las células, el resto puede ser preparado y guardado por no mas
de 10 dias.

Medio de cultivo de Explantes:

- DMEM/F-12 (Invitrogen)
- L- glutamina 200mM (100X) (Invitrogen)
- B27 (50X) (Invitrogen)
- Penicilina / estreptomicina  (100X) (Invitrogen)
- Mito C (1000X) (BD)

- N2 (100X) (Invitrogen)
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4.4. Procedimientos:

4.4.1.0btencion de secciones de tectum: Hembras prefiadas de cepas de ratén C57 o

BalbC son sacrificadas mediante dislocacion cervical para la extraccion de sus
embriones. Se bafia el abdomen de la ratona con etanol al 70% y se le extraen los
cuernos uterinos, éstos se lavan con PBS varias veces dentro de placas de 100 mm.
Se rompen las bolsas uterinas y se transfieren los fetos a una nueva placa con PBS.
Son eliminados los embriones malformados o pequefios, A aquellos seleccionados se
les corta la cabeza a la altura de la espina dorsal (el corte debe ser lo mas recto
posible), estas son transferidas a otra placa con L:15 frio. Bajo lupa y utilizando
herramientas estériles, se corta a través de la linea media dorsal exponiendo ambos
hemisferios, se sacan las meninges mecanicamente para luego exiraer el cerebro y
transferirlo a una nueva placa con L:15, de éste se disectan explantes de tectum. El
nimero de explantes que se obtienen depende del tamafio del tectum (y por ende de la

edad del embrién, ver Figura 4.).

4.4.2.Generacién de Neuroesferas de tectum: Secciones de tectum de embrién de

ratén C57 (E11,5 hasta E18,5), cortados en fragmentos, son transferidos a un tubo de
centrifuga de 15 mL con medio de disociacion e incubados a 37 °C por 20 minutos en
agitacion suave. Luego son centrifugados a 800 rpm a temperatura ambiente durante 5
minutos. El sobrenadante es removido. El pelet es resuspendido en 1 mL de medio de
neuroesferas tectales con Dnasa y ovomucoide (ver en Materiales) usando una pipeta
Pasteur flameada con la punta disminuida en su didmetro, esto hasta ver una solucién
homogénea. Se centrifuga nuevamente por 5 minutos a 800 rpm, se retira el
sobrenadante y se resuspende en 1 mL de medio nuevamente. Se toma una alicucta

de 10 pL y se calcula el numero total de células usando una camara de conteo de
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Neubauer. Se comienza con cultivo primario de células, el cual es crecido en medio de
neuroesferas tectales (medios de cultivo) en presencia de uno o ambos factores de
crecimiento, EGF 10 ng/mL y FGF2 10 ng/mL en una botella de 75 ¢cm®. Pasado 5a 7
dias, cuando las neuroesferas poseen el tamafio adecuado (Figura 6A), se lleva a cabo
el denominado “Pasaje” de neurcesferas, con el fin de evitar muerte celular. Para llevar
a cabo el Pasaje se colectan las neuroesferas recuperando el medio y lavando Ia
botella con el mismo, luego se centrifugan a 800 rpm por 5 minutos y se remueve el
medio. El pelet es resuspendido en PBS tibio y las células se centrifugan nuevamente,
este proceso elimina las células muertas. Finalmente se resuspende el pelet en 1 mL
de medio de neuroesferas tectales y se calcula el niimero total de células. Se siembran

alrededor de 4000 células por cm?.

4.4.3 Experimentos con Neuroesferas de tectum: Luego de realizado el Pasaje de las

neuroesferas, las células son sembradas para experimentos de diferenciacion o
proliferacion. Para los experimentos de diferenciacion se siembran 600.000 células y
se incuban en presencia de diferentes estimulos (por ej. Shh 10 nM, Ciclopamina 10
UM ) deprivadas de factores de crecimiento en una placa de 60mm de diametro con 11
cubre objetos de vidrio de 13mm? tratados previamente con poliornitinafiaminina para
permitir adhesion de las células. Se cultivan durante 5 a 7 dias y luego son fijados en
frio con PFA al 4%. Para experimentos de proliferaciéon se siembran 80000 células
frente a diferentes estimulos (Shh 10 nM, Ciclopamina 10 uM ) que crecen en
monocapas adheridas a sustrato en presencia de factores de crecimiento (EGF y
FGF2) durante 7 dias para [uego, previo pulso de BrdU 2 horas antes, ser fijadas. Para
los ensayos clonales se siembra en cultivo de suspension a razén de 1 a 2 células/pL

en presencia o ausencia de ciclopamina (5 y 10 yM), en una placa de 24 pocillos con
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500 pL totales en cuadruplicado (ensayo realizado en presencia de factores de
crecimiento EGF y/o FGF2). Al séptimo dia de cuitivo, se cuenta el nimero de
neuroesferas individuales generadas bajo Ilupa en las distintas condiciones

experimentales.

4.4.4.Criopreservacion de neuroesferas:: Parte de las Nsp cultivadas fueron

criopreservadas luego del segundo subcultivo, es decir luego de un “pasaje”. De esta
forma ser utilizado posteriormente en la repeticion de experimentos. Las Nsp se
colectan como se describié anteriormente y se resuspenden en una mezcla de
criopreservacién fria, compuesta por medio de cuitivo (80%), albtimina al 2% (10%) y
DMSO (10%). Luego se traspasan a criotubos a una densidad superior a 1*106
células/ml, y son sometidas a un descenso gradual de la temperatura hasta alcanzar -
80°C para ser almacenadas en nitrégeno liquido. En esta tesis no se observaron
diferencias significativas entre los resultados obtenidos con Nsp criopreservadas

sometidas a experimentacion.

4.4.5.Experimentos con Explantes tectales: A partir de embriones obtenidos de ratonas

C57 en diferentes dias de gestacién (E11,5 hasta E18,5), se obtienen secciones del
cerebro medio, especificamente de la zona correspondiente al tectum. Las secciones
de tectum, llamadas “explantes tectales”, se siembran en medio de cultivo de explantes
(ver medios de cultivo) sobre una membrana porosa de 0,2 um con la zona ventricular
hacia abajo y dorsal hacia arriba. Los diferentes tratamientos (Shh 10 nM, FGF2 y
Ciclopamina 10 uM) fueron aplicados directamente en el medio de cultivo o a través de

microesferas previamente sumergidas en una solucién de BSA (contral} o en una
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solucion de Shh 1 pg/ul, colocadas estas tltimas entre la membrana y el explane. Los
explantes fueron tratados por 48 horas. Luego del tratamiento fueron fijados enteros o
disociados y plaqueados, para ser fijados en frio con PFA al 4% a las 24 horas. Se
utilizan luego para diferentes Inmunoffuorescencias. Para ensayos de proliferacién se
aplica un pulso de BrdU 3 horas previas a la fijacion. También se lisan explantes en

Trizol para extraccién de mRNA y para ser utilizados en westernblotting.

4.4.6.Inmunofluorescencias: Se llevan a cabo inmunofluorescencias anti Marcador

tardio de Oligodendrocitico O4 (O4), anti Proteina Acida Fibrilar Glial (GFAP), anti B
Tubulina 11l neuronal (Tujt); anti “paired box gene 2" Pax2 (Pax2); anti BrdU; anti
Proteina asociada a microtibulo 1B (MAP1B) y anti Receptor de EGF (EGFR). Las
muestras fijadas se lavan con Triton X-100 al 0,1% en PBS (PBT), excepto para 04
(solo PBS). Luego, solamente para anti BrdU, las muestras son tratadas para
denaturacion del DNA con HCI 2N por 30 minutos para secciones de cerebro o
explantes y 15 minutos en el caso de células, seguido de un lavado con Borato de
Sodio. Se lava tres veces con PBT por 5 minutos y luego se bloguea a temperatura
ambiente en camara hliimeda por una hora con suero fetal inactivado de: Cabra al 10%
(BrdU, GFAP, Tuj1, Pax2), Caballo al 10% (EGFR), Bovino al 5% (0O4), en PBT o PBS.
Se incuba con el anticuerpo primario durante una noche a 4°C (BrdU, GFAP, Tujt,
Pax2, excepto para EGFR que se debe incubar por 3 noches) o por una hora a 37°C
(O4) en camara himeda. Se recupera el anticuerpo y se lava. Se incuba con el
anticuerpo secundario por 1 hora a temperatura ambiente (2 horas para EGFR y a
37°C para O4). Se recupera el anticuerpo secundario. Se tifie con DAPI (4',6-

diamidino-2-fenilindol) 1:10000 en PBT o PBS seglin corresponda, para visualizacion
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de nicleos, se lava varias veces y se monta con solucién de montaje para

fluorescencia (gel/mount).

4.4.7. RT-PCR: La exiraccion de mRNA se realiza usando “Trizol reagent” segtin
instrucciones del fabricante. Luego se sintetiza el cDNA y se lleva a cabo la reaccién
de PCR para Gli1, Gli3y el control de carga Hprt. Condiciones de PCR 94°C 2 min ;

32 ciclos de: 94°C 45 seg; 57°C 45 seg;75°C 45 seg y 72°C 10 min.

4.4.8. Westernblotting: Se lleva a cabo la extraccion de proteinas a partir de explantes
de tectum, tegmentum y corteza de raton E18,5. Se determina la cantidad de proteina
segun método de Bradford. Se cargan entre 38 y 45 g de proteina por carril en un gel
SDS al 10%. Se lieva a cabo la deteccion del receptor de EGFR y de Actina como

control de carga.

4.4.9. Analisis Estadistico.: Para el caso de las comparaciones entre un estado y otro,

se lleve a cabo un analisis de f-Student, utilizando el programa Microsoft Excel 2000
(9.0.2520). La probabilidad de la hipétesis nula se indica en cada caso. Se considera

como no significativos aquellos resultados con una probabilidad p>0,05.
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Figura 4. Disefio experimental seguido en el estudio del crecimiento del tectum de raton. En el
extremo superior izquierdo se muestra un cerebro embrionario de ratén en vista dorsal, anterior
esta hacia arriba. Ademas se muestra los diferentes componentes dorsales disectados. Para el
estudio del tectum entre los estadios E125 y E18,5 se utilizan dos aproximaciones
experimentales, mediante explantes y neuroesferas generadas a partir de secciones de tectum.
Estos ultimos fueron tratados en presencia Sonic Hedgehog 10 nM, factor de crecimiento
fribroblastico 2 (FGF2) 10 ng/mL y Ciclopamina 5y 10 yM (Cyc) (ver materiales y métodos).Ob
(Bulbos olfatorios), Ctx (corteza), Tct (tectum), Cb (cerebelo), Med (Medula espinal).
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5. RESULTADOS

5.1. Generacidon de un cultivo de células troncales de tectum.

Para el estudio de la implicancia de la via de Shh en el crecimiento del tectum de ratén
se decide generar neuroesferas de esta zona a partir de embriones en estado medial y
tardio de desarrollo, especificamente de unos de sus derivados, el coliculo superior.
Dicho procedimiento sélo ha sido descrito recientemente por parte de un grupo de
investigadores (Moses D. y cols. 2006). El objetivo es obtener un modelo “in vitro" de
las células troncales presentes en el tectum. Fue posible entonces, generar cultivos de
neuroesferas tectales a partir de embriones entre los estados de gestacion E12,5 (no
se muestran datos) y E18,5, ademas de post natal P2 (Figura 5), Cabe hacer notar
que la sobrevida y rendimiento general de los cultivos mejoréd notablemenente al
preparar un medio de cultivo especifico para estas células (Figura 5C). Por otro lado,
a partir células troncales de tectum como de explantes tectales disociados y
sembrados fue posible obtener los tres tipos celulares del sistema nervioso central
(oligodendrocitos, astrocitos y neuronas), requisito indispensable para probar la

multipotencialidad de las NSCs (Figura 6).
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Figura 6. Establecimiento de un cultivo de neuroesferas de tectum murino. A. Cultivo de
Neuroesferas tectales de embrién E18,5 crecido en suspensién en modo proliferativo B. Detalle
de una Neuroesfera tectal proveniente de un embrién E13,5. La flecha indica una neuroesfera
considerada durante el conteo en el ensayo clonal. C. Inmunofluorescencia sobre células
diferenciadas por 5 dias segin se indica: anti Marcador Oligodendrocitco O4
(O4,0ligodendrocitos), anti Proteina Acida Fibrilar Glial (GFAP; Astrositos), anti 8 Tubulina il
(Tuj1; Neuronas) y anti Pax2 (Pax2; marcador de cerebro medio), a su vez las células fueron
tefiidas con DAPI para visualizacion de los nlcleos. GFAP, 04 y Pax2 en verde, Tuj1 en rojo.
La barra representa 250 ymen A; 50 umen By C.
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5.2. Ciclopamina disminuye la generacién de neuroesferas tectales en Ensayos
Clonales.

Luego de obtener el cultivo de neurcesferas tectales es que se decide investigar la
posible funcién de la via Shh en la conducta de las NSC's. Para ello se llevaron a cabo
ensayos de dilucidon clonal en cuitivos de neuroesferas tectales de dos estadios
embrionarios distintos (E13,5 y E17,5), en presencia o no de ciclopamina, un potente
inhibidor de la via de Shh (5 y 10 uM). Se utiliza como control EtOH absoluto, el
vehiculo para disolver la ciclopamina. De esta forma se pretende determinar el efecto
directo de la ciclopamina en la generacién de neuroesferas y, de manera indirecta, en
la sobrevida de las células troncales tectales. Esto ultimo, considerando que cada
neuroesfera en este ensayo necesariamente es generada a partir de una célula troncal
tnica que fue capaz de seguir dividiéndose. Los resultados permiten afirmar que la
ciclopamina es capaz de afectar negativamente la generacién de neuroesferas de
forma dependiente de su concentracién y por ende la division de la célula froncal. Cabe
mencionar la existencia de neuroesferas cuyo crecimiento se observa detenido en
presencia de ciclopamina, no alcanzando asi el tamafio necesario para llevar a cabo un
pasaje, incluso prolongando el tiempo de incubacién. Estas neuroesferas no fueron

consideradas al momento del conteo del ensayo clonal. (Figura 7).
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Figura 7. Generacion de neuroesferas tectales en presencia de ciclopamina. Para determinar la
generacion de neuroesferas se sembraron de 1 a 2 células por pl en presencia de ciclopamina
(5 y 10 puM) versus control en que se us6 EtOH, en una placa de 24 pocillos con 500 i totales
(ver materiales y métodos). Al séptimo dia de cultivo, se cuenta el numero de neuroesferas
individuales generadas bajo lupa (2 contadores independientes). Se considera sélo a aquellas
neuroesferas con el tamafio suficiente para un pasaje, descartandose aquellas en que su
crecimiento se observa detenido (circulo Figura 7B). A. Graficos del nimero de neuroesferas
generadas en presencia o no de ciclopamina. B. Foto bajo lupa de neuroesferas en placa
control versus presencia de ciclopamina (aumento20X). Para cultivo E13,5 (n=3) y E17,5 (n=5)
(replicas en cada experimento: controles 6, ciclopamina 4). Dos contadores indepedientes -
student p<0,01. La barra representa 500 pym.
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5.3. Shh afecta la proliferacion de NSP’s en cuitivos de células troncales y de
explantes tectales de embriones.

Se llevaron a cabo ensayos de proliferacion frente a diferentes estimulos tanto en
NSP’s como en explantes tectales. NSP's tardias (E17,5 y E18,5) crecidas en
presencia de EGF junto con FGF2, fueron tratadas con o sin ciclopamina 10 pM. La
cuantificacién de la incorporacién de BrdU de las NSP's arroja una disminucién en el
ntmero de células troncales durante la embriogénesis tardia (Figura 8). Se observa lo
mismo para un cultivo E13,5 (no se muestran datos).

Por el contrario en explantes tectales tratados con microesferas embebidas en Shh o
con el factor de crecimiento aplicado directamente al medio de cultivo (Figura 9), se
observa un aumento en la incorporacion de BrdU para explantes tardios (E18,5). Se
obtiene la misma tendencia en explantes de estadios mas tempranos (E11,5 y iE12,5).
Para evaluar si el papel de Shh es a nivel de la sobrevida de las NSP's, se realizé un
analisis de los niveles de muerte celular en los cultives. No se observan diferencias
significativas en el nimero de células muertas entre los explantes tratados versus no
tratados con ciclopamina, esto se determiné mediante un ensayo de TUNEL (Figura
10). En explantes tratados con cicloplamina se observa una disminucién en la
transcripcion de gli1, gen diana de la via de Shh, lo que confirma que la droga esté
efectivamente actuando en la inhibicion de la via. Por el contrario Shh en tanto

promueve un aumento de la transcripcion de gfi1 (Figura 11).
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Efecto de la Ciclopamina en la proliferacién de
células trocales tectales de embriones tardios

e

E 100 -

< -

% 80 n=4
B 60

@

s ‘0

3 i
O

o 0- -

ES Control Ciclopamina 10pM

Control Ciclopamina

Figura 8. A. Efecto de la Ciclopamina sobre la proliferacién de células troncales tectales en la
embriogénesis tardia (E17,5 y E18,5). B. Inmunofiuorescencia anti BrdU (rojo) sobre células
troncales tectales adheridas tratadas y tefiidas con DAPI (azul) para visualizacién de los
nicleos. Neuroesferas de tectum fueron disociadas y sembradas en presencia de factores de
crecimiento (FGF2 y EGF) para al dia siguiente ser tratadas con y sin (control) ciclopamina 10
MM durante 8 horas, 2 horas previas al fin del tratamiento se aplicé un pulso BrdU para luego
llevar a cabo la inmunofiuorescencia anti BrdU y contra-tefiidas con DAP!. (n=4 por triplicado, 2
contadores independientes) t-student p<0,001. La barra representa 20 um.
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Figura 9. Proliferacion en explantes tectales tratados con ganancia o pérdida de funcion de
Shh. A. Inmunofluorescencia anti BrdU en explantes tectales tratados. Explantes tectales de
embriones E18,5 fueron tratados con micro esferas embebidas (flecha) en solucién con BSA
(control) y solucion de Sonic Hedgehog 1ug/ul (Shh). Se aplica un pulso de BrdU durante 3
horas y se cultiva durante 48 horas, para luego llevar a cabo una Inmunofluorescencia anti
Brdu. Mediante microscopia confocal se determina la intensidad de las células Brdu positivas en
un area de 0,3 cm2 mostrando un aumento en presencia de Shh. Similares resultados se
obtuvieron en E11,5 (no se muestran resultados). Numero de explantes evaluados n=5 por
condicion. La barra representa 165 um. B. Proliferacién de explantes tectales de embriones
E18,5. Explantes de tectum fueron crecidos en medio de explantes en presencia de FGF2, EGF
y Shh 10nM respectivamente y se cultivan durante 48 horas. Posteriormente son disociados
mecanicamente y plaqueados por 24 horas. Previa fijacion se aplica un pulso de BrdU para
luego llevar a cabo una Inmunofluorescencia anti Brdu, a su vez las células son teflidas con
DAPI para visualizar los nicleos. El gréfico se construye a partir del nimero de células BrdU
positivas por sobre el total de células (DAPI positivas) (n=3, 2 contadores independientes). El
cultivo crecido en EGF 1ng/mL no muestra diferencias significativas respecto al control. t-
student para EGF 10ng/mL, FGF 10ng/mL, Shh 10 nM + EGF 1ng/mL y Shh 10 nM p<0,01.
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Efecto de la ciclopamina sobre la muerte celular
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Figura 10. A. Muerte celular en explantes tectales de embriones E18,5 tratados con
ciclopamina. B. Ensayo de TUNEL en explantes tectales disociados. Explantes de tectum
fueron crecidos en medio de explantes en presencia de ciclopamina 10 uM versus control sin
ciclopamina y se cultivaron durante 48 horas. Posteriormente fueron disociados mecanicamente
y plaqueados por 24 horas. Luego se llevo a cabo un ensayo de TUNEL mediante el Kit “In situ
cell death, Detection Kit, POD”. El grafico se construye a partir del numero de células
fluorescentes por sobre el fotal de células (contadas en contraste de fase; CF) (n=2 por
condicion). No existen diferencias significativas. La barra representa 50um.
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Figura 11. Expresion de gli1 en explantes tectales tratados con ciclopamina. A. RT-PCR de
explantes tectales de embrion E17,5. B. Efecto de la ciclopamina sobre la expresion de gli1 en
explantes tectales de embrién E15,5. Utilizando el programa “Image J' se mide la intensidad de
gli1 y hprt como control de carga en el gel. Luego se grafica la intensidad relativa de gli1 por
sobre hprt en la situacién control versus presencia de ciclopamina (se muestra como ejemplo
uno de 2 experimentos). Ciclopamina (Cyc); Control (Con).
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5.4. El receptor de EGF (EGFR) se expresa en células troncales y explantes
tectales y es modulado por la via de Shh.

Los experimentos anteriores dan cuenta de una regulacién por parte de la via
de Shh en la proliferacién. Frente a la pregunta de sobre qué mecanismos dicha
regulacién es llevada a cabo, es que se considera la interaccién con otras via
encargadas de la proliferacion. Existen antecedentes de explantes corticales tratados
con EGF y Shh (Palma 2004) donde se muestra un aumento en la proliferaciéon. Sin
embargo, en aquellos crecidos en presencia de EGF y Shh juntos, el incremento en Ia
proliferacién esta por sobre los tratados independientemente. Es posible entonces
relacionar a la via de EGF con la regulacién de la proliferacion por parte de la via de
Shh. Datos del laboratorio muestran que cambios en la via de EGF trae como
consecuencia modificaciones en la expresion del receptor de EGF (EGFR) en corteza.
Primero, mediante westernblotting se confirmé la expresion de EGFR en los explantes
tectales (E18,5) igual que en corteza y a diferencia que en tegmentum. Ademas, se
llevaron a cabo experimentos de pérdida de funcién de la via de Shh, estos en NSC's
generadas a partir de embriones en etapas tardias de desarrolle (E17,5 y E18,5)
crecidos en presencia de ciclopamina 10 pM. Mediante inmunofluorescencia anti EGFR
se observo como éste receptor se encuentra expresado en un alto porcentaje y como
la ciclopamina genera una disminucion en la expresion EGFR (figura 12). Coincide esto

tltimo con la baja en la proliferacion en NSC's crecidas en ciclopamina.
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Figura 12. Expresion del receptor de EGF (EGFR) en el tectum. A. Efecto de la Ciclopamina
sobre la expresion de EGFR en células troncales de tectum tardio. B. Expresion de la proteina
EGFR en explantes de tectum de embrion E18,5. Se preparé un extracto proteico total a partir
de explantes tectales de embriones crecidos en medio de explantes. Las proteinas fueron
resueltas en un gel de SDS - Polyacrilamida al 10%. Mediante el uso de un anticuerpo policlonal
que reconoce un dominio extracelular de la proteina EGFR, el cual fue donado por el Dr.
Alfonso Gonzalez, ésta fue visualizada. C. Inmunofluorescencia anti el receptor de EGF (EGFR,
verde). Neuroesferas de tectum E18.5 fueron disociadas y sembradas en presencia de EGF
para al dia siguiente ser tratadas con ciclopamina 10 pM y EtOH (control) durante 8 horas,
luego se llevo a cabo la inmunofluorescencia anti EGFR, a su vez las células fueron tefidas con
DAPI. (n=4, 2 contadores independientes) t-student p<0,001. La barra representa 50 um. Tg
(tegmentum); Tc (tectum) y Ctx (corteza).
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5.5. Diferenciacién en cultivo de células froncales y explantes tectales de
embriones en respuesta a Shh.

Los resultados obtenidos indican que la inhibicidbn de la via de Shh trae
alteraciones en la proliferacién de las células tectales. Para determinar si cambios en la
via de Shh también traen consecuencias en el fenémeno de diferenciacion, se llevaron
a cabo varios ensayos de ganancia y pérdida de la via, tanto en NSC’s como explantes
tectales,

En NSC’s E17,5 y E13,5; cultivadas en presencia de ciclopamina se observo
una disminuciéon en el nGmero de astrositos (identificados mediante
inmunofluorescencia anti GFAP), prevaleciendo un tipo de morfologia particular con
fenotipo lineal (ésta Ultima observacién no publicada) (Figura 13). También se nota una
disminucién en el nimerc de neuronas generadas, esto visualizado mediante
inmunofluorescencia anti MAB1B (Figura 14).

En explantes tectales en presencia de Shh se observé un aumento en el
numero de neuronas. Esto se advierte tanto en explantes tectales tempranos mediante
Inmunofluorescencias anti Tuj1 E12,5 (misma tendencia en explante E11,5, no se
muestran datos) como en explantes tardios E18,5 mediante Inmunofluorescencias anti
MAP1B (Figura 15). A su vez, en experimentos de pérdida de funcion utilizando

ciclopamina 10 uM, el nimero de astrocitos también disminuyd. (Figura 16)
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Figura 13. Efecto de la Ciclopamina en la diferenciacién de astrocitos a partir de células
troncales tectales. A. Generacion de Astrocitos a partir de células troncales tectales E13,5 y
E17,5 crecidas en presencia de ciclopamina. B. Inmunofluorescencia anti Proteina Acida Fibrilar
Glial sobre células troncales diferenciadas E13.5. Neuroesferas de tectum E13.5 y E17,5 fueron
disociadas y sembradas deprivadas de factores de crecimiento (FGF2, EGF) en presencia o
ausencia de ciclopamina 10uM, permitiendo la diferenciacién celular. Luego de 5 dias de cultivo
se lleva a cabo la inmunofiuorescencia anti Proteina Acida Fibrilar Glial (GFAP; Astrocitos), a su
vez las células fueron tefiidas con DAPI. Se grafica el porcentaje de células GFAP positivas por
sobre el total de células DAPI positivas. (n=3, 2 contadores independientes) En el caso E13,5 t-
student p<0,01; para E17,5 p<0,02. La Barra representa 50 pm.
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Figura 14. Efecto de la Ciclopamina en la generacién de neuronas a partir de células troncales
tectales. A. Generacion de Neuronas a partir de células troncales tectales E17,5 crecidas en
presencia de ciclopamina. B. Inmunofluorescencia anti Map1B, sobre células troncales
diferenciadas E17,5. Neuroesferas de tectum E17,5 fueron disociadas y sembradas deprivadas

de factores de crecimiento (FGF2, EGF) en presencia o ausencia de ciclopamina 10uM

permitiendose la diferenciacion celular. Luego de 5 dias de cultivo se lleva a cabo la

Inmunofluorescencia anti Proteina asociada a microtubulo 1B (MAP1B; Neuronas en rojo). A su
vez las células fueron teflidas con DAPI (azul). Se grafica el porcentaje de células MAB1B;

células DAPI positivas. (n=3, 2 contadores independientes). t-student p<0,01; La barra

representa 20um.
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Figura 15. Generacion de neuronas en explantes tectales de embriones tratados. A.
Generacion de neuronas en presencia de Shh y FGF en explante tectal de embrién E12,5. B.
Generacion de neuronas en presencia de EGF, FGF o Shh respectivamente, en explante tectal
de embrion E18,56. C. Inmunofiuorescencia anti Tuj-1 en explantes tectal E11,5, microscopia
confocal. Se determina como neurona claramente diferenciada aquella cuyas prolongaciones
son a lo menos dos veces su soma (ver barras verdes). D. Inmunofluorescencia anti Map1B en
explante tectal. Explantes tectales de embriones E12,5 y E18,5 fueron cultivados sin
tratamiento (control); Sonic Hedgehog 10 nM , FGF2 10 ng/mL o EGF 10 ng/mL por 48 horas.
Fueron disociados, plaqueados y fijados a las 24 horas para llevar a cabo una
inmunofluorescencia anti Tubulina (Tuj1) y Inmunofluorescencia anti Proteina asociada a
microtdbulo 1B (MAP1B) respectivamente. A su vez las células son teflidas con DAPI. El
grafico se construye a partir del numero de células MAP1B o Tuj1 positivas por sobre el total de
células DAPI positivas. t-student p<0,001 para Shh 10nM; FGF no muestra diferencias
significativas (A).. En (B) (n=2, 2 contadores independientes). t-student p<0,05 para FGF
10ng/mL; p<0,001 para Shh 10nM. La barra representa 20 um.
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Figura 16. Generacién de Astrocitos en explantes tectales de embriones tratados. A.
Generacion de Astrocitos en explantes tectales E18,5 crecidos en presencia de ciclopamina. B.
Inmunofluorescencia anti Proteina Acida Fibrilar Glial sobre células troncales diferenciadas
E13.5. Explantes de tectum fueron crecidos en medio de explantes en presencia de ciclopamina
10 uM y se cultivan durante 48 horas. Posteriormente son disociados mecanicamente,
plaqueados y fijados a las 24 horas. Luego se lleva a cabo una Inmunofiuorescencia anti GFAP
(E18,5), a su vez las células son tefiidas con DAPI. El grafico se construye a partir del numero
de células GFAP positivas por sobre el total de células DAPI positivas (n=2, 2 contadores
independientes). t-student p<0,001. La barra representa 50 pm.
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6. DISCUSION

La via de Shh representa uno de los mejores ejemplos de conservacion y
versatilidad en los procesos de desarrollo embrionario. El accionar de Shh ha sido
implicado en la formacién de mas de 20 tejidos y érganos. En el sistema nervioso
central en particular ha sido descrita una funcién temprana como morfégeno y también
como mitégeno en estadios embrionarios tardios, funcién corroborada desde varias
aproximaciones experimentales y en diferentes modelos de vertebrados. En el
telencéfalo de ratén en estadios tempranos de la embriogénesis (E9) Shh regula el
patterning inicial de las estructuras dorsales y ventrales, en forma similar a su funcién
clasica descrita en la médula espinal. En tanto, a mediados del desarrollo embrionario
(E9-E12) se ha observado que se encarga de la especificacién de los oligodendrocitos
y postnatalmente, de mantener nichos de NSC's en la zona subventricular de esta
estructura. En el diencéfalo en etapas tempranas es requerido para la separacién de
los campos oculares bilaterales, como también en establecer el patterning diferencial
en el eje antero-posterior. En cerebelo estd regulando la proliferacion de células
granulares y en la foliacién de esta estructura durante la embriogénesis tardia y
postnatal. Por ofro lado, se le ha involucrado en fenémenos como la generacion de
ceélulas gliales, la mantencion de nichos de células troncales y en guia axonal. De estos
antecedentes se desprende que la sefial Shh influencia fuertemente el desarrolio del
cerebro, siendo su efecto contexto-dependiente y la respuesta celular proliferacion,
diferenciacién o muerte una opcion finamente regulada en cada nicho neurogénico
(Figura 17). En el cersbro medio, que es la zona en que se enmarca esta memoria, a
la fecha sdlo se describe a Shh como encargado de regular en etapas tempranas

(E8,5-E12) el patterning dorso-ventral, asi como la expresién del llamado organizador
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del cerebro medio-posterior FGF8, que se expresa a nivel del organizador istmico,
comandando la diferenciacién de neuronas dopaminérgicas a nivel del mesencéfalo
ventral (M. Fuccillo y cols. 2006). Resulta interesante entonces estudiar el papel
potencial de Shh en el desarrollo del cerebro medio en un contexto totalmente
diferente, es decir, en su parte dorsal (tectum) y en etapas tardias del desarrollo.
Determinar si Shh esta involucrado en su crecimiento y si el efecto mitbgeno antes
descrito para otras estructuras dorsales del SNC se mantiene en esta regién. Ademas
interesa saber que cambios regula a nivel de la diferenciacion celular, mas atn que
estos fenémenos a la fecha no se han estudiados para el mesencéfalo. Al mismo
tiempo, interesa estudiar si la regulacién ejercida por Shh en el tectum es similar en
cuanto a mecanismo de accion a lo observado en el laboratorio en otras estructuras
dorsales del cerebro como la corteza, especificamente a la respuesta proliferativa
mediada por modulacion de receptores de EGF.

Mouse PO Hippocampus |Superior colliculus

Neocortex

Tegmentum 1\ &£
VERVE fheianwe S = \
Striatum ~ =
T =

il ,,/ | Medulla Spinal cord
aa L SR
i e Hypothalamus b s

—

= Células que producen Shh

Figura 17. Diagrama de la localizacion y respuesta a Shh. En éste diagrama de una seccién
sagital de cerebro de ratén PO, se muestra la expresion capa-especifica de Shh en regiones
dorsales. Los resultados obtenidos en por el laboratorio para la corteza cerebral y para el
tectum, durante esta memoria, son similares a los detectados en cerebelo. Estos demuestran
que la via de Shh-Gli tiene en general un papel controlando, en el cerebro dorsal, el nimero de
celulas progenitoras que se generan. Las flechas representan la accién de Shh a distancia de
las neuronas, éste se produce en las placas neocortical y tectal, o en la capa de Purkinje
(demostrada aqui en rojo). A su vez se muestran las zonas que responden a Shh, zonas
ventricular/subventricular en el neocortex y el tectum, o la capa germinal externa en el cerebelo
(demostrado en azul).
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6.1. Generacioén de un cultivo de células troncales de tectum.

Para poder llevar a cabo este trabajo fue necesario poner a punto diversas
técnicas de cultivo celular no descritas en la literatura para el tectum al momento de
comenzar esta memoria, como la generacion de un cultivo de neuroesferas.

La ventana temporal elegida para obtener un cultivo de neuroesferas a partir de
embriones de ratén y estudiar el fendmeno de crecimiento del tectum fue la adecuada.
Esto basado en los trabajos de Edwards MA. y col. 1986 y Alvarez-Bolado G. 1999, en
los cuales se muestra que entre los estadios E11,5 y PO ocurren los mayores cambios
en cuanto a proliferacion y diferenciacién celular en el coliculo superior de ratén.

Durante el pasaje 4 en el cultivo E16,5 se muestra como el cambio de medio
favorece a [a expansion de este (Figura 5C). Asi, en adelante los cultivos crecidos en
“‘medio de neuroesferas tectales” obtienen una mayor cantidad de células al final de un
pasaje y alcanzan un mayor nimero de “pasajes” que los crecidos en “medio de
neuroesferas corticales”, este Ultimo usado en Palma y cols. 2004. Cabe sefialar que
el “medio de neuroesferas tectales” esta preparado en DMEM/F12 y no incorpora el
suplemento N2 sino que contiene B27, este Ultimo libre de suero. Esta salvedad es
necesaria ya que una posible explicacion a la diferencia en los resultados en Ia
identidad regional de los cultivos de NSC's, como en lo referente a los marcadores
celulares obtenidos por los distintos autores (ver discusidn mas adelante), es que éstos
no utilizan los mismos medios de cultivo ni las mismas concentraciones de factores de
crecimienio (Santa-Olalla y col, 2003; Moses D. y cols. 2006). Asi no es posible
encontrar contradicciones entre experimentos en contextos diferentes ya que estos no

son comparables.
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Por otro lado, la obtencion del cultivo desde el pasaje 1 en presencia de FGF2
solo se observa en E12,5 (no se muestran datos). En el pasaje E18,5 I, sélo después
de crecer primero en presencia de EGF y FGF2, se obtiene un cultivo que se mantenga
en presencia de FGF2 (Figura 5D), pero éste no prospera. Estos datos coinciden con la
idea de sucesién en la respuesta a factores de crecimiento por parte de las células del
mesencéfalo, primero respondiendo a FGF2 en etapas tempranas del desarrollo,
pasando luego por un periodo de reaccién conjunta tanto a EGF y FGF2 y por (ltimo
preferentemente a EGF en etapas tardias (Santa-Olalla y Covarrubias, 1999). Asi, los
cuitivos primarios de células de tectum solo responden a FGF2 en estadios del
desarrollo temprano como en E12,5. En los cultivos tardios, sin embargo, no se
observan grandes diferencias entre los crecidos tanto en EGF y FGF2, como en los
cultivados solo en EGF.

La obtencién de los fres tipos principales de células del sistema nervioso
detectada a través de inmunofluorescencias (anti O4, Tuj-1 y GFAP), sumado a la
capacidad de generar neuroesferas, dan cuenta del establecimiento de un cultivo
murino de células troncales multipotencial. Los ensayos de diferenciacién se llevaron a
cabo en los diferentes cultivos como control, solo como ejemplo se muestra un cultivo
E18,5 (Figura 6). A diferencia de lo obtenido por Moses D. y cols. 2006, nos fue
posible generar neuronas, sin embargo, cabe sefialar que este Ultimo grupo llevd a
cabo sus experimentos en células crecidas sélo en EGF, por lo que el efecto de FGF2

en la generacién de neuronas debe ser considerado.
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6.2. Ensayos Clonales de neuroesferas tectales.

Ante la inexistencia de marcadores celulares que permitan distinguir entre una
célula troncal y una progenitora; y considerando ademas que en un cultivo de
neuroesferas existen estas poblaciones heterogéneamente, es que se decide realizar
un ensayo clonal. Es posible asi determinar de manera directa que cantidad de células
mantienen su capacidad de proliferacion y corresponden a células troncales
verdaderas, multipotenciales y con capacidad de generar una nueva neuroesfera in
vitro . Los ensayos clonales se realizaron en medio de neuroesferas tectales a dilucion
en presencia de EGF y FGF2, de esta forma se registra como la ciclopamina
(blogueador de la via de Shh) es capaz de inhibir el efecto de ambos factores de
crecimiento, observandose una disminucién en la generacién de neuroesferas en
aquellas crecidas en presencia de la droga (Figura 7, no se muestran graficos de los
pasajes de estos cultivos). Se observa ademas cémo las neuroesferas generadas en
presencia de ciclopamina en un  momento dado detienen su crecimiento,
observandose en general un menor tamafio de éstas en comparacion con las
controles, a veces no alcanzando los tamarios requeridos (se discute mas adelante)
para ser consideradas en el contéo.

El porcentaje de generacién de neuroesferas en estadios tempranos es similar
al obtenido por Santa Olalla y cols. 2003. Por otro lado estos resultados difieren de los
registrados por Moses D y cols. 20086, quienes obtienen una generacion menor de
neuroesferas. Esto a pesar de que en este estudio solo se considerd como neuroesfera
a aquella que cumpliera con el criterio de estar lista para un “pasaje”, es decir, con un
tamano superior a los 250 ym. Se debe tomar en cuenta que en de los casos

considerados los medios de cultivo son diferentes, lo mismo ocurre con las condiciones
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de densidad celular, factores importantes a la hora de generar un cultivo de

neuroesferas.,

6.3. Proliferacién evaluada en cultivos de células troncales y en explantes tectales.

Las células troncales crecen en forma de neuroesferas en suspension en el
medio, pero se ha descrito que también lo hacen adheridas a una superficie cubierta de
poliornitina-laminina. En presencia de estos componentes de matriz, ellas mantienen
su crecimiento sin perder su calidad de células multipotenciales (Reynolds y Weiss,
1996. Palma y cols. 2004). Basandose en este antecedente se estudid en este trabajo
el efecto sobre la proliferacion de células troncales de tectum en presencia de
ciclopamina, llevando a cabo inmunofluorescencias anti BrdU en cultivos crecidos en
dichas condiciones.

Al graficar el numero de células BrdU-positivas por sobre el total de células (DAPI
positivas), se obtiene una real estimacién de las células en divisién celular, viéndose
afectada esta misma en presencia de ciclopamina 10 pM. (Figura 8). En principio, este
efecto de la ciclopamina podria deberse a un aumento en la muerte celular. Se han
descrito efectos citéxicos para este alcaloide, pero no en NSC’s (Mimeault M. y cols.;
Shafaee Z. y cols. 2006). De todas maneras, para descartar esta posibilidad se realizé
un ensayo de TUNEL con el fin de estimar muerte celular, no encontrandose
diferencias significativas entre el control y el cultivo tratado con ciclopamina 10 pM
(Figura 10). Estos resultados, sumados a los obtenidos en los ensayos clonales, son
evidencia directa de que la via de sefializacién de Shh en el tectum, al igual que en
otros derivados dorsales de desarrollo tardio como son corteza y cerebelo, funciona

como mitdégeno para células troncales y progenitoras.
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El trabajo en explantes tectales, por otro lado, intenta acercarse a un modelo
mas cercano a la situacién “in vivo”. En éste no se encuentra sélo una poblacién de
NSC’s, sino que existen diversos tipos celulares diferenciados en proporciones que
varian de acuerdo al estadio de gestacién, como también precursores ya
comprometidos a linajes neuronales y gliales. (Dahmane y col, 2001), conservando la
organizacion del tejido (Figura 1). Ademas existen otros factores involucrados en
proliferacién y diferenciacion, no sélo EGF y FGF. Es en estos explantes donde se
llevaron a cabo experimentos de ganancia de funcidén en presencia de Shh, y se
registra un aumento en la proliferacion. Sin embargo, no se puede descartar que mas
de una via de sefializacién esté involucrada en este incremento, ya que se observa que
Shh por si s6lo no es capaz de generar un real aumento. Datos del laboratorio en
corteza muestran que Shh es necesario pero no suficiente para generar una respuesta
proliferativa. No deja de ser interesante que en los experimentos en explantes
‘tempranos” se observa una mayor proliferacion en FGF por sobre Shh (no se
muestran datos), lo que se invierte en el caso de usar explantes tardios. A su vez en
explantes tardios crecidos en EGF se observa un aumento en la proliferacion. Esto
coincide con los datos de [a literatura ya mencionados acerca de la posible sucesién de
respuesta proliferativa a FGF y luego EGF. Datos obtenidos en nuestro laboratorio
muestran como en etapas tardias del desarrollo un cultivo cortical responde a EGF,
expresa este receptor y éste se encuentra activo. Los experimentos con microesferas
embebidas en Shh presentan una ventaja por sobre la aplicacion directa al medio, con
las microesferas es posible graduar la cantidad de Shh a disposicion del explante.
Mediante este experimento se pretendia generar una gradiente de concentracion de
Shh, emulando la gradiente que se genera desde ventral a dorsal y asi determinar qué

concentracion de Shh es necesaria para obtener incrementos en la proliferacion. Estos
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experimentos no se podian realizar en cultivo de neuroesferas. Sin embargo las
concentraciones usadas en estas microesferas parecieron ser muy altas. Si bien no se
muestran gréficos de estos experimentos, [a tendencia sigue siendo un aumento de las
células BrdU positivas en presencia de Shh (Figura 9). Por las razones anteriormente
expuestas, hoy en dia como aiterna:[iva en el laboratorio se plantea establecer un
cultivo tridimensional de células madre neuronales, en el que se pueda evaluar la
proliferacién y diferenciacién celular de dichas células de una forma similar a como lo
harfan in vivo. Estos sistemas de cultivo tridimensional permiten mimetizar a la matriz
extracelular nativa y probablemente mantener las relaciones célula — célula y célula —
matriz extracelular. (O’Connor y col, 2000; O"Connor y col 2001; Fitzgerald y col 2004).

La concentracién a la que la ciclopamina fue utilizada es capaz de afectar la via
de Shh en explantes tectales. Como evidencia se muestra un RT PCR, en el que el
gen regulado directamente por Shh gfi7 disminuye su transcripcién en explantes E17,5
tratados con la droga. En explantes E15,5 se muestra un grafico generado a partir de
mediciones de intensidad para un dato de un total de dos donde se observa la misma
tendencia. Asi el modelo de inhibicion farmacolégica de la via shh tiene efectos a nivel
transcripcional y concuerda con el modelo del codigo Gli donde Shh regula

positivamente al gen diana gfi1.
6.4. Expresién del receptor de EGF (EGFR) en células troncales y explantes tectales.

A raiz de resultados anteriores del laboratorio se postula de que el cambio en la
respuesta a los factores de crecimiento, desde FGF hacia EGF, por parte de los nichos

de células troncales es generado por un aumento en la expresion del receptor de EGF.

Esto se ha demostrado para la neocorteza donde existe un nivel de expresién de este
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receptor en un alto porcentaje de células progenitoras durante la embriogénesis tardia.
Ademas existe el antecedente de que la presencia conjunta de EGF y Shh, potencia la
respuesta proliferativa de explantes corticales, por sobre los tratados de forma
independiente con cada factor (Palma y cols. 2004). Shh podria entonces modular la
proliferacion, a través de la regulacion de EGFR. Mediante westernblotting a partir
extractos proteicos de explantes fue posible detectar una fuerte expresién de EGFR
tanto en tectum como en corteza, contrario a lo que se observa en el mesencéfalo
ventral/tegmentum (Figura 12). Asi, se decidié determinar si el tectum se comporta
como la corteza y si Shh esta involucrado también en la formacién de esta estructura
dorsal, cooperando con la via de EGF. Para ello se llevan a cabo expetimentos de
perdida de funcién en células troncales tectales crecidas en presencié de ciclopamina
10 pM. Mediante inmunofluorescencia anti EGFR es posible observar como éste, al
igual que en corteza, se encuentra expresado en un alto porcentaje de las células
troncales tectales control. Esto Ultimo no es de extrafiar debido a que estamos en
presencia de un cultivo que responde a EGF y que se encuentra en constante
proliferacion, ademds de provenir de una etapa tardia del desarrollo. La pérdida de
funcion de Shh genera una disminucion en casi del 50% en la expresion de EGFR.
Estos resultados relacionan a la expresién de EGFR con la presencia de Shh pero no
confirman que este Ultimo sea lo que provoque el cambio de respuesta de FGF a EGF,
antes mencionado. Sin embargo, datos de laboratorio en corteza dan cuenta de un
papel de modulador de la respuesta proliferativa frente a EGF, por parte de Shh, al
regular no sélo la proteina sino también la actividad de la via de EGF (datos no

publicados).
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6.5. Diferenciacién en cultivo de células troncales y explantes tectales de embriones

en respuesta a Shh.

Una posible interpretacion de los resultados en los que existe perdida de
funcién, puede ser que debido al bloqueo de la via de sefializacién de Shh, encargada
de mantener a las células proliferando, se provoque el arresto mitdtico de estas
mismas, generandose un aumento en la diferenciacion de neuronas y/o glia. Durante
los ensayos de diferenciacion en células troncales, las crecidas en ciclopamina
presentaban en general un mejor aspecto en cultivo. Se observan diferencias en
cuanto al numero total de astrositos generados a partir de células troncales crecidas en
ciclopamina, siendo éste menor en presencia de la droga (Figura 13). Por otro lado, se
observa un aumento significativo en la generacién de astrocitos con fenotipo lineal en
presencia de ciclopamina (no se muestran datos). Estas células GFAP+, han sido
consideradas progenitoras gliales, es decir, células con caracteristicas de célula madre
pero ya comprometidas a un linaje glial (Bonaguidi MA y cols. 2005).

Un trabajo reciente hace referencia a EGFR como el encargado de controlar la
capacidad de transducir la sefial de Leukemia Inhibitory Factor (LIF) como inductor de
astrocitos durante el desarrollo en la corteza, sin embargo, sefiala que LIF no es
indispensable para la generacion de éstos. Asi, en progenitores con ninguna {mutantes
nulos) o baja (tempranos) expresion de EGFR, interpretarfan a LIF para la generacion
de neuronas, por el contrario, progenitores con alta expresion del receptor (tardios o
sobrexpresién) darfan origen a astrocitos. Cabe sefialar que en este trabajo, no se
consideran distinciones entre los tipos de células GFAP+ generadas (estrelladas

versus lineales) (Viti J y cols. 2003). Si consideramos a la ciclopamina como un
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inhibidor parcial de la expresion de EGFR, es de esperar una baja en la generacién de
astrocitos a partir de células troncales. En nuestro trabajo tampoco se hacen
distinciones entre los tipos de astrocitos generados, y no se explica el aumento en
aquellos con morfologia lineal debido a que estos son sélo resultados preliminares
posibles de abordar en mayor profundidad a futuro.

El porcentaje de generaciéon de astrocitos en células troncales es similar al
obtenido por Moses D. y cols. 2008, este nimero es mayor que el generado en los
experimentos realizados con explantes. Se debe tomar en cuenta que existen
diferencias entre ambas aproximaciones experimentales, lo mismo para el caso de Ia
generacion de las neuronas (que se discute mas adelante). En explantes tectales se
registran también diferencias entre los astrocitos generados en presencia o no de
ciclopamina, observandose la misma tendencia a ia disminucién de estos que en los
cultivos de NSC's. (Figura16).

Se ha descrito la imposibilidad de generar neuronas a partir de células troncales
de la zona dorsal del mesencéfalo, sin embargo, dichos cultivos fueron de estadios
mas tempranos y sélo crecidos en EGF (Moses D y cols. 2008). Los experimentos aqui
realizados demuestran lo contrario. Estos experimentos se realizaron en presencia de
FGF2 y EGF, registrandose al igual que en el caso de los astrocitos, un porcentaje de
neurohas mayor que en los explantes tectales. FGF aparece entonces, como un
agente importante en la generacién de neuronas a partir de células troncales, ya que
no fue posible generarlas en ausencia de este factor. Ademas existen antecedentes en
de que Shh modula también la respuesta a FGF (Brewster y col, 2000), esto
nuevamente nos lleva a pensar en la via de Shh como un agente no principal pero si
modulador de la respuesta a los diferentes factores que varian en el desarrollo.

Se utilizaron tres marcadores neuronales diferentes MAP1B, Tuj-1 y NeuroD (de este
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ultimo no se muestran datos) para asegurar la identificacién de neuronas. Es
interesante como la ciclopamina disminuye en un 50% el nimero de neuronas
(positivas para MAP1B), que se generan a partir de células troncales tardias (Figura
14). Se ha relacionado a Shh con la proliferacion de neuronas de diferentes zonas del
cerebro (Ye y cols., 1998; Dahmane N y Ruiz i Altaba, 1999; Soula y cols., 2001; Paima
y cols. 2005) pero a la fecha este es el primer estudio que se muestra en el tectum.

En los ensayos de ganancia de funcién llevados a cabo en los explantes
tectales, si bien el porcentaje de neuronas generadas en condiciones confrol es menor
que en caso del cultivo celular, Shh aumenta dicho porcentaje. Esto tltimo evidencia el
rol de Shh en la generacién de neuronas en el tectum (Figura 15). Cabe sefialar que a
generacion de neuronas, registrada en los explantes tectales tempranos crecidos en
FGF, no se diferencia del control. Sin embargo, en explantes tardios tanto el porcentaje
de neuronas, como la respuesta a este factor respecto al control, disminuye. Siguiendo
un modelo de respuesta secuencial a FGF y EGF durante el desarrollo por parte de las
células tectales, es de esperar una disminucion en la generacién de neuronas ya que
los progenitores son incapaces de responder a FGF durante la embriogénesis tardia.
Asi, el aumento en el nimero de neuronas generadas en presencia de Shh puede ser
explicado por un incremento en la cantidad de precursores neuronales. Esto ya sea
mediante la generacién seleccionada de este tipo celular a partir de las células
troncales o producto de una accion mitégena preferencial sobre esta poblacién. Pero
mediante los experimentos realizados no es posible determinar en cual de estas
alternativas Shh esta involucrado. Nuestros resultados con los ensayos clonales asi
como los datos de literatura en que se menciona a Shh como capaz de mantener

nichos de NSC's en adulte apoyan la primera idea.
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6.6. Discusion general

En etapas tardias, la ciclopamina es capaz de disminuir el efecto de FGF y EGF
en la proliferacién de células troncales. Por ofra parte, los explantes tectales crecidos
en Shh proliferan més que aquellos crecidos en EGF o FGF. Esto evidencia el posible
rol de Shh en mantener proliferando a las células troncales de tectum, sin embargo no
parece ser un factor indispensable en este fenémeno.

Basado en los datos obtenidos es posible suponer que FGF no tiene efecto
sobre la proliferacion de las células troncales tardias. Entonces la perdida de funcién
en la via de Shh mediante el uso de ciclopamina tiene un efecto sobre la sefializacion
mediada por EGF en la proliferacién. Ahora, dado que los explantes tardios crecidos en
Shh, proliferan mas que en sélo EGF, se debe considerar que existen diversos factores
de crecimiento que se conservan en el explante y diversas poblaciones proliferando
que responden de manera distinta, a diferencia de un cultivo altamente seleccionado
como es el de neuroesferas troncales.

Es posible que en el tectum exista en etapas tempranas una poblacion de células
troncales que responde principalmente a FGF, comprometiéndose esta
preferentemente a una poblacién de precursores neuronales apoyado por el efecto de
Shh. Mas tardiamente en el desarrollo, las células troncales responden a EGF
generando principalmente una poblacién de precursores gliales, Shh tendria efecto
sobre la mantencién de esta poblacion a través de sus precursores en conjunto son
EGF, modulando la accion de este tltimo. Tanto en el cultivo de células troncales como
en explantes tectales Shh tiene efectos sobre la expresién de EGFR, similar a lo que

ocurre en corteza.
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7+ CONCLUSIONES
Es posible concluir que en el tectum existe una poblacién de células troncales
que en etapas tardias de desarrollo es capaz de responder a la sefial de Shh
aumentando su proliferacién. Recapitulandose el efecto de éste descrito en otras
estructuras del desarrollo tardio dorsal como corteza y cerebelo. Dicha poblacion, al
igual que en corteza responde de forma secuencial a los factores de crecimiento FGF y
EGF. Shh actuaria modulando la respuesta a éstos factores de crecimiento. Ademas,

Shh favorece la generacion de neuronas.
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