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RESUMEN

Cxcrdb es un receptor de quimioquina involucrado en varios procesos de
migracion celular y guia axonal durante el desarrollo de pez cebra. En el sistema
nervioso cenfral embrionario, cxcr4b y sus ligandos sdfia y sdfib se expresan en
diferentes componentes del sistema habébulo-interpeduncular, sugiriendo que Ia
sefializacion de quimioquinas podria participar en el establecimiento de conectividad
asociado a este circuito neuronal. Para investigar este punto, analizamos la conectividad
neuronal en el sistema habénulo-interpeduncular de larvas mutantes que muestran
pérdida de funcién de cxcr4b (odysseus-/-). Se realizé inmunotincién contra a-tubulina
acetilada y la implantacién local de trazadores lipofilicos para revelar el esqueleto
axonal, lo que fue visualizado a través de microscopia confocal. Larvas mutantes
odysseus-/- exhibieron defasciculacion del ftracto habénulo-interpeduncular,
desorganizacion de la conectividad eferente habenular dentro del niicleo interpeduncular,
y proyecciones axonales ectdpicas que conectan los nucleos habenulares izquierdo y
derecho. La inyeccién de oligonucleétidos antisentido de tipo morfolino contra sdfla en
peces cebra silvestres y €l andlisis de mutantes de sdfla medusa-/- revel6 una fenocopia
de los defectos axonales observados en el tracto habénulo-interpeduncular de mutantes
odysseus-/-. Estudios en mutantes GFP-transgénicos demostraron que las proyecciones
ect6picas coxfrresponden a conectividad eferente habenular que exhibe errores de guia
axonal. En resumen, concluimos que ¢l sefialamiento Sdfla/Cxer4b participa en la guia

axonal del sistema habénulo-interpeduncular de pez cebra.
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ABSTRACT

Cxcr4b is a chemokine receptor involved in several processes of cell migration
and axonal guidance during zebrafish development. In the embryonic central nervous
system, cxcr4b and its ligands sdfla and sdf1b are expressed in different components of
the habenular-interpeduncular system, suggesting that chemokine signalling could
participate in the establishment of connectivity associated to this neuronal circuit. To
address this question, we analyzed neuronal connectivity in the habenular-
interpeduncular system of mutant larvae showing cxcr4b loss-of-function (edysseus-/-).
Immunostaining against a-acetylated tubulin and local implantation of lipophilic tracers
(DiD, DiA) were performed to reveal the axonal scaffold, which was visualised through
confocal microscopy. odysseus-/- mutant larvae exhibited defasciculation of the
habenular-interpeduncular tract, disorganisation of habenular efferent connectivity
within the interpeduncular nucleus, and ectopic axonal projections connecting left and
right habenular nuclei. Injection of morpholino antisense oligonucleotides against sdfia
in wild type zebrafish and analysis of the sdfla mutant medusa-/- revealed a phenocopy
of the axonal defects observed in the habenular-interpeduncular tract of odyssets-/-
mutants, Studies in GFP-transgenic mutants showed that ectopic projections correspond
to habenular efferent connectivity exhibiting axonal pathfinding errors. In summary, we
conclude that Sdfla/Cxcrdb signalling participate in axonal guidance of the habenular-

interpeduncular system of zebrafish,




INTRODUCCION

El epitdlamo es una subdivisién principal del diencéfalo que esta constituido por
la habénula, un niicleo par bilateral, y por el complejo pineal. Los niicleos habenulares
izquierdo y derecho presentan asimetrias estructurales en diversos vertebrados en cuanto
a diferencias de tamafo, organizacién neuronal, neuroquimica y conectividad. El
complejo pineal estd formado por el érgano pineal, localizado en Ia linea media del
diencéfalo dorsal, y por el 6rgano parapineal, una estructura que en algunas especies se
localiza a la izquierda de la linea media dorsal y que proyecta axones tinicamente hacia
la habénula izquierda, el nicleo habenular que desarrolla mayor contenido de neuropila
en pez cebra (Concha y cols., 2000; Concha y Wilson, 2001).

Por mecanismos genéticos afin no conocidos, los nicleos habenulares
desarrollan una red de conectividad axonal aferente y eferente que comunica regiones
del telencéfalo basal con el mesencéfalo ventral. En este sistema Ia habénula actda como
una estacién de relevo que integra funciones relacionadas al sistema limbico. Estudios
en diversas especies de vertebrados adultos han definido los nicleos aferentes y
eferentes de 1a habénula y su alto grado de conservacién (Sutherland, 1982). En general,
las aferencias habenulares provienen de micleos del teiencéfalo mientras que las
eferencias que nacen de ambos nicleos habenulares forman los fasciculos retroflexos
izquierdo y derecho que se extienden hacia el mesencéfalo ventral para conectar
predominantemente con los micleos interpeduncular (NIP) y del rafe, formandose asi el
tracto habénulo-interpeduncular. (H-IP). Estudios en peces cebra muestran que las
eferencias de la habénula izquierda y derecha no se distribuyen en forma homogénea ni
tampoco presentan una organizacién bilateral simétrica en el NIP; por el contrario, la
habémula izquierda proyecta diferencialmente a la regién dorsal mientras que la habénula
derecha lo hace a la regién ventral del NIP. Esta proyeccién asimétrica responde a una
diferencia izquierda-derecha prominente en la razén de tamafios de los submicleos
habenulares laterales y mediales que proyectan en forma especifica a regiones dorsales o

ventrales del NIP, respectivamente (Aizawa y cols., 2005).




Estudios recientes de morfologia y conectividad de neuronas individuales de
cada niicleo habenular indican que las neuronas de las proyecciones habenulares tienen
en comin una morfologia unipolar estereotipada y forman notables arborizaciones
terminales en forma de espiral dentro del NIP, una morfologia diferente a cualquier otra
clase de neuronas descritas a la fecha (Bianco y cols., 2008). Se describen dos subtipos
de arborizaciones terminales que difieren en la morfologfa de la ramificacién y en su
localizacién dentro del NIP. Ambos subtipos son elaborados por las neuronas de los
nicleos habenulares izquierdo y derecho, pero con frecuencias muy diferentes: un 83,8%
de las neuronas de la habénula izquierda elaboran arborizaciones terminales en forma de
clipula que abarcan extensas regiones dorso-ventrales, mientras que un 90,5% de las
neuronas de la habénula derecha elaboran arborizaciones terminales més planos que se
extienden en el eje antero-posterior. Estas diferencias dan cuenta de las asimetrias de
conectividad més evidentes que muestran la habénula izquierda y derecha.

Los micleos que dan origen a las aferencias habenulares han sido descritos
recientemente en larvas de pez cebra (Hendricks y Jesuthasan, 2007). Las aferencias
habenulares corresponden principalmente a axones que provienen de una region del
diencéfalo lateral que contiene neuronas de la eminencia taldmica. Estas proyecciones
neuronales terminan en la neuropila habenular ipsilateral y contralateral y, junto con los
axones que derivan de neuronas del tubérculo posterior y palio, cruzan la linea media via
Ia comisura habenular. Otras aferencias que provienen del telencéfalo dorsal llegan a la
habénula lateral a través de la estria medular. Un grupo de neuronas del palio terminan
solamente en la habénula derecha medial independiente del lado del cerebro de donde se
originan estos axones, y esto lo hacen a través de las comisuras anterior y habenular

(Fig. antecedente Al).
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Figura Al. Diagrama esquemdtico del sistema habenular embrionario (Hendricks y Jesuthasan, 2007). En
azul se muestran las aferencias que provienen del palio (Pa) y en verde aquellas de la eminencia talamica
(EmT) y tubérculo posterior (PT). Los eferentes habenulares que forman los fasciculos retroflexos (fr) se
muestran en amarillo y naranjo en relacion al subniicleo habenular medial o lateral donde se originan.
También se muestra la segregacion dorso-ventral en el nicleo interpeduncular (IPN) de los fasciculos
retroflexos. ac, comisura anterior; IHb, habénula izquierda; rHb, habénula derecha; hc, comisura
habenular; sm, estria medular; TeQ, tectum 6ptico; the, tracto de la comisura habenular.

El establecimiento de este complejo circuito de conexiones neuronales durante el
desarrollo embrionario debe involucrar la accion coordinada de multiples factores, y
entre ellos las moléculas de guia axonal juegan un papel importante al proveer la
informacion necesaria para que los conos de crecimiento neuronales se extiendan a lo
largo de vias discretas y estereotipadas hasta alcanzar sus nucleos blanco. En el estudio
de estos procesos, el pez cebra surge como un modelo que presenta claras ventajas para
la determinacion de las bases moleculares involucradas en el desarrollo de sistemas de
conectividad neuronal del cerebro. Algunos de estos trabajos describen la participacion
de un miembro de la familia de receptores de moléculas de guia axonal denominado
Roundabout 2. ROBO?2, y sus ligandos Slitl y Slit2 en la formacion del tracto retino-
tectal (Fricke y cols., 2001; Hutson y Chien, 2002). y en el desarrollo del sistema
olfatorio (Nguyen-Ba-Charvet y cols., 2002; Miyasaka y cols., 2005). Se desconocen los

mecanismos moleculares involucrados en la formacion del circuito H-IP y las posibles




moléculas de gufa axonal que participan. Recientemente se publicé un trabajo que indica
que neuropilinala, un receptor de semaforinas clase III, que se expresa inicamente en la
habénula izquierda, permite la distribucién dorsal en el NIP de las eferencias
habenulares (Kuan y cols., 2007). En una revisién inicial en la literatura de genes con
posibles funciones en la formacién del tracto H-IP de pez cebra, basado en patrones de
expresion, se encontré cxcr4b, un gen que codifica un receptor de quimioquina y ‘que
muestra dominios de expresién en la regién epitaldmica de los embriones (Chong y
cols., 2001). Una posterior hibridacion in situ muestra que cxcrdb se expresa
especificamente en los niicleos habenulares en estadio de 2 dias post-fertilizacién (dpf),

etapa previa al desarrollo del circuito H-IP.

Quimioquinas y migracién celular durante la embriogénesis

Las quimioquinas son pequefias proteinas de wunién a heparina descritas
inicialmente como factores que dirigen el movimiento de los leucocitos circulantes a los
sitios de inflamaci6n o dafio (revisado en Charo y Ransohoff, 2006). Posteriormente, se
describi6 la importancia de las quimioquinas y sus receptores en varios procesos
celulares durante el desarrollo del sistema nervioso de ratén (revisado en Tran y Miller,
2003), en particular la participacién del receptor Cxcrd y su ligando Sdfl (factor
derivado de célula estromal 1, también conocido como Cxcl12) en el desarrollo normal
del cerebelo y el giro dentado del hipocampo durante la embriogénesis, realizando
funciones quimiotdcticas y proliferativas. En los ultimos afios las quimioquinas han
adquirido wna importancia relevante por su participacién en diversos procesos del
desarrollo temprano del pez cebra y la descripcion de nuevas funciones para estas
moléculas.

En pez cebra se clonaron dos genes relacionados a Cxcr4 de mamiferos
denominados cxcrda y cxcr4b, que presentan patrones de expresién mutuamente
exclusivos, coexpresion en algunas regiones, y diferencias temporales de expresién en

tejidos durante el desarrollo (Chong y cols., 2001). En ese trabajo se postula que cxcrda

y cxcr4b derivan probablemente del evento de duplicacion del genoma que ocurrié




durante la evolucién de los teleésteos (Force y cols., 1999), conservando cxcréa la
mayor parte de la expresion espacio-temporal de Cxcr4 de mamifero, como también sus
funciones, mientras que cxcr4b adquirid algunas funciones nuevas en el desarrollo
temprano de pez cebra.

Para el ligando SDF1 se identificaron en pez cebra dos genes denominados sdfla
y sdfl1b, que a nivel de secuencia aminoacidica son 44% idénticos al Sdf1 humano, y
73% idénticos entre ellos (David y cols., 2002). En un estudio posterior se identificaron
dos cDNA, sdfla y sdf1b, que parecen ser homélogos al sdfl humano. Los dos cDNAs,
excluyendo las secuencias que codifican el péptido sefial, muestran 91% de similitud con
Sdfia, 63% similitud con Sfdfl humano, y 64% de similitud con Sdflb (Li y cols.,
2005). Nuevamente, al ignal que los receptores Cxcrda y Cxcrdb, 1a alta homologfa entre
Sdfla y Sdflb, y Ia idéntica homologia entre ellos y Sdfl humano sugiere que Sdfla y
Sdf1b son productos de genes duplicados en pez cebra. Los territorios de expresién de
sdfla y sdflb son especificos y dindmicos con poca superposicién y al parecer realizan
funciones diferentes (Li y cols., 2004).

Las primeras funciones de cxcr4b descritas en pez cebra tienen relacién con dos
procesos fundamentales: migracién de las células germinales (Doitsidou y cols., 2002) y
migracién del primordio de la linea lateral posterior (LLP) (David y cols., 2002). En el
primer proceso, las células primordiales germinales se originan en posiciones al azar con
respecto al eje del cuerpo. A las 14 horas post fertilizacién (hpf) estas células se alinean
en el mesodermo presomitico para luego migrar caudalmente hacia la futura regién
gonadal ubicada en la extensidn anterior del vitelo. Se vio que embriones mutantes del
gen cxcr4b, denominado odysseus, muestran una migracién al azar de las células
germinales, fenémeno que también se observa mediante el uso de oligonucle6tidos
morfolinos antisentido para sdfla que bloquean la funcién del ligando de Cxcrdb (Knaut
y cols., 2003). Las células germinales en migracién expresan cxcr4b mientras que sdfla,
el gen homélogo a SdfI de ratén clonado en pez cebra, se expresa en las regiones hacia
donde migran estas células, es decir, el borde del mesodermo del tronco, durante la

somitogénesis, y en la regién gonadal (Doitsidou y cols., 2002, Fig. A2).




El segundo proceso tiene relacion con la formacion de la LLP, el sistema
mecanosensorial de los peces. Este sistema estd compuesto de 7-8 drganos sensoriales
llamados neuromastos que estan alineados lateralmente desde la cabeza a la punta de la
cola por ambos lados del pez. Estos se forman a partir de un primordio originado en la
placoda cefalica que migra hasta la punta de la cola a lo largo de una via estereotipada
depositando en su camino grupos de células que llegan a formar los neuromastos.
Durante este proceso, sdf/a se expresa en la via de migracion del primordio, el miosepto
horizontal, mientras que cxr4b se expresa en las células en migracion del primordio de la
LLP (Fig. A3). Cuando se inactiva el ligando o su receptor mediante morfolinos
antisentido se bloquea la migracion del primordio de la LLP (David y cols., 2002),
resultado que también se observa en los embriones mutantes de cxcr4b, odysseus (Li y

cols., 2004).

12-somite

sdf-1 nanos-1

Figura A2. Migracion de células germinales. En A se muestra la expresion de cxcr4b en las células
germinales que expresan el marcador molecular Nanos-1, y en B la expresion de sdfla en la region
gonadal (modificado de Doitsidou y cols., 2002). En C la flecha sefiala la posicion de las células
germinales que expresan cxcr4bh en la region gonadal de un embrion normal, y en D la localizacion
ectopica de estas células en mutantes odvsseus (modificado de Knaut y cols., 2003).




Figura A3. Migracion del primordio de la LLP. A, en un embrién de 2 dpf los neuromastos de la LLP
(puntos azules) son depositados por un primordio que migra a lo largo de un paso estereotipado (linea
roja). B, a las 24 hpf cxcr4b se expresa en el primordio en migracion. C, al mismo tiempo sdfla se expresa

en una banda de células que marcan el camino que seguir el primordio (David y cols., 2002).

Funciones especificas de Cxcr4a, el otro receptor de quimioquinas identificado
inicialmente en pez cebra, se han descrito recientemente. Durante el proceso de
gastrulacion las células del mesodermo que expresan sdfla y sdflb controlan el
movimiento de las células endodermales que expresan cxcr4a. Ambos ligandos actuarian
como quimioatractantes durante la migracion direccional de las células endodermales
activando el receptor Cxcrda, aunque al parecer en esta propiedad Sdf1b tiene un mayor

efecto que Sdfla (Mizoguchi y cols., 2008).

Quimioquinas y procesos de guia axonal

Durante la embriogénesis del cerebro de pez cebra se encontré que Sdfla y su
receptor Cxcrdb cumplen funciones de guia axonal que permiten que los axones de la
c€lulas ganglionares de la retina (CGR) se dirijan hacia el punto de salida en direccion al
tallo optico. Durante este proceso cxcr4b se expresa en la capa de CGR de la retina y

sdfla en el tallo 6ptico adyacente a la retina. Cuando se bloquea la funcion de cxer4b o
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sdfla se producen proyecciones anormales de los axones retinales dentro del ojo, y en
algunos casos no se forma el nervio éptico. Estos errores de guia axonal también se

observan en los mutantes odysseus (Li y cols., 2005, Fig. A4 y AS).

'CXCR4b

Figura Ad4. Hibridacién in situ de sdfla, sdfIb y cxcr4b en embriones de 48 hpf. A, vista ventral de la
expresion de sdfla en el tallo 6ptico adyacente a la retina (flechas). B, expresién de sdf1b en tallo éptico
més distante del ojo (flechas negras) y en la placa del piso del mesencéfalo (flecha blanca), C, expresién
de cxcr4b en la capa de células ganglionares de la retina. E sefiala el ojo (Li y cols., 2005).

Figura AS. Errores en la guia de los axones retinales al reducirse la sefializacién Sdfla/Cxcr4b por
blogueos con morfolinos. Las fotos son vistas ventrales de embriones de 48 hpf marcados con MAb Zn5
que tifie los cuerpos neuronales y los axones retinales. A, marcacién del nervio Gptico y células
ganglionares de la retina en embrién inyectado con motfoline control. B-D, proyecciones aberrantes
{flechas) en embriones inyectados con morfolinos contra sdfa y cxcr4b. En algunos casos no se forma el
nervio Sptico y los axones retinales quedan dentro del ojo (Li y cols., 2005).




Recientemente se determind que la via de sefializacion Sdfla/Cxcrdb esta
involucrada en dos procesos del desarrollo que conducen a la formacion del sistema
olfatorio de pez cebra: primero en el ensamble de la placoda olfatoria vy
subsecuentemente en la guia de los axones de las neuronas sensoriales olfatorias (NSO)
hacia el bulbo olfatorio presuntivo. Durante el primer proceso cxcr4b se expresa en los
precursores placodales olfatorios en migracion y sdfla en la placa neural anterior
contigua. Luego, la expresion de cxcr4b persiste en la placoda olfatoria en las fases
iniciales de la guia axonal de las NSO, mientras que sdf/a se expresa a lo largo del
borde placoda-telencéfalo y en la punta anterior del telencéfalo, marcando la ruta y el
blanco de los axones de las NSO, respectivamente. Cuando se interfiere la via de
sefializacion Sdfla/Cxcrdb mediante morfolinos se perturba el ensamble de la placoda
olfatoria, mientras que en los mutantes odysseus se puede observar ademas que los
axones de las NSO no salen de la placoda y se acumulan cerca del borde placoda-

telencéfalo (Miyasaka y cols., 2007, Fig.A6 y A7).

A

24 hpf

Figura A6. Patrones de expresion de cxcr4b en la placoda olfatoria (A, C) y sdfla en el borde placoda-
telencéfalo (cabezas de flecha) y en el borde anterior del telencéfalo, tel, (B, D) en etapas iniciales de la
guia de los axones de las neuronas sensoriales olfatorias. Vista dorso-ventral (d-v) en A, B, y antero-
posterior (a-p) en C, D. (modificado de Miyasaka y cols., 2007).
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Figura A7. Defectos en las proyecciones axonales de las neuronas sensoriales olfatorias en mutantes
odysseus. A-D muestra las trayectorias axonales por inmunotincién anti-PCAM. Los mufantes se
clasifican de acuerdo a la severidad de los defectos de guifa axonal. B-D, clase 1 tiene un patrén normal;
clase 2, defectos unilaterales; clase 3, defectos bilaterales. ob, bulbo olfatorio; oe, epitelio olfatorio; d,
dorsal; v, ventral (Miyasaka y cols., 2007).

En resumen, las funciones del receptor de quimioquinas Cxcrdb descritas en pez
cebra involucran procesos de migracién celular y guia axonal con la participacién de
Sdfla como ligando para este receptor. Considerando estos antecedentes y en base a la
expresion localizada de cxer4b en los niicleos habenulares en etapas previas a la
formacion del tracto H-IP proponemos como hipétesis de trabajo que este receptor de
quimioquinas y sus posibles ligandos participan en establecer el patrén de conectividad
asociado al circuito de conexiones telencéfalo-habénulo-interpeduncular (T-H-IP)
durante el desarrollo embrionario de pez cebra. El objetivo general de este trabajo es,
por lo tanto, investigar el papel que cumplen las quimioquinas en el establecimiento del
patrén de conectividad del circuito de conexiones aferentes y eferentes relacionados a la

habénula en pez cebra.




11

HIPOTESIS

El receptor de quimioquinas Cxcrdb y sus posibles ligandos Sdfla y Sdflb
participan en el establecimiento del patrén de conectividad asociado al circuito de
conexiones telencéfalo-habénulo-interpeduncular (T-H-IP) durante el desarrollo

embrionario de pez cebra.

OBJETIVO GENERAL

Investigar el papel que cumplen las quimioquinas en el establecimiento del
patrén de conectividad del circuito de conexiones aferentes y eferentes relacionados a la

habénula en pez cebra.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el patrén de expresién de las quimioquinas sdfla y sdfib y de sus
receptores cxcr4a y cxcr4b en componentes del circuito T-H-IP,

2. Analizar la formacién del circuito T-H-IP tras la pérdida de funcién del receptor
de quimioquina Cxcr4b en mutantes odysseus.

3. Estudiar los efectos del bloqueo de la funci6én de ligandos Sdfla y Sdf1b en la
formacion del circuito T-H-IP.

4. Investigar el origen de posibles alteraciones de conectividad en el tracto T-H-IP

en mutantes odysseus GFP-transgénicos.
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MATERIALES Y METODOS

Lineas de peces
Peces cebra (Danio rerio) silvestres del tipo Tuebingen, y las lineas transgénicas

que expresan la proteina fluorescente verde (GFP) en el complejo pineal foxD3:gfp
(Gilmour y cols., 2002), flh:gfp (Gamse y cols., 2003) 6 en el tracto habénulo-
interpeduncular brn3a:gfp (Aizawa y cols., 2007) y ET16:gfp (Bianco y cols., 2008).

Lineas de peces mutantes de cxcr4b (odysseus) identificados inicialmente en
screening de mutantes con migracién incorrecta de las células germinales (Knaut y cols.,
2003) y mutantes de sdfla (medusa) determinado en screening a gran escala de
reguladores de la morfogénesis de la linea lateral posterior (Valentin y cols., 2007).

Los embriones y larvas se obtienen por cruces de peces y se crecen a 28 °C en
medio embrionario estandar E3 (5 mM NaCl; 0,17 mM KCI; 0,33 mM CaCly*2H,0;
0,33 mM MgS04+7H20). Los estadios se determinan de acuerdo a las horas post
fertilizaci6n (hpf) (Kimmel y cols., 1995).

Los peces utilizados en esta tesis se desarrollaron y mantuvieron en el acuario del

Laboratorio de Estudios Ontogénicos de 1a Universidad de Chile.

Identificacién de mutantes odysseus

Larvas de 4-5 dpf se transfirieron a una solucién de 1X de DASPEI (2-(4-
(dimetilamino)estiril)-N-etilpiridinio yoduro, Molecular Probes D-426, stock 100X de
40mg/ml) en medio E3 por 20 min, para luego realizar tres lavados con E3. Las larvas se
anestesjaron en f(ricaina para observar en lupa de fluorescencia los neuromastos
marcados.

Embriones odysseus se identificaron mediante la microinyeccién del constructo
vasa 3’UTR-GFP (Knaut y cols., 2002) 6 de nanos 3’UTR-GFP (Kdéprunner y cols.,
2001) en embriones en estadio de una célula para luego de 32-36 hpf observar en lupa de

fluorescencia la expresion in vivo de GFP en las células germinales.
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Fijacion

Para las hibridaciones in situ los embriones y larvas se decorionaron
mecinicamente y se fijaron en 4% de paraformaldehido (PFA) en buffer fosfato salino
(PBS) (10 mM Na,HPO,, 1,75 mM KH; PO, 13,7 mM NaCl, and 2,65 mM KCl) a 4°C
toda la noche, para luego ser almacenados en metanol (Merk) a —20°C.

En ensayos de inmunofluorescencia indirecta las larvas se fijaron en 4cido
tricloroacético (TCA) al 2% por 3 hrs. a temperatura ambiente. Posteriormente se

lavaron y almacenaron en PBS con tritén X-100 al 0,5% a 4 °C hasta su uso.

Hibridacién in situ de embrién completo

Se generaron sondas de RNA antisentido para detectar la expresi6n de los genes
para los receptores de quimioquinas cxcrda, cxcr4b (Chong y cols., 2001); las
quimioquinas ligandos sdfla y sdf1b (David y cols., 2002); marcadores moleculares de
la regién presuntiva habenular fgf8, neuropilina (Kim y cols., 1997), genes habenulares
de expresién simétrica f-spondin (Higashijima y cols., 1997) y cpd2 (Gamse y cols.,
2003), y genes habenulares de expresion asimétrica leffover y dexter (Gamse y cols.,
2005).

La transcripcion in vitro de las sondas se realizé utilizando como templado DNA
linearizado mediante digestién con enzimas de restriccién de plasmidios disponibles en
el laboratorio. La transcripcién in vifro se realizé a 37°C por 2 hrs, con la RNA
polimerasa correspondiente y UTP-digoxigenina. La sonda marcada con digoxigenina se
purificé en microcolumnas, eluyendo con H;O nanopura, y almacenando en formamida
50% vfv a—20°C.

La hibridacién in situ se realiz6 de acuerdo a protocolos estdndar para pez cebra
(Westerfield, 2000). Los embriones se permeabilizaron con proteinasa K (10 pg/ml) y Ia
hibridacién con la sonda se realizé a 65 °C toda la noche. Se us6 BM-Purple (Roche)
como sustrato para la reaccién de color de la fosfatasa alcalina.

Los embriones se montaron en glicerol y se fotografiaron en un Nikon Eclipse

80i con objetivo 20X.




Reactivos de transcripcién in vitro e hibridacién in situ.

Microcolumnas Probe Quant G-50 -- Amersham Bioscience
DIG-RNA Labeling Mix -- Roche
Proteinasa K -- Sigma
Reactivo de Bloqueo -- Roche
Anticuerpo Anti-Dig-AP -- Roche
substrato AP, BMP Purple -~ Roche

Soluciones de hybridacién in situ.
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(cat n® 275335)
(cat n® 11277073910)
(cat n°® P6556)
(cat n° 11096176001)
(cat n® 11093274910)
(cat n® 11442074001)

PBT: 1x PBS; 0,1% Tween-20; pH 7,5

HYB-: 50% Formamida; 5xSSC 0,1%Tween-20; pH 6.0

HYB+: HYB-, 5 mg/mL RNA de térula (levadura), 50 pg/mL de Heparina
SCC: 150 mM NaCl , 15 mM citrato de sodio, pH 7

MAB: 100 mM écido malico; 150 mM NaCl; pH 7,5

BCL: 0,1 M TrisCl-pH 9,5; 100 mM NaCl; 50 mM MgCls; 0,1% Tween-20

Inmunotincién e inmunofluorescencia indirecta de larvas completas

Las inmunotinciones se realizaron como se describe en Concha y cols., 2003. Las

larvas fijadas en TCA se permeabilizaron en una solucién de tripsina 0,25% en PBS por

8-10 min. en hielo, lavando Iuego en PBS con 0,5% tritén X-100 frio. Se hizo un
bloqueo con solucién IB (10% suero de cabra en PBS, 0,5% tritén X-100, 1% DMSO)

por 2 hrs. para luego incubar con anticuerpo primario (dilucién 1:1000) toda la noche.

Al siguiente dia se hicieron lavados y se bloque6 nuevamente con IB para incubar con el

anficuerpo secundario (dilucién 1:200) toda la noche. Para la inmunofluorescencia

simple se incubé ya sea con anticuerpos primarios anti-GFP de conejo (policlonal,

ABcam) o anti a-tubulina acetilada de ratém (monoclonal, Sigma) y con ambos

simultidneamente en el caso de inmunofluorescencia doble, para luego incubar con los
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anticuerpos secundarios alexa 488 anti-conejo IgG y alexa 647 anti-ratén IgG
(Molecular Probes). La cabeza de las larvas se montan en agarosa 1% en PBS para su
observacion por microscopia confocal.

En el caso de las inmunotinciones los anticuerpos secundarios anti-ratén o anti-
conejo estdn conjugados con peroxidasa de rabanito (HRP) y se revel6 con solucién de
diaminobenzidina (DAB, Sigma D5637; alicuota de 25 mg/500 pl dH,0O disuelta en 30
ml de PBS) incubando por 15-20 min e iniciando la reaccién de color con 1pl de
perdxido de hidrgeno al 3%. La reaccion se detiene lavando con PBS vy fijando con 4%
PFA/PBS por 1 hr. a temperatura ambiente, o toda la noche a 4°C. Debido a la fragilidad
mostrada por las larvas odysseus con este tratamiento generalmente las cabezas de estas
larvas se montan en PBS usando cdmaras hechas con porta y cubreobjetos para la toma

de fotografias.

Marcacion de proyecciones eferentes habenulares

El andlisis de la comectividad eferente habenular a nivel del niicleo
interpeduncular (NIP) se realiz6 marcando diferencialmente con trazadores de
carbocianina lipofilicos. Larvas previamente fijadas en 4% PFA/PBS por 2 dias se
traspasaron a una solucién de 0,5% PFA/PBS para luego proceder a retirar los ojos y la
piel que cubre el cerebro manualmente y exponer asi los nicleos habenulares para su
marcacion. Para ello se recogieron cristales de los trazadores depositados sobre un
portaobjeto por evaporacién del solvente (cloroformo, etanol) mediante una aguja de
tungsteno que luego se conecta a un micromanipulador (Aizawa y cols., 2005). DiD
(dioctadecil tetrametilindodicarbocianina perclorato) se usé para el nticleo habenular
izquierdo y DiA (dihexadecilamino estiril-N-metilpiridinio yoduro) o DiO
(dioctadeciloxacarbocianina perclorato) para el nicleo derecho. Los cerebros marcados
se mantuvieron en 0,5% PFA/PBS por un dia a 4°C para permitir que los trazadores
alcancen ¢l NIP por difusién del trazador a través de los fasiculos retroflexos. Los
diferentes espectros de emisién de estos frazadores permitieron distinguir en el NIP las

proyecciones que provienen de cada nicleo habenular por microscopia confocal.
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Foto-conversién de Dil

Esta técnica ha sido descrita inicialmente por Steven Wilson (Westerfield, 2000).
Cerebros de larvas fijadas en 4% PFA/PBS se preparan como se mencioné en el punto
anterior, marcindose uno de los niicleos habenulares con cristales del trazador lipofilico
Dil (dioctadecil tetrametilindodicarbocianina perclorato). Luego de la difusién del
trazador por un dia a 4°C los cerebros se colocaron en una gota de DAB, en la
concenfracién usada en las inmunotinciones, dentro una cdmara hecha con porta y
cubreobjeto. Bajo microscopio de fluorescencia se selecciond el filtro de excitacién para
Dil y se hizo incidir sobre el cerebro sumergido en DAB usando objetivo 20X. Luego de
15-20 min, la fluorescencia del Dil decae apareciendo un precipitado café en las
proyecciones marcadas con Dil. Los cerebros marcados se lavaron y se conservaron en

PBS para ser fotografiados en microscopio Nikon Eclipse 80i con objetivo 20X.

Trazadores fluorescentes (Molecular Probes)

DiA verde, 456/590 {cat n° D3883)
DiO verde, 488/510 (cat n° D275)
DiD rojo, 644/665 (cat n° D307)
Dil rojo, 549/565 (cat n® D282)
Morfolinos

Se inyectaron oligonucledtidos antisentido de tipo morfolinos para sdfia (5’-
CTACTACGATCACTTTGAGATCCAT-3" (Doitsidou y cols., 2002) (Minina y cols.,
2007) y sdflb (5' — TTIGCTATCCATGCCAAGAGCGAGTG - 3" en embriones en
estadio de una célula. El volumen de inyeccién fue de 0,5 nl de morfolinos disueltos en

Danieau 1X en concentraciones de 1 mM y 1,5 mM.

Adquisicion de imdgenes, procesamiento y reconstruccién en 3 dimensiones

Las muestras fluorescentes fueron observadas en microscopio confocal Zeiss
LSM 5 Pascal, o en UltraView RS spinning disk (Perkin Elmer) usando un objetivo de
inmersién Achroplan 40x/0.8 W o un objetivo Plan-Apochromat 40x/1.2 W. Algunas




17

imégenes fueron deconvolucionadas usando el software Huygens Professional and
Scripting Deconvolution (SVI). Proyecciones de las imdgenes en 3 dimensiones se

obtuvieron mediante reconstrucciones usando el software Volocity (Improvision).

Microscopia y equipo de fotografia digital

Microscopio de zoom estereoscopico Nikon SMZ645.

Microscopio de zoom estereoscépico Nikon SMZ1500 con epi-fluorescencia
Microscopio Nikon Eclipse 80i DIC-Nomarski

Cémara digital Nikon Coolpix 4500

Microscopio confocal Zeiss LSM 5 Pascal

Microscopio Perkin Helmer Ultraview RS Spinning disk
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RESULTADOS

1. Las quimioquinas sdfla y sdf1b y su receptor cxcr4b se expresan en componentes
del circuito T-H-IP

Con el fin de determinar si los receptores de quimioquinas cxcrda y cxcréb se
expresan en componentes del circuito T-H-IP, realizamos un anélisis de los patrones de
expresién mediante hibridacién in situ en embriones de 2 dpf, previo al desarrollo de 1a
conectividad eferente habenular. En este estadio observamos que las regiomes del
cerebro que expresan cxcr4a son principalmente vasculatura ocular y vasos en cl limite
del cerebro medio y posterior (Fig.1A), quedando excluido este receptor del sistema T-
H-IP. Por su parte, observamos que cxcr#b se expresa en regiones discretas del cerebro:
fuertemente en ambos micleos habenulares, en una extensién que muestra el mayor
tamafio de la habénula izquierda con respecto a la derecha; en el telencéfalo anterior,
donde se forma la placoda olfatoria, y en las células ganglionares de la retina. Estas dos
ultimas regiones de expresién de cxcr4b ya han sido descritas previamente (Miyasaka y
cols., 2007; Li y cols., 2005) (Fig.1C). De esta manera definimos la expresién de cxcr4b
en los niicleos habenulares quedando como finico receptor de quimioquina candidato con
posibles funciones en el establecimiento del circuito T-H-IP.

En los procesos de migracién del primordio de la LLP (David y cols., 2002) y
ensamble de la placoda olfatoria (Miyasaka y cols., 2007), la quimioquina Sdfla es el
ligando que activa la vfa de sefializacién a través del receptor Cxcrdb, mientras que el
ligando Sdflb no participa en estos procesos. Por otro lado, en la guia axonal de las
células ganglionares de la retina, se ha visto que ambos ligandos podrian activar el
receptor Cxcrdb, lo que estaria de acuerdo con los patrones de expresién de sdfla y
sdf1b descritos en el tallo 6ptico (Li y cols., 2005). En nuestro anélisis de hibridacién in
situ hemos visto la expresion de sdfla en regiones discretas del epitdlamo y borde
anterior del telencéfalo, y en regiones laterales del mesencéfalo ventral en larvas de 2
dpf (Fig.1E-F y 4A). Los dominios de expresién de sdfZa en el epitilamo corresponden
a los bordes posteriores de los niicleos habenulares, regién que abarca los puntos de

salida de las eferencias habenulares, o fasciculos retroflexos, en direccién al NIP. sdfb
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se expresa en la placa del piso del cerebro medio y posterior (Fig.1G-H y 4B), es decir,
en regiones presuntivas del mesencéfalo ventral donde se forma el NIP. Este ligando
también se expresa en el epitilamo, pero a diferencia de sdfla, sus dominios de
expresién corresponden a los bordes anteriores y laterales de los niicleos habenulares
abarcando los puntos de entrada de las aferencias habenulares que llegan a través de la
estria medular. En base a estos patrones de expresién, ambas quimioquinas, Sdfla y
Sdfib, podrian interactuar con el receptor Cxcrdb presente en la habénula, ya sea
dirigiendo la salida de las eferencias habenulares o la entrada de las aferencias hacia este
niicleo, respectivamente.

Por su parte la expresién de sdf1b en la regién del mesencéfalo ventral podria
indicar posibles funciones de este factor en la entrada de las eferencias habenulares hacia
el NIP. La ausencia de marcadores morfolégicos que sefialen la ubicacién del NIP
dentro del mesencéfalo ventral no permite establecer con exactitud la expresion de sdf7b
dentro de este nidcleo. Para resolver esto utilizamos la linea de peces transgénicos
ET16:gfp (Bianco y cols., 2008), que tiene como caracteristica principal la expresién de
GFP en componentes del tracto habénulo-interpeduncular (H-IP), especificamente en los

niicleos habenulares, los fasciculos retroflexos y el NIP.
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cxcrda

Figura 1. Patrones de expresion de quimioquinas sdfla y sdflb, y de sus receptores cxcrda y cxer4b en
embriones de 2 dpf. A-D, vistas laterales de la cabeza de los embriones. La flecha indica la posicion de la
habénula izquierda. A’-D’, vistas dorsales de la cabeza. Los circulos de linea segmentada demarcan la
region de los nucleos habenulares izquierdo y derecho. a, anterior; d, dorsal. Barra: 100 pm (A-D), 50 um

(A’-D7).
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1.1. Localizacion del NIP

La expresién de GFP en el tracto H-IP de peces ET16:g/p y en particular en el
NIP se puede observar por fluorescencia in vivo del GFP durante el desarrollo
embrionario de los peces transgénicos, o por inmunotinciones con anticuerpos anti-GFP
en embriones fijados. GFP comienza a expresarse primero en los niicleos habenulares
alrededor de las 42 hpf, mientras que en el NIP su expresion se observa alrededor de las
72 hptf (Fig.2). Esta ventana temporal define el periodo de formacién del circuito H-IP
considerado en los siguientes estudios de expresién de sdfla y sdflb durante el
desarrollo.

A las 72 hpf el NIP marcado con GFP se observa como un anillo localizado en la
linea media veniral del mesencéfalo, equidistante a dos estructuras con alta expresién de
GFP alineados en el eje izquierda-derecha y que se ubican lateralmente al NIP. Se
encontrd que estas estructuras GFP positivas estdn presentes desde estadios previos a la
formacién del NIP, lo que permite usarlos como regiones gufa que sefialan la posicién
presuntiva del NIP dentro del mesencéfalo ventral antes de que éste se forme. Definimos
también algunas lineas gufa que sirven como coordenadas para determinar la posicién
que ocupa el NIP dentro del cerebro de pez cebra. EI NIP se localiza en el punto de
interseccién de la linea media, o eje antero-posterior, con una linea del eje izquierda-
derecha que conecta los bordes posteriores de ambos ojos, a nivel del plano ventral del
cerebro, y que es equivalente a la linea del eje izquierda-derecha que marca el méximo
ancho del cerebro en la regién del tectum 6ptico (Fig.2). A los 5 dpf la expresion de GFP
en el fracto H-IP se hace més intensa en todos los componentes de este circuito,
manteniéndose el NIP en una posicién aproximadamente invariable con respecto a las

coordenadas definidas para su localizacién (Fig.3).
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Figura 2. Fluorescencia in vivo de GFP de peces ET16:gfp observado en lupa de fluorescencia. A,
localizacion de GFP en los nmicleos habenulares izquierdo (Hi) y derecho (Hd) a los 2 dpf (flechas). Los
dominios de expresion de GFP encerrados en circulos de linea segmentada sirven como puntos de
referencia para localizar el NIP entre estas regiones en etapas previas a su formacion. B, los dominios
laterales de expresion de GFP ocupan una region dorso-ventral cercana a la posicion del NIP que esta
adyacente al borde posterior del ojo. C, a los 3 dpf se observa el NIP en forma de anillo indicado por la
cabeza de flecha. Las regiones GFP positivas que sirven como referencia se ubican laterales y
equidistantes al NIP. La posicion del NIP corresponde a la interseccion de una linea que conecta los
bordes posteriores de los ojos con la linea media ventral del cerebro. Se pueden observar también los
fasciculos retroflexos izquierdo (FRi) y derecho (FRd) marcados con GFP aunque con una baja intensidad
de fluorescencia y la vesicula otica (vo). A y C son vistas dorsales con anterior (a) hacia arriba. B, es una
vision lateral con anterior a la derecha y dorsal (d) hacia arriba. Barra: 100 pm.
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Figura 3. Inmunotincién de GFP en peces ET16:gfp de 5 dpf. A, vista dorsal que muestra los nicleos
habenulares izquierdo (Hi) y derecho (Hd) marcados fuertemente con GFP. B, vista ventral del NIP
(cabeza de flecha) localizado entre las regiones laterales con dominios de GFP (circulos de linea
segmentada). C, D, vistas laterales izquierda (C) y derecha (D) que muestran los fasciculos retroflexos
respectivos (FRi, FRd) marcados con GFP. La posicién del NIP es indicado por la cabeza de flecha. Barra:

50 pm.

1.2 sdf1b se expresa en la regién del NIP

Utilizando los marcadores de posicién del NIP descritos anteriormente se
compar6 los dominios de expresién de sdf1b en el mesencéfalo ventral marcado por
hibridacién in sifu, con la posicién del NIP marcado por inmunotincién contra GFP
usando larvas ET16:g/p de estadios equivalentes y obtenidas de un mismo cruce.

A las 48 hpf la expresién de sdfl5 se localiza en dominios definidos dentro de Ia
linea media ventral del mesencéfalo, abarcando la regién donde se forma posteriormente
el NIP (Fig.4). A las 60 hpf la expresién de sdf1b comienza a extenderse hacia regiones
anteriores y dorsales del mesencéfalo que incluyen las zonas por donde Ilegan las
eferencias habenulares hacia el NIP (Fig.5B). A las 72 hpf la expresién de sdflb se
extiende aun mas hacia regiones dorsales en forma difusa, pero m4s intensamente en las
regiones cercanas a los micleos habenulares por donde pasan los fasciculos retroflexos
(Fig.5C). De esta manera la expresion de sdf1b en los nicleos blanco de las eferencias
habenulares en etapas previas y durante el establecimiento inicial del circuito H-IP,
indicaria que posiblemente Sdflb actiia como una fuente de sefiales atractantes para los

axones de los fasciculos retroflexos que conectan con el NIP.
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C GFP

Figura 4. Localizacion de la expresion de sdf7h en la region del NIP. Vistas ventrales de la hibridacion in
situ de sdfla (A) y sdflb (B) en cerebros de 2 dpf , y de la inmunotincion contra GFP en 3 dpf (C). La
localizacion del NIP (cabeza de flecha) se determina de acuerdo a la linea guia segmentada que conecta
los bordes posteriores de los ojos o la linea que marca la region més ancha del tecto 6ptico. La expresion
de sdfla en regiones laterales del mesencéfalo ventral se indica con asteriscos. En B y C se extraen los
ojos para facilitar la observacion de la marca ventral.

A sdflb B sdflb

72 hpf

Figura 5. Localizacion de la expresion de sdf/b en NIP y regiones donde pasan los fasciculos retroflexos
definidos por la expresion de GFP en el tracto H-IP de peces ET16:gfp. Todos los paneles son vistas
laterales izquierda de la cabeza de peces de 42, 60 y 72 hpf. La linea segmentada en B y C sefiala la
expresion de sdf7b en direccion a la habénula (flecha) equivalente a la orientacion del fasciculo retroflexo
izquierdo. La region del NIP en A (cabeza de flecha) esta dentro del dominio de expresion ventral de
sdf1b. Barra: 100 pm.
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1.3 sdfla esta ausente de la region del NIP

Como observamos anteriormente, sdf/a se expresa principalmente en regiones
laterales del mesencéfalo ventral y no en la region medial donde se localiza el NIP. De
todas maneras revisamos la expresion de sdf/a en la region del NIP realizando una doble
tincion en peces ET16:gfp, mediante hibridacion in situ para sdfla primero, seguido por
una inmunotincion contra GFP. A los 2 dpf la expresion de sdfla se localiza en
posiciones laterales y posteriores del mesencéfalo ventral, no observando su expresion
en la linea media ventral donde se forma el NIP. A los 3 dpf sdfla se localiza en forma
difusa alrededor del NIP y es muy poca la expresion dentro del NIP como puede
observarse en la Fig.6. Esto indica que probablemente Sdfla no participa en los eventos
de conectividad que permiten la entrada de eferentes habenulares al NIP, aunque
tampoco se puede descartar que este ligando cumpla funciones posteriores en el

mantenimiento de la conectividad del circuito H-IP en esta region.

Figura 6. Marcacion de sdf/a por hibridacion in situ (azul) y de GFP por inmunotincién (café) en peces
ET16:gfp de 3 dpf. La region donde se localiza el anillo axonal del NIP (cabeza de flecha) presenta una
escasa expresion de sdfla, distribuyéndose principalmente en las regiones laterales del mesencéfalo
ventral.
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2. Pérdida de funcién del receptor de quimioquina Cxcrdb: criterios de
identificacion de mutantes odysseus.

Los peces cebra odysseus homocigotos (ody-/-) presentan una mutacién sin
sentido (lisina 239 pasa a ser un codén de término) del gen para el receptor acoplado a
proteina-G, cxcr4b (Knaut y cols., 2003). Esta mutacién produce una delecién de la
parte carboxilo terminal del tercer lazo intracelular y de los dos tltimos dominios de
transmembrana. Ya que estos dominios se requieren para la seﬁalizac-ién intracelular a
través de estos receptores (Minina y cols., 2007), esta mutacién produciria una pérdida
de funcién de la proteina Cxcrdb.

En el laboratorio se crecieron embriones obtenidos de un cruce de peces
heterocigotos para la mutacién de cxcr4b (ody+/-). Al alcanzar etapas reproductivas (3-4
meses) se realizaron cruces para obtener embriones mutantes ody-/-. Los embriones ody-
/- son morfol6gicamente semejantes a los silvestres, por lo tanto para su identificacién se
realizaron ensayos de seleccidn basados en la funciones descritas para cxcr4b durante el
desarrollo temprano de pez cebra, utilizando como criterios de identificacién de
embriones y larvas ody-/- el andlisis de los procesos de migracién de las células

germinales y la formaci6n de la linea lateral posterior, respectivamente.

2.1. Desarrolio de la LLP

Como primer criterio de identificacién de larvas ody-/- se consider6 los defectos
en la formacién de la LLP producidas por la ausencia de cxcr4b. Como vimos
anteriormente, la pérdida de funcién de cxcr4b impide que el primordio de la LLP migre
a lo largo del mioseptum depositando los 7-8 neuromastos que normalmente se
encuentran a lo largo de la cola de las larvas (Li y cols., 2004). Mediante tincién in vivo
de los neuromastos con el trazador fluorescente DASPEI en estadios de 4-5 dpf, después
que el proceso de formacién de la LLP es completo, analizamos el nimero de
neuromastos presentes en la LLP. Los neuromastos que se forman anteriormente en la
cabeza también se marcan con DASPEIL y como su desarrollo no estd afectado en los
mutantes ody-/-, su tincién nos permite tener un control interno de la eficiencia de la

marcacién de neuromastos por DASPEI en la identificacién de mutantes de cxcr4b.
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Se realizaron diversos cruces entre peces adultos portadores de la mutacién de
cxcr4b, seleccionando en este proceso como peces adultos heterocigotos para la
mutacién de cxcr4b (ody+/-) aquellas parejas que producian por lo menos un 25% de
larvas con pérdida de neuromastos de la LLP, un fenotipo asociado a mutantes ody-/-.
De los primeros cruces realizados se encontraron parejas que producian un 100% de
larvas con formacién normal de neuromastos de la LLP; parejas que producian en cada
cruce menos de un 25% de larvas con pérdida parcial o total de neuromastos, siendo en
su mayoria normales, y parejas que producian un porcentaje igual o mayor a 25% de
larvas con pérdida parcial o total de neuromastos de la LLP siendo el porcentaje restante
normales (Fig.7). El porcentaje de mutantes obtenidos en este #ltimo grupo corresponde
a la proporcién mendeliana esperada para un cruce entre padres ody+/-, por tanto las
larvas mutantes que se obtienen de ellos se clasifican como mutantes ody-/-, v el resto de
las larvas que muestran fenotipos normales dentro del mismo cruce corresponden a wild
type sibling (hermanos con fenotipo normal). El hecho de encontrar larvas con pérdida
parcial o total de neuromastos de la LLP nos indica que la mutacién de excr4b produce
larvas ody-/- con fenotipos leves y severos, respectivamente. Los peces adultos que
producen fenotipos mutantes en un 25% de las larvas se clasifican como ody+/- (Tabla
1). Designamos a las larvas con pérdida parcial de neuromastos de la LLP como ody-/-
grado 1, y a las larvas con pérdida total de neuromastos de la LLP como ody~/~ grado 2.

La pérdida de funcién de cxcr4b debiera afectar no sélo la formacién de los
neuromastos de la LLP, sino también el desarrollo del ax6n de la LLP (Li y cols., 2004).
Para analizar este punto, larvas clasificadas como ody-/- por tincién in vive de
neuromastos con DASPEI se fijaron a los 5 dpf para realizar una inmunotincion contra

. a-tubulina acetilada con el fin de observar la formacién del axén de la LLP en estas
larvas. Mediante este ensayo pudimos comprobar que las larvas clasificadas como ody-/-
grado 1 (menor niimero de neuromastos de la LLP) presentan el ax6n de la LLP
incompleto, mientras que los ody-/- grade 2 (ausencia de neuromastos de la LLP) no
presentan el ax6n de la LLP (Fig.7). En base a estos resultados podemos decir que la
posicién del dltimo neuromasto depositado por el primordio en migracién determina el

punto de extensién del axén de la LLP. La asociacién entre estos dos procesos ha sido
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sugerido en trabajos previos que indican que al parecer la guia axonal de los conos de
crecimiento de la LLP depende del primordio en migracion (Li y cols., 2004). De
acuerdo a esto clasificamos los fenotipos del axén de la LLP observados por
inmunotincion contra o-tubulina acetilada como ody-/- grado 1 cuando el axén de la
LLP se desarrolla en forma parcial, y ody-/- grado 2. cuando esta ausente. Estos dos
grupos se correlacionan con los ody-/- grado 1 y grado 2 clasificados por tincion de

neuromastos.

grado |

orado

Figura 7. Identificacion de mutantes ody-/- por tincion de neuromastos con DASPEI en larvas de 5 dpf
(A-C), y por inmunotincién anti a-tubulina acetilada del ax6n de la LLP (D-F) Los peces normales (A)
forman entre 7-8 neuromastos en la LLP (flechas). Por la transparencia de las larvas también se observan
los neuromastos de la LLP contralateral. Algunos mutantes ody-/- muestran fenotipos con pérdida parcial
de neuromastos de la LLP y se clasifican como mutantes ody-~- grado 1 (B), o pérdida total de
neuromastosde la LLP y son clasificados como mutantes ody-/- grado 2 (C). El axén de la LLP se
extiende desde la placoda cefélica (cabeza de flecha) hasta la punta de la cola (flecha) en peces normales
(D), mientras que en mutantes ody-/~ grado 1 su extension es parcial (E), o esta ausente en mutantes ody-/-
grado 2 (F).
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Parejas de peces odyssens | Niimero total de | Nfimerode | % ody-/-
P-ody# (n° del cruce) larvas por cruce | larvas ody-/-
P-ody1 (19) 66 14 217
P-odyl (2°) 62 21 33*
P-odyl (3%) 97 25 25®
P-ody2 78 9 12
& de P-ody2 x Q nueva 23 10 43*
Q de P-ody2 x & nuevo 88 0 0
P-ody3 84 14 16
Q de P-ody3 x & nuevo 75 9 12
P-ody4 (1%) 26 2 7
P-ody4 (2°) 44 7 16
@ de P-ody4 x & nuevo 109 0 0
Q de P-ody5 x & nuevo 20 0 0
P-ody6 (1°) 16 3 18
P-ody6 (2°) 30 13 43%

Tabla 1. Selecci6n de parejas portadoras de la mutacién de cxerdb que producen larvas ody-/-
identificadas por tincién con DASPEI de neuromastos a los 5 dpf. Se asigné un niimero arbitrario a las
distintas parejas de peces adultos y se mantuvieron aisladas hasta completar su anilisis. En algunos casos
se repitieron los cruces para una misma pareja, o se cruzaron con otros peces adultos, Se clasifican como
peces ody+/- aquellos que producen larvas con fenotipos ody-/- en un porcentaje mayor al 25%.

* Seleccionados como parejas de peces ody+/-.

2.2. Migracion de las células germinales

La seleccion de peces adultos ody+/- fue realizada principalmente por Ia
aplicacién de los ensayes que determinan la formacién de los neuromastos y el axén de
la LLP como vimos anteriormente. Estos peces adultos identificados como ody+/- se
usaron para aplicar un segundo criterio de identificacién de embriones mutantes de
cxcr4b basado en las funciones conocidas de este receptor en la migracion de las células
germinales hacia la regién gonadal durante el desarrollo (Knaut y cols., 2003). Este
andlisis nos permite identificar embriones mutantes ody-/- en estadios tempranos de 32-

36 hpf. En este estadio las células germinales normalmente se localizan en la regién
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gonadal de los embriones silvestres, mientras que en embriones ody-/- estas células
migran hacia regiones ectdpicas del embrién distribuyéndose en forma aleatoria.
Mediante la inyeccidn del constructo vasa 3’UTR-GFP en embriones en cstadio de una
célula dirigimos la expresién de GFP especificamente a las células germinales siendo
posible observar por fluorescencia in vivo de GFP la posicién de estas células durante el
proceso de migracién. Cuando se inyectd este constructo en embriones obtenidos de
padres adultos clasificados previamente como ody+/- encontramos que una proporcién
de los embriones obtenidos de estos peces también presentan migracién ectépica de las
células germinales, fenotipo que también corresponde a mutantes ody-/-. Con estos
experimentos confirmamos que los peces adultos seleccionados efectivamente son
portadores de la mutacién de cxcr4b, es decir, son heterocigotos ody+/- que en sus
cruces producen fenotipos mutantes correspondientes a la pérdida de funcién de cxcr4b
en embriones y larvas ody-/-. Debido a que una fraccién de los embriones inyectados
con vasa 3’UTR-GFP probablemente no incorpora eficientemente este constructo en las
células germinales, no fue posible determinar los porcentajes exactos de los fenotipos
ody-/- y wild type sibling para cada cruce, aunque en general la proporcién de
embriones ody-/- con respecto a los embriones wild type sibling esta por sobre el 25%
minimo esperado (Tabla 2). De esta manera utilizando la marcacién de las células
germinales con GFP y la marcacién de los neuromastos con DASPEI podemos

identificar mutantes ody-/- en estadios tempranos y tardios, respectivamente.
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Parejas de peces Wild type odysseus Total (sin considerar | Expresion de GFP
odysseus sibling indeterminado) Indeterminado *
P-ody# (n° cruce) | N % |N %
P-odyl 33 72 |13 28 46 34
P-ody2 (1°) 28 65 |15 35 43 21
P-ody2 (2°) 25 61 |16 39 4] 15
P-ody2 (3°) 38 60 |25 40 63 37
P-ody2 (4°) 55 58 |40 42 95 40
P-ody6 (1°) 25 68 |12 32 37 18
P-ody6 (2°) 28 74 (10 26 38 8
P-ody6 (3°) 28 60 |19 40 47 23
P-ody7 (1°) 39 78 |11 22 50 3
P-ody7 (2°) 40 74 |14 26 54 17
P-ody7 (3°) 46 67 |23 33 69 19

Tabla 2. Inyeccion de mRNA de vasa 3’UTR-GFP a embriones obtenidos de peces ody+/-seleccionados.

* Embriones que muestran una expresion difusa de GFP inespecifica o que no incorporan el constructo
inyectado. Sin considerar este grupo el porcentaje de embriones ody-/~ obtenido en los cruces esta por
sobre el 25% esperado.

wild type

ody-/- grado 1

odv-/- grado 2

Figura 8. Fluorescencia in vivo de GFP en las células germinales de embriones inyectados con nanos
3’UTR-GFP observado a las 32 hpf. Los circulos de linea segmentada muestran la localizacién de las
células germinales en la region gonadal de los embriones normales (A), en regiones ectépicas y gonadal
de mutantes ody-/~ clasificado como fenotipo leve o grado 1 (B): v en regiones ectopicas que incluyen
extensas dreas de la cabeza, cola y vitelo en mutantes ody-/~ y que corresponde a un fenotipo severo o
grado 2 (C).
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Asi como definimos dos fenotipos principales para ody-/- con respecto a la
variabilidad en el nimero de neuromastos, también podemos distinguir dos fenotipos
principales en estos mutantes en relacion a la migracién ectépica de las células
germinales. Clasificamos como ody-/- grado 1 (fenotipo leve) a embriones que presentan
migracién de células germinales hacia regiones de la cabeza y cola, ademads de la regién
gonadal; y ody-/- grado 2 (fenotipo severo), aquellos que presentan migracion ectépicas
de las células germinales hacia regiones del embrién que no incluyen la regién gonadal
(Fig.8).

Comprobamos la proporcién de ody-/- grado 1 y 2 para cada criterio de seleccién
(LLP, células germinales) en distintas parejas y encontramos que los porcentajes de
mutantes con fenotipos leves y severos son aproximadamente semejantes indicando que
el grado de severidad de la mutaci6n de cxcr4b en cada mutante afecta en forma
equivalente a ambos procesos (Tabla 3).

Las parejas de peces adultos seleccionados como ody+/- que se habian mantenido
aisladas durante el periodo de identificacién, finalmente se juntan en un mismo acuario
para luego realizar cruces entre ellos seleccionando parejas al azar, Las larvas obtenidas
de estos peces se clasifican en ody-/- grado 1 y 2 de acuerdo a los criterios de tincién de
neuromastos con DASPEI que establecimos (Tabla 4). En estos cruces se pudo observar
parejas que producian fenotipo ody-/- (grados 1 + grado 2) en un 50% aproximadamente
de las larvas obtenidas, lo que serfa resultado de un cruce entre un pez con genotipo
ody+/- con un ody-/-. Esto indicaba la presencia de peces mutantes ody-/- entre los peces
seleccionados; sin embargo, de todos los cruces realizados con este primer grupo de
peces nunca obtuvimos de una pareja un 100% de larvas con fenotipo mutante ody-/-, lo
que seria esperado al cruzar dos peces ody-/-. Considerando que este primer grupo de
peces adultos provienen de un cruce de peces ody+/- se espera que sélo un cuarto de
ellos sean ody-/- lo que disminuye las probabilidades de cruzar parejas mutantes
recesivas, y aunque sélo logramos aislar un pez ody-/- en este primer grupo de adultos
seleccionados (posiblemente de la pareja 8 o 10 de la tabla 3), también era probable que
algunos peces adultos ody-/- tengan un potencial reproductivo menor al normal o que

algunos de ellos sean estériles debido a defectos mds severos en la linea germinal. Para
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analizar la posibilidad de obtener cruces con un 100% de embriones homocigotos para la
mutacién de cxcr4b crecimos hasta etapas adultas larvas mutantes ody-/-, identificadas
por tincién de neuromastos con DASPEI, para asi probar la viabilidad y capacidad
reproductiva de estos peces.

Luego de 3-4 meses de desarrollo de mutantes ody-/- seleccionados, observamos
que estos peces son capaces de producir descendencia y que el 100% de las larvas
obtenidas en cada cruce son mutantes ody-/-, en base al fenotipo de pérdida de
neuromastos de la LLP. En ninguno de estos cruces enconframos larvas con un niimero
normal de neuromastos de la LLP, es decir, no se producen larvas con fenotipo silvestre,
un resultado esperado para un cruce entre dos peces ody-/-. Estos resultados confirman
los criterios de identificacién de mutantes de cxcr4b utilizados.

En cuanto a los fenotipos mutantes ody-/- definidos como grado 1 y grado 2
segin el niimero de neuromastos, encontramos que la proporcién de ellos en cada cruce
de peces ody-/- se ajusta aproximadamente a dos grupos principales: cruces que
producen entre 80-90% de ody-/- grado 2, siendo el porcentaje restante ody-/- grado 1; o
cruces que producen ody-/- grado 1 y grado 2 en un 50% cada uno (Tabla 5). Por lo
tanto, los mutantes ody-/- obtenidos en esta segunda generacién, o F2, muestran en
algunos cruces una proporcién de fenotipos severos (ody-/- grado 2) mayor a la
observada entre los mutantes ody-/- de la primera generacion, o F1 (Tabla 3 y 4).

Posteriores ensayos de inmunotincién de o-tubulina acetilada para analizar la
formaci6én del ax6n de la LLP, y experimentos de inyeccién de vasa 3°UTR-GEP o
nanos 3’UTR-GFP para determinar las alteraciones en la migracién de las células
germinales confirmaron el grado de homocigocidad en el 100% de los embriones

obtenidos de parejas mutantes ody-/-.




Parejas ody Wild type sibling | ody-/- grado 1 ody-/- grado 2
(criterio) N % N % N Yo
P-ody 2 (DASPEI) 47 68 12 17 10 15
P-ody 2 (vasa) 50 66 10 13 15 20
P-ody 8 (DASPEI) 39 36 24 22 45 42
P-ody 8 (vasa) 10 28 25 17 47
P-ody 9 (DASPEI) 31 76 12 12
P-ody 9 (DASPEI) 41 73 16 6 11
P-ody10 (DASPEI) 65 51 34 27 28 22
P-odyll (DASFPEI) 150 75 29 14,5 21 10,5
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Tabla 3. Clasificacién de mutantes ody-/- en grado 1 y 2 de acuerdo a Ia pérdida de neuromastos formados
en LLP (DASPEI), y en algunos cruces, por migracion ectdpica de células germinales (vasa). Bn negrilla
se marcan los cruces que producen fenotipos ody-/- con incidencia mayor a 50% lo que indicaria que
provienen de un cruce de peces con genotipo ody+/- x ody -/-.

Nitmero total de larvas | wild type sibling ody-/- grade 1 ody-/- grado 2

en cada cruce N Yo N Yo N %
267 144 54 64 24 59 22
343 168 49 48 14 127 37
110 54 49 14 13 42 38
1i5 80 70 15 13 20 17

Tabla 4. Distribucién de los fenotipos parciales y severos de larvas ody-/ clasificadas por tincién de
neuromastos con DASPEI y que se obtienen de cruces al azar de peces seleccionados como portadores de
la mutacién de cxcr4b. En negrilla se marcan los cruces que producen fenotipos ody-/- en un 50% de las
larvas aproximadamente, lo que indicarfa que provienen de un cruce de peces con genotipo ody+/- X ody-/-

Nimero total de|ody-/~gradol ody-/- grado 2
ody-/- en cada cruce | N % N %
78 9 12% 69 88%
6 12 18% |5 8%
47 20 43% 27 57%
47 6 13% 41 87%
241 122 51% |11¢9 49%

Tabla 5. Distribucién de los fenotipos parciales y severos de larvas ody-/- clasificadas por tincién de
neuromastos con DASPE] y que se obtienen de cruces entre peces od)y -/-.
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3. Desarrollo alterado del tracto H-IP en mutantes ody-/-

Los estudios del efecto de la pérdida de funcién del receptor cxcr4b en la
formacién del circuito axonal H-IP se centraron en dos aspecios principales del
desarrollo de este sistema: la conectividad a nivel de los nicleos habenulares y la

segregacién de los eferentes habenulares en el NIP.

3.1. Andlisis de conectividad de Ios micleos habenulares en mutantes ody-/-
Establecidos los criterios de identificacién y clasificacién de embriones mutantes
ody-/-, analizamos en primer lugar el efecto de la pérdida de funcién de cxcr4b en el
desarrollo de la neuropila habenular y proyecciones axonales asociadas, como aferencias
(estria medular) y comisura habenular. Mediante inmunotincién contra o-tubulina
analizamos en primer lugar mutantes ody-/- obtenidos de parejas ody+/-, que
corresponden a los mutantes de cxcr4b de primera generacién o F1. Observamos que
una proporcién de larvas ody-/- de 5 dpf presentan a nivel del diencéfalo dorsal
proyecciones axonales ectépicas que conectan con los niicleos habenulares. Algunas de
estas proyecciones se forman entre los micleos habenulares extendiéndose levemente
hacia regiones anteriores de la habénula y cruzando la linea media dorsal. En otros
mutantes se forma una simple proyeccién axonal que generalmente llega hasta el borde
anterior del telencéfalo (Fig.9). La neuropila habenular de las larvas controles,
seleccionadas en cada cruce como wild type sibling, muestra los patrones normales de
asimetria entre los niicleos habenulares izquierdo y derecho, mientras que en mutantes
ody-/- esta organizaci6n basica se ve alterada por las nuevas conexiones axonales
formadas con las proyecciones ectépicas. La clasificacién en grado 1 y 2 de los mutantes
ody-/- utilizados en estos experimentos mediante tincién de neuromastos in vivo fue
verificado observando en estas larvas los defectos en la formacién del axén de la LLP
revelados en el mismo proceso de inmunotincién contra o-tubulina. Analizando estos
subgrupos de mutantes ody-/- encontramos que habia una mayor incidencia de

proyecciones axonales miltiples en mutantes ody-/~ grado 2 que pierden la LLP
(Fig.10).




Proyecciones habenulares en ody-/-, F1

normal

Proyecciones habenulares ectopicas

ody-/- grado 1

ody-/- grado 2

Figura 9. Inmunotincién contra o-tubulina acetilada en larvas ody-/- de 5 dpf obtenidas de peces ody+/-.
Todos los paneles son vistas dorsales del diencéfalo y cerebro anterior. A, B, C son tres ejemplos de
fenotipos encontrados en mutantes clasificados como ody-/- grado 1, dos de ellos mostrando proyecciones
habenulares ectopicas (ph) que conectan con los nucleos habenulares. A’, B* y C’ son las imégenes
correspondientes a estos cerebros enfocados a nivel de la estria medular. D, E, F y las correspondientes
imagenes D°, E’ y F’ muestran la conectividad axonal a nivel habenular y de estria medular
respectivamente para tres larvas clasificadas como ody-/~ grado 2. ca, comisura anterior: ch, comisura
habenular; em, estria medular; Hi, habénula izquierda; Hd, habénula derecha. Barra: 100 um.
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Figura 10. Proporcion de larvas ody-/- que desarrollan proyecciones habenualres ectopicas en relacion a
la severidad de los defectos de la LLP, definidos en grado 1 (gl) v grado 2 (g2), y la penetrancia de la
mutacion, cuando se comparan ody-/- obtenidos de padres ody+/- (F1) o padres ody-/- (F2). Para cada
grupo ody-/- se cuantifica las larvas que presentan proyecciones habenulares normales, proyecciones
ectopicas que se dirigen hacia regiones anteriores del cerebro (borde anterior del telencéfalo. palio) y
proyecciones inter-habenulares marcadas por inmunotincion de a-tubulina acetilada. En cada subgrupo de
larvas ody-/- se contabiliza el total de larvas obtenidas de dos cruces de ody F1 y tres cruces de ody F2
subdivididas en gl y g2. Como grupo control se analizan las larvas que tienen un desarrollo normal de la
LLP y que se obtienen de los cruces de ody F1 (ody+/- y odv+/+ sibling).
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El andlisis de conectividad habenular en larvas ody-/- obtenidas de padres ody-/-,
(F2), muestra no s6lo un mayor nimero de larvas por cruce con proyecciones
habenulares ect6picas, sino también un aumento en la magnitud de estos fenotipos
definida por miltiples proyecciones inter-habenulares y bifurcaciones axonales,
suméandose en algunos casos a este conjunto de axones las proyecciones ectépicas que se
extienden hacia el borde anterior del telencéfalo o del palio. En este grupo encontramos
que la formacién de proyecciones axomales miltiples inter-habenulares son
predominantes en ody-/- grado 1 y 2 con incidencias cercanas al 50% (Fig.10). A partir
de un nuevo cruce de ody-/- F2 diferenciamos las proyecciones habenulares que se
extienden hasta el borde anterior del telencéfalo de aquellas que se dirigen
diagonalmente hacia el palio, definiendo por lo tanto tres clases principales de
proyecciones ectdpicas: la clase I corresponde a las proyecciones habenulares que se
extienden por la linea media dorsal hacia el borde anterior del telencéfalo, la clase II
incluye proyecciones axonales inter-habenulares que se extienden desde un miicleo
habenular hacia el nicleo contralateral cruzando la linea media dorsal, y la clase III
corresponde a las proyecciones que se extienden hacia el palio (Fig.11). En base a esta
nueva clasificacién observamos que la presencia de una proyeccién extensa que llega
hasta el borde anterior del telencéfalo se forma tnicamente en los ody-/- grado 1
(Fig.12), mientras que las proyecciones que se extienden hacia regiones mediales del
palio se forman en los ody-/- grado 2. Por su parte las proyecciones de clase II estdn
presentes en ambos grupos (Fig.12). Al parecer esta restriccién de fenotipos de acuerdo
al grado de severidad de la mutacién de cxcrdb ocurre sélo en ody-/- obtenidos de una
F2; sin embargo, se requiere el andlisis de un mayor nimero de cruces para confirmar

estas observaciones.
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Proyecciones habenulares en ody-/-, F2

normal

Clase I

Clase 11

Clase II1

Figura 11. Clasificacion de las proyecciones habenualres ectopicas en larvas ody-/- de 5 dpf obtenidas de
peces ody-/- marcadas por inmunotincion contra o-tubulina acetilada. Todos los paneles son vistas
dorsales del diencéfalo y cerebro anterior. A-D y las correspondientes imagenes A’-D’ muestran la
conectividad axonal a nivel habenular y de estria medular, respectivamente. bo, bulbo olfatorio; ch,
comisura habenular; em, estria medular; Hi, habénula izquierda: Hd, habénula derecha; ph, proyeccion
ectdpica; po, placoda olfatoria. Barra: 100 um.
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La formacion de la comisura habenular y estria medular en mutantes ody-/- de F1
y F2 es normal, mientras que la organizacion de la neuropila habenular basica se
conserva, viéndose alterada tinicamente por la presencia de conexiones axonales extras.
La formacion de estas proyecciones axonales que conectan con la habénula y que siguen
direcciones anormales en mutantes ody-/- nos permite postular que la pérdida de funcion
del receptor Cxcrdb produce alteraciones de guia axonal dentro de la region habenular.

La identidad de estas proyecciones anormales se analiza mas adelante en este trabajo.

Incidencia de proyecciones habenulares ectopicas en ody-/-, F2

[ vormar | G ] CRRNN (EGa

ody-I- g1, F2

ody-I- g2, F2|

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura 12. Distribucion de las tres clases de proyecciones habenulares ectopicas descritas en mutantes
ody-/- que se obtienen de un cruce de padres ody-/- (F2) y en relacion a la severidad de los defectos de la
LLP definidos en grado I (gl) y grado 2 (g2).
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3.2 Desarrolle normal del epitilamo en mutantes ody-/~

Dado la magnitud de las alteraciones axonales que observamos en la regién
epitaldmica del cerebro de larvas ody-/-, analizamos si el desarrollo de las estructuras de
esta region estaba alterado en los mutantes ody-/- para descartar que los fenotipos de
conectividad habenular observados fueran un resultado indirecto de posibles efectos de
la mutacién de cxcr4b en el desarrollo de esta regién. Para ello investigamos la
formacion del complejo pineal y la especificacién molecular de Ia habénula en mutantes
ody-/-.

El desarrolio normal del complejo pineal en mutantes ody-/- se analizé mediante
la generacién en el laboratorio de dos nuevas lineas de peces mutantes odysseus que
expresan GFP en el complejo pineal. Estos peces se obtuvieron a partir de cruces entre
mutantes ody-/- con transgénicos foxD3:gfp, y entre mutantes ody-/- y transgénicos
flh:gfp, seleccionando luego por fluorescencia in vivo de GFP en el complejo pineal las
larvas transgénicas y heterocigotas ody+/-. Estas larvas se desarrollan hasta etapas
reproductivas para obtener ody(-/-)/foxD3:gfp, y odv(-/-)/flh:gfp, respectivamente, en un
25% de los embriones obtenidos en cada cruce. Las larvas mutantes ody-/- trangénicas
se identificaron por tincién de neuromastos de la LLP y fluorescencia in vivo de GFP en
el complejo pineal, y se analizaron por inmunofluorescencia doble contra o-tubulina
acetilada y GFP usando microscopia confocal. Entre las larvas mutantes trangénicas
encontramos un desarrollo normal del complejo pineal dentro de un contexto de
conectividades axonales alterado por proyecciones ectdpicas habenulares producidas por
la pérdida de funcién de cxcr4b (Fig.13).

Para determinar que la habénula se especifica normalmente en mutantes ody-/- se
revisaron por hibridacién in situ la expresioén de distintos marcadores moleculares de la
habénula. Estos corresponden a genes de expresion temprana en la region del diencéfalo
dorsal donde se forma la habénula (f2f8, neurogenina); marcadores habenulares de
expresion simétrica, es decir, genes con dominios de expresion equivalente en ambos
niicleos habenulares (fspondin, cpd2), y marcadores habenulares de expresi6n
asimétricas con dominios de expresién mayor en la habénula derecha (dexter), o en la

habénula izquierda (leffover). Los resultados muestran la expresién normal de los




distintos marcadores moleculares analizados en mutantes ody-/~ (Fig. 11), por lo tanto la
especificacion de la habénula es un proceso que no depende de la sefializacion por
cxcr4b. Por consiguiente, la pérdida de funcion de este gen en mutantes ody-/- sdlo
produce a nivel del epitdlamo alteraciones de conectividad axonal relacionados con la

habénula sin afectar los procesos tempranos que llevan a su formacion.

| Inmunofluorescencia contra G I'P/Tubulina en epitalamo I

| vista dorsal | | vista ventral |

FoxD3:gfp
| _ody-/- | [ ody+/- || ody-/- | [ ody+/- |

||

flh:gfp

Figura 13. El desarrollo normal del érgano pineal (p) visto por la expresion de GFP en transgénicos
ody(+/-)foxD3:gfp (A, A’) y odv(+/-)flh:gfp (C. C*) no esta alterado en mutantes transgénicos ody(-/-
MoxD3:gfp (B, B*) y ody(-/-)flh:gfp (D, D’) que muestran proyecciones habenulares ectdpicas (ph).
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Figura 14. Hibridaciones in situ de marcadores moleculares de la region presuntiva de la habénula (fgf8,
neurogenina), y de especificacion habenular simétricos (f-spondin, cpd2?) y asimétricos (dexter, lefiover)
en peces normales ody+/- (A-F) y mutantes ody-/- (G-L). La posicion de los nicleos habenulares en el
epitdlamo dorsal de los peces cebra se indica por la cabeza de flecha.. Barra: 50 pm.
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3.3. Segregacidn de los eferentes habenulares en el NIP de mutantes ody-/-

Las eferencias que se originan en los niicleos habenulares izquierdo y derecho se
organizan formando los fasciculos retroflexos respectivos. Estas dos proyecciones
axonales se extienden hacia regiones posteriores del cerebro segregandose en el NIP con
respecto al eje dorso-ventral, de tal manera que los axomes del fasciculo retroflexo
izquierdo conectan principalmente las regiones dorsales del NIP y los del fasciculo
retroflexo derecho, las regiones ventrales de este nicleo (Aizawa y cols., 2005).
Mediante la marcacién diferencial de los micleos habenulares izquierdo y derecho con
cristales de los trazadores lipofilicos DiD y DiA, respectivamente, analizamos por
microscopia confocal la segregacién de los eferentes habenulares en el NIP de mutantes
ody-/-. Inicialmente estudiamos los efectos de la pérdida de funcién de cxcr4b en
mutantes ody-/- de 5 dpf obtenidos de padres ody+/- (F1). En algunas de las larvas
analizadas observamos una pérdida de conectividad axonal con el NIP, con menor
compactacién de la conectividad axonal tipo anillo caracteristico de este micleo y
defasciculacién de los eferentes habenulares (Fig.15). Dentro de los mutantes
seleccionados también encontramos fenotipos normales de segregacién de los eferentes
habenulares, lo que significa que s6lo una proporcién de los mutantes ody-/~ muestra
alteraciones de conectividad eferente, similarmente a lo observado en el anilisis de
conectividad habenular realizado por inmunotincién contra a-tubulina donde sélo una
proporcién de mutantes tiene proyecciones habenulares ectépicas, mientras que el grupo
restante muestra fenotipos normales de conectividad. Sin embargo, por las
caracteristicas del anilisis confocal de la marcacién de eferencias habenulares, no fue
posible cuantificar la proporcién de mutantes ody-/- que presentan pérdida de
conectividad eferente.

Analizando los mutantes ody-/- obtenidos de padres ody-/- (F2), encontramos una
pérdida de conectividad eferente més severa, con mayor grado de defasciculacién de los
eferentes habenulares previo a la llegada al NIP, y pérdida casi completa de los anillos
axonales del NIP (Fig.15). Entre los mutantes ody-/- analizados, también encontramos
fenotipos normales de conectividad eferente indicando nuevamente que s6lo una

proporci6én de los mutantes presentan estos defectos. Al revisar algunos de los mutantes
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que mostraban pérdida de conexién eferente habenular con el NIP encontramos a nivel
habenular la marcacién de proyecciones ectopicas que se originan precisamente de la
habénula que pierde mayor conectividad con el NIP (Fig.16). Esto significaria que la
pérdida de conectividad eferente y la formacién de proyecciones ectépicas en mutantes
ody-{- serfan fenotipos directamente relacionados y que la formacién de proyecciones
axonales extras a nivel habenular ocurre a expensas de los axones que forman los
fasciculos retroflexos. Para revisar este punto analizamos el tracto H-IP unilateral de
mutantes ody-/- mediante marcaciones con cristales del trazador Dil de uno de los
niicleos habenulares. Luego de un dia de difusién se fijé la marcacién por foto-
conversién de Dil, lo que permite revelar en un color café las proyecciones axonales y
eferencias asociadas al nicleo habenular marcado. En un grupo de 10 larvas ody-/-
obtenidos de ody+/- (F1) no se encontraron fenotipos de conectividad muy diferentes a
los normales. Esto se debe principalmente a que la incidencia de estos defectos es menor
en este grupo de mutantes que genmeralmente desarrollan proyecciones ectdpicas
conectadas iinicamente a uno de los dos nficleos habenulares disminuyendo asi las
probabilidades de encontrar estos fenotipos por marcaciones unilaterales de la habénula.
Sin embargo, el andlisis de un grupo de larvas ody-/- obtenidas de ody-/- (F2) mostré la
presencia de proyecciones axonales ectOpicas asociadas a la habénula que pierde
conectividad a través del fasciculo retroflexo respectivo con el NIP, indicado por una
menor densidad del anillo axonal de este nicleo, desfasciculacién de los eferentes
habenulares y disminucién del grosor del fasciculo retroflexo (Fig.17).

Estos resultados sugieren que en mutantes ody-/- se producen errores de guia
axonal que afectan la formacién del tracto H-IP. Axones que debieran formar los
fasciculos retroflexos que se extienden hacia regiones posteriores del cerebro, siguen
rutas anormales en direcciones opuestas formando las proyecciones ectépicas con la
consiguiente pérdida de conectividad axonal con el NIP y defasciculaciones de los
eferentes habenulares. Por lo tanto, Cxcr4b cumpliria un papel importante en funciones
de guia axonal durante el establecimiento del circnito H-IP, y en esta funcién las
quimioquinas Sdfla y Sflb serfan los factores claves en la activacién de la via de

sefializaci6n a través de este receptor.
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marcacion || ody+/- || ody-/-, F1 |[ ody-/-, F2 |

Figura 15. Marcacion diferencial de los nucleos habenulares izquierdo (Hi) y derecho (Hd) con los
trazadores DiD y DiA, respectivamente, en larvas wild type sibling (ody+/-) y mutantes ody-/- de primera
y segunda generacion (F1, F2). A-C, vista dorsal del nucleo interpeduncular (NIP) con la segregacion
dorso-ventral de los fasciculos retroflexos izquierdo (FRi) y derecho (FRd). A’-C’, vista lateral izquierda
del NIP. d, dorsal; v, ventral.

Figura 16. Asociacion entre la
formacion de proyecciones
habenulares ectopicas y la
pérdida de  conectividad
eferente con el NIP
determinada por marcacion
diferencial de los nucleos
habenulares izquierdo (Hi) y
derecha (Hd) con DiD y DiA,
respectivamente. A y B, vista
dorsal del cerebro anterior de
mutantes ody-/- obtenidos de
una F2, que presentan
proyecciones ectopicas (ph) de
clase I y clase Il que conectan
con la habénula derecha. A’,
B’, vista dorsal del NIP de los
ody-/- respectivos que
muestran principalmente
mayor pérdida de conexiones a
través del fasciculo retroflexo
derecho (FRd) que del
fasciculo retroflexo izquierdo
(FRi).

marcacion | | ody-~~,F2 | [ ody-/-, F2 |

B ph clase 1
=
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Fotoconversion de Dil en habénula izquierda

Hi, dorsal NIP, ventral [ FRi, lateral

ody+/-

ody-/-

Fotoconversion de Dil en habénula derecha

Hd, dorsal NIP, ventral FRd, lateral
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Figura 17. Marcaciones unilaterales del tracto H-IP por fotoconversion de Dil. El panel superior muestra
los componentes del tracto H-IP izquierdo marcado con Dil de larvas normales y mutantes ody-/-
correspondientes a la habénula izquierda, Hi (A, B); nicleo interpeduncular, NIP (A’, B’), y fasciculo
retroflexo izquierdo, FRi (A’’, B’), respectivamente. El panel inferior muestra los componentes del tracto
H-IP derecho marcados con Dil en larvas normales y mutantes ody-/- correspondientes a la habénula
derecha, Hd, (C. D); nicleo interpeduncular, NIP (C*, D’), v fasciculo retroflexo derecho, FRd (C**, D**),
respectivamente. La formacion de proyecciones ectdpicas (ph) en el niucleo habenular marcado se asocia a
un menor numero de axones que llegan al NIP y desfaciculaciones de los eferentes habenulares
respectivos.
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4. Efectos de la pérdida de fancién de sdfla y sdf1b en el desarrollo del tracto H-IP
Al eliminar la funcién de los posibles ligandos del receptor Cxcrdb se espera
reproducir los fenotipos encontrados en mutantes ody-/- y obtener fenocopias de los
defectos vistos en el tracto H-IP de mutantes de cxcr4b. Esto demostraria la importancia
de una via de sefalizacién Sdf1/Cxcr4b activa para la correcta formacién de este circuito

axonal.

4.1. Bloqueo de la funcién de sdfla y sdf1b en peces cebra silvestres

La sintesis de Sdfla y Sdfib se bloqueé mediante la inyeccién de
oligonucledtidos de tipo morfolino especificos para estos factores, MOsdfla y MOsdf1b,
en embriones de pez cebra silvestre recién fecundados. La eficiencia de los morfolinos
usados en todas las inyecciones se determiné por los defectos que produce en la
formacién de la LLP, proceso que requiere la actividad de Sdfla (David y cols., 2002).
De esta manera seleccionamos como morfantes larvas de 5 dpf que por tincién in vivo
con DASPEI mostraban ya sea un nimero menor o la ausencia total de neuromastos de
la LIP. Luego analizamos en estas larvas la conectividad habenular por inmunotincién
contra o-tubulina acetilada, encontrando en algunas larvas inyectadas con MOsdfia
proyecciones ectépicas inter-habenulares semejantes a las observadas en mutantes ody-/-
(fig.18). En general son proyecciones axonales mds finas que se presentan en un
porcentaje bajo de morfantes seleccionados (24%, n=31). Estos resultados se obtuvieron
inyectando MOsdfIa en cada blastémero de embriones en estadio de 4 células (1,5 mM,
0,5 nl por blastémero). Concentraciones mayores a 2 mM son toxicas, produciendo
defectos en el desarrollo general de los embriones, mientras que concentraciones més

bajas (0,3 mM) no producen proyecciones habenulares ectGpicas aun cuando estas larvas

muestran defectos parciales en la formacion de la LLP (Tabla 6).
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Peces Morfolino sdfia Normal Grado 1 Grado2 | Proy. Hab.
Concentr. {volumen) N (%) N (%) N (%) N (%)
wild type - 50 (100) - - -
wild type 0.3 mM 16 (29) 40 (71) - -
wild type 1 mM (0,5 nl) - 34 (64) |19 (36) -
wild type 1,5mM  (05nlx4) - 32 (68) |15 (32) 1 @
wild type 15mM  (05nlx4) - 5 (200 | 20 (80) 6 (24)
ody-/- (1) - - 14 (45) | 17 (85 25 (81)
ody-/- (1) 15mM  (0,5nlx4) - - 19 (a0mi 11 (58)
ody-/- (2) - - 24 (60) | 16 (40) 21 (53)
ody-- (2) 15mM  (05nix4) - 1 (3 42 (98] 17 (40)

Fabla 6. Inyeccién de morfolinos para sdfla en embriones wild type y en dos grupos de mutantes ody-/-,
clasificando por tincién de neuromastos con DASPEI los efectos del morfolino en la formacion de 1a LLP
normal, parcial (grado 1) o severo (grado 2), y por inmunotincién de o-tubulina, la formacién de
proyecciones ectdpicas habenulares (proy. hab).

En oira serie de experimentos se inyectd MOsdfla en mutantes ody-/- con el fin
de aumentar el porcentaje de larvas con proyecciones ectdpicas habenulares observado
en mutantes de cxcr4b. Se inyecté MOsdfla en embriones ody-/- obtenidos de padres
ody-/- (ody-MOsdfla), dejando como grupo control ody-/- hermanos no inyectados (ody-
control) seleccionados del mismo cruce. La actividad del morfolino se comprobé al
obtener un 100% de larvas ody-MOsdf1a con pérdida completa de los neuromastos de la
LLP, considerando que el grupo de ody-control presenta pérdida parcial o total de la
LLP en un 45% y 55%, respectivamente, en uno de los grupos experimentales. Sin
embargo, cuando analizamos la frecuencia de las alteraciones de conectividad habenular
de ody-MOsdfla y ody-control no enconframos un aumento en la formacién de
proyecciones ect6picas por efecto del morfolino (Tabla 6). Un efecto secundario de la
inyeccién de MOsdflIa en mutantes ody-/- fue la gliminacién de las proyecciones
axonales de clase I que se extienden entre la habénula y el borde anterior del telencéfalo
(fig.19). Estas proyecciones estdn presentes en los ody-control, pero desaparecen en el
grupo ody-MOsdfla, mientras que las proyecciones inter-habenulares, o de clase I, se
conservan en ambos grupos. Una revisién mas detallada de la inmunotincién muestra
que en la linea media dorsal del diencéfalo de los ody-MOsdfla se puede distinguir la
formacién inicial de posibles proyecciones de clase I que llegaron a extenderse
brevemente en direccién anterior quedando con un extremo redondeado. Si

efectivamente el bloqueo de la funcién de sdf/a en estos mutantes impide la extensién
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de estas proyecciones hacia el borde anterior del telencéfalo, entonces podriamos decir
que las proyecciones de clase I en principio no siguen rutas aleatorias sino que son
guiadas por Sdfla endégeno expresado en regiones del cerebro anterior por la activacion
de algun receptor desconocido o del propio Cxcrdb, si consideramos posibles
actividades residuales de este receptor aun presentes en mutantes ody-/-, como se
menciond anteriormente.

En el bloqueo del ligando Sdflb, las distintas concentraciones de MOsdf1b
ensayadas no producen proyecciones ectopicas habenulares, aun cuando las
concentraciones mds altas de morfolino (2 mM; 0,5 nl) también lograron afectar el
desarrollo de la LLP. Se ha descrito en la literatura que el bloqueo de sdflh con
morfolinos no afecta la migracién del primordio ni la extension del axon de la LLP (Li y
cols., 2004), por lo tanto los efectos producidos en la formacion de la LLP podrian ser
un resultado indirecto del exceso de morfolino usado y la alta homologia de secuencia

con sdfla.

Figura 18. Fenocopias de las proyecciones ectdpicas habenulares en morfantes de sdf7a analizadas por
inmunotincion anti a-tubulina acetilada. Se muestran vistas dorsales del cerebro anterior de tres larvas que
forman principalmente proyecciones ectépicas (ph) de clase 11 (B, C), y un caso donde se forma una
proyeccion de clase 11 y el segmento inicial de una posible proyeccion de clase I (A). Barra: 100 um.
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ody-/-

ody-/- Mosdfla

Figura 19. Efecto de la inyeccion de morfolino antisentido para sdf7a (Mosdfla) en mutantes ody-/-.
Todos los paneles son vistas dorsales del cerebro anterior de mutantes ody-/- de 5 dpf analizados por
inmunotincion anti a-tubulina acetilada. (A, B) controles no inyectados. (C, D) mutantes inyectados con
MosdfTa. En ninguno de los ody-/- inyectados se encontraron las proyecciones ectopicas (ph) de clase |
observadas en mutantes control, observandose solamente un segmento inicial de esta clase de
proyecciones (cabeza de flecha). Barra: 100 pm.

4.2. Bloqueo de la funcion de sdfla en peces cebra transgénicos ET16:gfp

La posibilidad de obtener proyecciones ectopicas habenulares GFP positivas y
que puedan ser visibles por fluorescencia in vivo de GFP o por inmunotincion anti-GFP
se probd inyectando MOsdfla en embriones ET16:gfp. Como habiamos mencionado
previamente estos peces transgénicos expresan GFP en el tracto H-IP, especificamente
en los nucleos habenulares, fasciculos retroflexos y NIP. La eficiencia del MOsdfla fue
de un 100% con respecto a la pérdida de neuromastos de la LLP en todos los embriones
inyectados con 0,5 nl de 2 mM de morfolino. Las nuevas inyecciones de MOsdf/a no
produjeron proyecciones ectopicas habenulares visibles por fluorescencia in vivo de

GFP, lo que podria significar que el bloqueo de sdf/a no fue suficiente para llegar a
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formar estos axones ectopicos en estas inyecciones, aunque también era posible que
estas proyecciones no expresaran GFP en los peces ET16. Para analizar esto realizamos
inmunotincion de a-tubulina acetilada en las larvas ET16 inyectadas con MOsdfla. y en
otro grupo inmunofluorescencia doble para a-tubulina acetilada y GFP. En estos peces
vimos la pérdida del axon de la LLP correspondiente a peces que no desarrollan
neuromastos de la LLP por efecto del MOsdfla y una disminucion general de la
neuropila habenular, pero no fue posible obtener proyecciones ectopicas habenulares. La
inmunofluorescencia doble muestra una desorganizacion de la neuropila habenular y
tractos axonales con menor formacion de redes axonales en otras regiones del cerebro de
peces inyectados con MOsdfIa, mientras que la expresion de GFP muestra una menor
compactacion de los nucleos habenulares conservando la diferencia de tamafio relativo
entre los nucleos izquierdo y derecho en los casos analizados (Fig.20). Estos resultados
indican que el bloqueo de sdf/a altera el desarrollo temprano de algunas estructuras
embrionarias, como por ejemplo la LLP y algunas regiones del cerebro, mientras que en
el sistema habenular probablemente retrasa su formacion sin producir los efectos
esperados en el desarrollo mas tardio de la conectividad habenular de los morfantes de

sdfla analizados.

Inmunofluorescencia doble contra (;I'P’/tubulina en ET16:gfp

ET16:g/p ET16:gfp + MOsdfla

Figura 20. Microscopia confocal de inmunofluorescencia doble para o-tubulina acetilada y GFP en peces
ET16:gfp. Las imdgenes muestran una vista dorsal de la region habenular de peces de 5 dias control no
inyectado (A) y uno inyectado con 2 mM de MOsdf7a (B).
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4.3. Estudios de conectividad habenular en mutantes de sdfla

La obtencién de fenocopias de mutantes ody-~ en algunos peces inyectados con
MOsdfla indican la posible participacién del sefialamiento Sdfla/Cxcrdb en el proceso
de formacién del circuito H-IP, pero la baja incidencia de estas alteraciones de
conectividad habenular en los morfantes de sdffa, nos llevé a buscar nuevas
aproximaciones experimentales para demostrar el papel de Sdfla en este proceso.
Recientemente se describié en pez cebra un mutante para sdfla, denominado medusa
(med-/-), que muestra un fenotipo altamente penetrante que afecta fuertemente la
formacién de la LLP (Valentin y cols., 2007). Para comenzar nuestros experimentos,
recibimos larvas de peces medusa fijadas a los 4 dpf para los primeros andlisis de
conectividad habenular por inmunotinciones anti a-tubulina acetilada. En dos grupos de
alrededor 50 peces cada uno se identificaron los mutantes med-/- por la pérdida del ax6n
y neuromastos de la LLP, encontrindose aproximadamente un 25 % de larvas med-/- en
cada grupo, lo que indica que estos provienen de cruces de padres heterocigotos para la
mutacién de sdfla (med+/-). De los mutantes med-/- identificados, 6 larvas de cada
grupo muestran alteraciones de la conectividad habenular con formacién de
proyecciones ectépicas, es decir, alrededor de un 40% de las larvas med-/- presentan
fenocopias de los mutantes ody-/- (Fig.21). Estas corresponden a proyecciones ectdpicas
interhabenulares (clase IT) y proyecciones que se extienden a regiones anteriores del
cerebro (clase I). El andlisis confocal de la conectividad habenular vista por
inmunofluorescencia de o-tubulina acetilada de un tercer grupo de peces medusa permite
la observacién de proyecciones axonales inter-habenulares ectpicas mas finas entre los
mutantes (Fig.22). Andlisis por inmunofluorescencia de un nuevo grupo de med-/-
muestra fenocopias de mutantes ody-/- que incluyen fuertes proyecciones axonales de
clase I (Fig.22C). Estos resultados apoyan fuertemente el papel de la via de sefializacién

Sdfla/Cxcrdb en funciones de guia axonal durante la formacién del circuito H-IP.
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Figura 21. Peces medusas de 4 dpf analizados por inmunotincion anti o-tubulina acetilada. A,
conectividad habenular normal de una larva med+/-. B-D, mutantes med-/- que forman las distintas clase

de proyecciones ectépicas (ph) encontradas en mutantes ody-/-. Barra: 100 um
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/

clase 11
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Figura 22. Analisis confocal de las proyecciones habenulares en peces medusa-/- de 4 dpf vistas por
inmunofluorescencia de a-tubulina acetilada. A, neuropila habenular normal. B, deteccién de finas
proyecciones ectopicas (ph) de clase 1. C, C’, prominente proyeccion de clase I en vista dorsal y lateral,
respectivamente. D, D’, proyecciones de clase I y segmento inicial de una proyeccion de clase I (cabeza
de flecha) en vista dorsal y lateral, respectivamente. Barra 50 pm.
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5. Origen de las alteraciones de conectividad habenular en mutantes ody-/~

La adquisicién de lineas transgénicas de peces cebra que expresan GFP en el
tracto H-IP nos permitié realizar una aproximacién experimental en el estudio de la
naturaleza de las proyecciones ectdpicas habenulares que observamos en mutantes
odysseus. La primera linea, denominada brn3a-hsp70:.gfp, expresa GFP bajo el control
de elementos enhancer de brn3a, un gen que codifica un factor de transcripcién con
dominio POU expresado en la habénula. En estos peces, GFP se expresa en
subpoblaciones de neuronas habenulares y en sus axones. Las células GFP positivas
ocupan la regién medial de los nicleos habenulares, siendo mayor el dominio de
expresion en la habénula derecha (Aizawa y cols., 2005). La segunda linea corresponde
a ET16:gfp, peces que usamos anteriormente en la localizacién del NIP. Esta linea
enhancer trap lleva una insercién de Tol2-GFP y marca un subgrupo de neuronas
habenulares con dominios de expresién mayor en la habénula izquierda que en la
derecha, fasciculos retroflexos y NIP (Bianco y cols., 2008). En ambas lineas
transgénicas no se observa expresion de GFP en estria medular y comisura habenular,
indicando que sélo las proyecciones axonales de origen habenular son GFP positivas.
Mediante el uso de estas Iineas transgénicas buscamos determinar si las proyecciones
ectopicas de los mutantes ody-/- son también de naturaleza habenular. Estos
experimentos se iniciaron con la generacion en el laboratorio de dos nuevas Iineas de
peces obtenidas por cruces entre mutantes ody-/~ y peces brn3a-hsp70:gfp; vy entre
mutantes ody-/~ y peces ET16:gfp. De estos cruces se obtuvieron embriones con
genotipos ody(+/-)/brn3a:gfp v ody(+/-)/ET16:gfp, respectivamente, Ambas lineas
transgénicas son portadores de la mutacién de cxcr4b, y se crecieron hasta etapas adultas
reproductivas para obtener de ellos embriones homocigotos para la mutacién de cxcr4b
con genotipos ody(~/-)/brn3a:gfp en la primera linea, y ody(-/-)/ET16:gfp en la segunda,

dentro del 25% de los embriones obtenidos en cada cruce.
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5.1. ody(-/-)/brn3a:gfp

Los primeros analisis de conectividad habenular se realizaron en larvas ody(-/-
ybrn3a:gfp. En esta linea de peces encontramos que no era necesario la activacion por
calor del promotor Asp70 para obtener expresion de GFP, lo que indicaria que
posiblemente como resultado de estos cruces hubo una pérdida de la regulacién
transcripcional por Asp70 permitiendo una expresion constitutiva de GFP bajo el control
de enhancers de brn3a. En esta linea de peces observamos que los neuromastos de la
LLP también presentan fluorescencia in vivo de GFP, lo que permitié identificar
tempranamente como mutantes ody-/- las larvas que presentaban un menor nimero de
neuromastos o la ausencia total de ellos. Algunos de los mutantes ody-/- asi identificados
mostraron proyecciones ectopicas habenulares visibles por fluorescencia in vivo de GFP
que luego fueron analizadas por microscopia confocal. Una de las primeras
caracteristicas observadas en estos mutantes por fluorescencia in vivo de GFP es la
aparente fusion de los ntcleos habenulares producida por la presencia de proyecciones
ectopicas inter-habenulares GFP positivas. También se pudo observar en estos mutantes
que la presencia de proyecciones a nivel habenular estd asociada a una disminucion
relativa en la intensidad de fluorescencia de GFP en el NIP y fasciculo retroflexo. lo que
podria reflejar la pérdida de conectividad eferente habenular con el NIP en los peces

mutantes ody-/- (Fig.23).

ody(+/-)/brn3a:gfp ody(-/-)/brn3a:.gfp

C

Figura 23. Expresion in vive de GFP en cerebro de larvas provenientes de un cruce entre peces ody(+/-
Ybrada:gfp vista en lupa de fluorescencia. A, desarrollo de conectividad normal de los nicleos
habenulares izquierdo (Hi) y derecho (Hd) y del anillo axonal del NIP (cabeza de flecha) en wild type
sibling. B, mutante con miultiples proyecciones ectopicas interhabenulares y NIP débilmente marcado. C,
mutante con proyecciones interhabenulares con fusion de los niicleos habenulares y un NIP practicamente
ausente. Oi, ojo izquierdo; Od, ojo derecho; TeO, tectum dptico.
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Un grupo de larvas seleccionadas como ody(-/-)brn3a:gfp que presentan
proyecciones ectopicas habenulares se analizaron por inmunofluorescencia doble contra
GFP y a-tubulina acetilada (Fig.24). En los experimentos anteriores del analisis de
mutantes ody-/- usando el marcador general de axones o-tubulina acetilada observamos
la formacion de proyecciones axonales ectopicas que conectaban con los nucleos
habenulares. Ahora en base a los resultados de la inmunotinciéon doble en mutantes
ody(-/-)/brn3a:gfp podemos decir que estos axones ectopicos son de origen habenular

dado que la expresion de GFP en esta region del epitalamo es especifica del circuito H-

IP.

[ ody(+/-)/brn3a:gfp ] ody(-/-)/brn3a:gfp |

a-tubulina |

ph clase I

|l GFP

merge

Figura 24. Analisis del caracter eferente de las proyecciones ectdpicas habenulares en larvas ody(-/-
V/brn3a:gfp. Las imigenes confocales muestran en canales separados el resultado de la
inmunofluorescencia doble contra a-tubulina acetilada (A, B), GFP (A, B") con mayor expresion en la
habénula derecha, y la fusién (merge) de ambas iméagenes (A™, B*"). respectivamente. Las proyecciones
ectopicas habenulares (ph) de clase II formadas en odv(-/~)/brn3a:gfp muestran colocalizacion de ambos
marcadores moleculares.
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5.2. ody(-/-)/ET16:gfp

Los estudios de peces obtenidos de cruces entre mutantes ody-/- y peces
ET16:gfp proporcionan nuevas evidencias del origen habenular de las proyecciones
ectopicas encontradas en mutantes ody-/-. Los peces ody(+/-)/ET16:gfp generados en
estos cruces se crecieron hasta etapas reproductivas para obtener de ellos larvas ody(-/-
JET16:gfp identificados por marcacién de neuromastos con DASPEI y por
fluorescencia in vivo de GFP en el tracto H-IP. Al igual que en la linea anterior, un 25%
de los embriones obtenidos en cada cruce son mutantes ody-/- y una fraccién de ellos
son transgénicos GFP positivos. Entre las larvas seleccionadas encontramos nuevamente
mutantes ody-/- con proyecciones ectépicas habenulares GFP positivas. El analisis
confocal de la inmunofluorescencia doble contra GFP y a-tubulina acetilada de estas
larvas mostr6 la presencia de ambos marcadores moleculares en los axones ectépicos
habenulares (Fig.25). En la mutante ody-/- de la figura se puede observar ademads que la
comisura habenular no expresa GFP, s6lo a-tubulina acetilada, manteniéndose como una
proyeccién axonal independiente que no contribuye a la formacién de los axones
ectépicos habenulares GFP positivos. Como indicamos anteriormente, la expresién de
GFP en peces ET16:g/p est4 restringida principalmente a componentes del circuito H-IP,
es decir, los micleos habenulares, los eferentes habenulares, o fasciculos retroflexos, y el
NIP; por lo tanto, los axones ectépicos que se forman en mutantes ody-/- son de origen
habenular. Los resultados obtenidos con estas nuevas lineas trangénicas indican que las
proyecciones habenulares ectOpicas vistas en mutantes ody-/- posiblemente
corresponden a axones eferentes de origen habenular similares a los que forman los
fasciculos retroflexos, pero que por la ausencia de un receptor Cxcr4b funcional siguen

rutas aleatorias debido a una pérdida de guia axonal.
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| ody(+/-)ETl6:gfp || ody(--)/ETl6:gfp |

ph:
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/
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Figura 25. Analisis del cardcter eferente de las proyecciones ectopicas habenulares en larvas ody(-/-
JETIG:gfp. Las imagenes confocales muestran en canales separados el resultado de la
inmunofluorescencia doble contra a-tubulina acetilada (A, B), GFP (A, B’) con mayor expresion en la
habénula izquierda, y la fusion (merge) de ambas iméagenes (A*", B™"), respectivamente. En esta larva
ody(-/-)/ET16:gfp se forman proyecciones ectopicas habenulares (ph) de clase I, Il y III, y todas ellas
muestran colocalizacion de ambos marcadores moleculares. En ambas larvas se puede observar que la
comisura habenular (ch) no expresa GFP, como tampoco el segmento de estria medular visto en ody(+/-
JETI6a:gfp. Dos proyecciones de clase | alcanzan regiones anteriores del telencéfalo cercanas a la
comisura anterior (ca).




61

DISCUSION

Patrones de expresion de gquimioquinas y su posible funcién en guia axonal

Los diversos procesos del desarrollo embrionario que involucran la via de
sefializacién de Sdfla/Cxcr4b, entre ellos la migracién del primordio de la LLP,
migracién de las células germinales, guia axonal de los células ganglionares de la retina
y formaci6én del sistema olfatorio, requieren la expresién de ligando y receptor de
quimioquinas de acuerde al desarrollo espacio-temporal de estos procesos. Una
caracteristica comiin en estos procesos es la separacion espacial de los dominios de
expresién para ligando y receptor. El grupo de células involucrado en procesos de
migracién (primordio de la LLP, células germinales) expresan el receptor Cxcrdb en la
membrana celular, mientras que Sdfla, el ligando que es secretado, se expresa en las
regiones blanco y en la via por donde se desplazan estas células (miosepto, regién
gonadal). Por su parte en los procesos de guia axonal el receptor se expresa en las
regiones donde se localizan los cuerpos neuronales (retina, placoda olfatoria) que
extienden procesos axonales en direccion a las fuentes de Sdfla (tallo 6ptico, borde del
bulbo olfatorio). Se ha demostrado que la tnica quimioquina que participa en estos
procesos de gufa axonal es Sdfla, y su funcién principal seria permitir la salida de los
axones hacia sus nicleos blanco.

Previo a la formacidn del sistema de conexiones del circuito H-IP observamos la
expresion de cxcr4b en los niicleos habenulares izquierdo y derecho, mientras que en las
regiones del borde posterior a estos miicleos se expresa sdfla, sugiriendo que Ia posible
funcién de Sdfla en este sistema también es permitir la salida de axones,
especificamente, las eferencias habenulares que forman los fasciculos retroflexos que
proyectan hacia el NIP.

Para el ligando sdfIb no se han descrito funciones especificas en procesos de
migracion celular o guia axonal. Sin embargo, la expresién inicial de este ligando en
regiones del mesencéfalo ventral donde se forma el NIP, y su consiguiente expansién

hacia regiones anteriores por donde tienen acceso los fasciculos retroflexos, sugieren

que sdflb posiblemente permite la entrada de los axones hacia el NIP durante el




62

establecimiento del circuito H-IP. De esta manera sdff/b actuaria de forma
complementaria con sdffa durante la formacion de este circuito, lo que también ha sido
propuesto para el proceso de guia axonal de las células ganglionares de la retina donde
se observa la expresion de sdfla en el sector del tallo 6ptico méas cercano a la salida de
los axones de la retina, mientras que sdfib se expresa en segmentos mis distantes del
tallo éptico. Nuestros resultados tambi€n muestran la expresion de sdf/b en el borde
antero-lateral de la habénula, en las regiones por donde llegan las aferencias habenulares
provenientes del palio a través de la estria medular. Estas observaciones sugieren que la
posible funcién de Sdflb en esta region es permitir la entrada de axones hacia la
habénula. De esta manera ambos ligandos participarian en la formacién del tracto H-IP
con funciones complementarias: Sdfla permite Ia salida de axones desde los nicleos
habenulares, y Sdfib, la entrada de axones a los nicleos blanco, es decir, habénula y

NIP.

Penetrancia de la mutacién de cxcr4b

Los fenotipos que produce la pérdida de funcién de cxcr4b en mutantes ody-/- en
la formacién de la LLP y migracion de las células germinales durante el desarroilo
embrionario (Knaut y cols., 2003; Li y cols., 2004), fueron usados en la identificacién de
embriones y larvas mutantes ody-/-. En base a los resultados obtenidos en estos anélisis
clasificamos dos subgrupos principales de mutantes ody-/- de acuerdo al grado de
severidad de los defectos encontrados en la formacién de la LLP, y que denominamos
grado 1 y grado 2. Ambos subgrupos de mutantes ody-/- fueron analizados
separadamente en los estudios de conectividad axonal del tracto H-IP, encontrando en
cada subgrupo una proporcién de mutantes que presentaban proyecciones axonales
ectdpicas habenulares (alrededor de 30%) siendo el resto mutantes ody-/- con
conectividad habenular normal. La incidencia de estos fenotipos es relativamente
semejante para ambos subgrupos, pero la magnitud de estos defectos, indicado por la
presencia de proyecciones ectpicas miltiples, es mayor en el grupo de mutantes
clasificados como severos o grado 2. Estas observaciones corresponden a larvas ody-/-

obtenidos de peces ody+/- de la primera generacién o F1. Cuando se analizan mutantes
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ody-/- obtenidos de peces ody-/-, o generacién F2, la proporcién de mutantes con
alteraciones axonales a nivel habenular aumenta, llegando a encontrar en algunos casos
hasta un 60% de mutantes con proyecciones axonales ectopicas. En estos mutantes
también se observan fenotipos mdas severos en cuanto a la presencia de proyecciones
miiltiples y a la pérdida de conectividad eferente entre la habénula y el NIP. Estos
resultados muestran la importancia de Cxcr4b en el desarrollo normal del circuito H-IP,
ya que su ausencia produce que algunos axones tomen direcciones aberrantes
disminuyendo a su vez el nimero de axones que legan al NIP. Sin embargo, como
vimos anteriormente, no todos los mutantes presentan alferaciones de conectividad
habenular, lo que podria significar posibles actividades residuales del receptor Cxcrdb
en los mutantes ody-/- que explicarian los fenotipos parciales encontrados no sélo en la
formacién de este circuito, sino que también aquellos observados en los distintos
procesos de migracién celular y guia axonal estudiados con esta mutante. Esta posible
actividad residual del alelo de la mutante ody-/- ha sido sugerida para explicar por qué
en mutantes de cxcr4b ody-/- no se reproducen los efectos del bloqueo de cxcr4b con
morfolinos en la pérdida de células ganglionares de la retina (Pujic y cols., 2006). Esto
podria explicar también la variedad de fenotipos entre parciales y severos descritos en la
formacién de la LLP de los mutantes ody-/-. En procesos de guia axonal de las neuronas
sensoriales olfatorias que conectan con €l bulbo olfatorio, los ody-/- también presentan
defectos variables de conectividad en un 40-56% de los mutantes, mientras que el
porcentaje restante desarrolla una conectividad normal (Miyasaka y cols., 2007). La
incidencia de estos defectos de guia axonal en el sistema olfatorio en desarrollo es
semejante a lo observado en nuestros estudios del sistema H-IP, donde las proyecciones
axonales ectpicas se presentan en un 50-60% de los mutantes en los casos més severos,
mientras que el resto de ellos desarrolla conectividad normal. Estos datos indican que en
los procesos de guia axonal los niveles de actividad de Cxcrdb que permiten el
desarrollo normal de conectividad axonal probablemente sean menores a los niveles
requeridos para los procesos de migracién celular, y por ello todos los embriones ody-/-
muestran en grado variable defectos en la formacién de la LLP y migracién de las

células germinales sin observarse fenotipos normales. Esta posible actividad residual de



s

64

cxcr4b en mutantes ody-/-, responsable de los defectos parciales observados en los
distintos procesos del desarrollo en que participa este receptor, podrfa significar una
ventaja comparativa en el estudio de las funciones de Cxcrdb al permitir que estos
embriones se desarrollen hasta estadios adultos con capacidad reproductiva, a diferencia
de lo que ocurre en ratones donde Ia eliminacién del gen Cxcr4 es embriolégicamente
letal produciendo miiltiples fenotipos que incluyen defectos serios en el desarrollo de los
sistemas inmune, circulatorio y nervioso central (Tashibana y cols., 1998; Zou y cols.,
1998).

Una explicacién alternativa a la presencia de mutantes ody-/- con desarrollo
normal de conectividad axonal tiene relacién con la posible participacién de otras
moléculas que adopten las funciones de Cxcr4b en estos procesos. Estos factores podrian
ser moléculas de gufa axonal que actien en forma independiente del sistema de
sefializacién Sdfla/Cxcrdb como también factores que interactiien con esta via. A este
dltimo caso podria pertenecer Cxer7, un nuevo receptor de Sdfla descrito primero en
mamifero (Balabanian y cols., 2005), y que recientermente ha ganado importancia en pez
cebra por sus funciones complementarias a Cxcrdb en los procesos de migracién del
primordio de la LLP (Dambly-Chaudiere y cols., 2007; Valentin y cols., 2007) y en la
migracién de las células germinales (Boldajipour y cols., 2008) a través de su
interaccidn con el ligando Sdfla. La expresion de cxcr? descrita en embriones de 24 hpf
(Thisse y cols., 2001; Miyasaka y cols., 2007 en figura suplementaria) muestran
patrones de expresion en el diencéfalo dorsal en regiones presuntivas de la zona anterior
de Ios micleos habenulares y posiblemente en la habénula misma. En un embrién normal
las funciones del receptor Cxcr7 podrian incluir secuestro o internalizacién de Sdfla
generando de esta manera un gradiente del ligando, 1o que permitiria que la guia axonal
de los eferentes habenulares producida por la sefializacién a través de Cxcrdb ocurra en
los puntos con mayor concentracion del ligando, es decir las regiones posteriores de la
habénula. Al bajar los niveles de Cxcrdb, probablemente las funciones remanentes de
Cxcr7 en mutantes ody-/- permiten la salida de los eferentes habenulares resultando en
desarrollo normal de conectividad habenular en aproximadamente la mitad de los

mutantes, aunque también es posible que Cxcr7 adquiera nuevas funciones de guia
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axonal en la ausencia de Cxcrdb, cuando las diferentes afinidades por el ligando ya no
estin consideradas. Un dato interesante es la ubicacién de los genes cxcr4 y cxer7 en
posiciones vecinas del cromosoma 1 de ratén (Hessen y cols., 1998) y en el cromosoma
2 de humanos junto a otros dos receptores de quimioquina. Probablemente los genes
homélogos en pez cebra presentan una organizacion genémica similar con una posible
regulacién transcripcional compartida que garantice las funciones complementarias de
Cxcr4b y Cxer7.

Otro resultado que llama la atencién es la mayor proporcion de larvas ody-/- con
defectos de guia axonal en el tracto H-IP encontrado en los cruces de padres ody-/- (F2)
en comparacién con los obtenidos de padres ody+/- (F1). Esto podria indicar la presencia
de un componente materno en los embriones ody-/- obtenidos de peces ody+/- que
minimizan los defectos de gufa axonal producidos por la mutacién de cxcr4b. Este
componente se perderia en los embriones mutantes obtenidos de padres con genotipo

ody-/-. Sin embargo, este aspecto todavia debe ser investigado.

Efectos de la mutacién de cxcr4b: proyecciones ectépicas habenulares

Entre los distintos fenotipos asociados al mutante ody-/-, uno de los mas notorios
es la formacién de prominentes proyecciones axonales ectdpicas relacionadas a la
habénula que abarcan extensas regiones dorsales del telencéfalo dorsal. Entre las
diversas proyecciones ectpicas distinguimos dos patrones principales de conectividad
en relacién a la direccion que estos tractos axonales adoptan y que denominamos clase I
y clase II. En los defectos de guia axonal de las neuronas olfatorias descritos en
mutantes ody-/- (Miyasaka y cols., 2007) se utiliz6 un criterio de clasificacién de
acuerdo a la severidad de los fenotipos encontrados (pérdida unilateral o bilateral de
conectividad), y como veremos més adelante nuestra clasificacién también podria estar
directamente relacionada con efectos parciales o severos de la mutacién de cxcr4b.

Entre las rutas preferentes que adoptan los axones ectépicos habenulares por la
pérdida de funcion de cxcr4b describimos en un primer grupo las proyecciones ectdpicas
habenulares de clase I, que corresponden a extensas proyecciones axonales que conectan

Ia habénula con el borde anterior del telencéfalo. Estas proyecciones han sido
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observadas en mutantes ody-/- que se obtienen ya sea de la generacién F1 o F2 de
mutantes, aunque en estos iiltimos sélo se observan en los mutantes clasificados como
leves o grado 1 (en base a la formacién incompleta de la LLP). El segundo grupo
corresponde a las proyecciones axonales interhabenulares denominadas de clase II, que
también se pueden observar en los distintos grupos de mutantes ody-/-, pero con una
mayor incidencia en los mutantes ody-/- grado 2 (ausencia de LLP) que provienen de la
generacién F2.

Por lo tanto las proyecciones ectopicas de clase I estdn ausentes en los mutantes
ody-/- que tienen fenotipos severos en la pérdida de la LLP y mayor penetrancia de la
mutacién, es decir, ody-/- grado 2 y obtenido de F2; mientras que en los mutantes con
fenotipos leves se favorece la formacién de estas proyecciones extensas de clase 1. Una
explicacién de este fenémeno se basa en la posible actividad residual de cxcr4b en
mutantes ody-/-, que podria dar cuenta en principio de la extension de estas proyecciones
hasta el borde anmterior del telencéfalo, y la ausencia de factores repelentes en esta
region.

Los niveles residuales de cxcr4b en mutantes ody-/- serian suficientes para
interactuar con fuentes del ligando enddgeno Sdfla presentes en el borde anterior del
telencéfalo, permitiendo que los axones habenulares sigan preferentemente la linea
media dorsal del telencéfalo para alcanzar esta nueva regién blanco. Los patrones de
expresioén de sdfa en la regién del telencéfalo que queda entre la placoda olfatoria y el
bulbo olfatorio en estadio de 2 dpf. (Fig.A6, Miyasaka y cols., 2007) apoyan esta idea.
Una evidencia experimental que muestra que la guia axonal de las proyecciones de clase
I de mutantes ody-/- es dependiente de la actividad de Sdfla proviene de los resultados
del bloqueo de sdfIa en mutantes ody-/- mediante mozfolinos. Las proyecciones de clase
I que regularmente se forman en los mutantes ody-/- controles desaparecen cuando se
inyecta el morfolino de sdfia, quedando ademds un pequeiio segmento inicial de esta
posible proyeccion de clase I que parece truncado (Fig.19). Interesantemente, todas las
larvas mutantes inyectadas con morfolino de sdf/a pierden completamente la LLP,

mientras que el grupo control de mutantes no inyectados presenta una proporcién similar
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de larvas con pérdida parcial o total de la LLP. Estos datos sefialan nuevamenie la
relacién entre pérdida completa de LLP y la ausencia de proyecciones de clase 1.

La posible ausencia de quimiorrepelentes en la linea media dorsal del telencéfalo
favoreceria la direccién hacia anterior de las proyecciones de clase I, mientras que rutas
alternativas, incluyendo la direccién normal, se verian bloqueadas por la presencia de
quimiorrepelentes en regiones posteriores de la habénula. Moléculas candidatos que
podrian cumplir este papel pertenecen a la familia de ligando/receptor Slit/ROBO de
cardcter repelente axonal, considerando no sélo sus patrones de expresion sino que
también los efectos antagénicos que Sdfla/Cxcrdb ejerce sobre estos factores durante la
gufa axonal de las células ganglionares de la retina en pez cebra (Chalasani y cols.,
2007). Al parecer esta interaccién no ocurriria a través de una compeiencia entre
factores quimioatractantes y quimiorepelentes, ya que se ha demostrado in vitre que
Sdfla no presenta actividad atractante con varias clases de neuronas de vertebrados
(Chalasani y cols., 2003). Por ofro lado, experimentos que producen la expresién
ubicuota de sdfla en embriones de 12 o 19 hpf sélo inducen un posicionamiento errado
de las neuronas olfatorias, pero no los defectos de guja axonal de sus proyecciones con
el bulbo olfatorio observados en mutantes ody-/- (Miyasaka y cols., 2007). Por lo tanto,
la posible funci6n de Sdfla seria reducir la respuesta de los conos de crecimiento a
factores quimiorepelentes, como ha sido demostrado in vitre (Chalasani y cols., 2003) e
in vivo (Chalasani y cols., 2007), generando de esta manera un ambiente permisivo para
la salida de axones hacia sus miicleos blanco. Posiblemente la via de sefializacién
Sdfla/Cxcrdb también interactia con Slit/ROBO durante la formacién del sistema
olfatorio, ya que se ha demostrado en forma independiente la participacion de ambas
vias en su desarrollo (Miyasaka y cols., 2005 y 2007), pero esto atin no ha sido
investigado. Los patrones de expresion de estos factores repelentes también sugieren su
participacién en la formacién del tracto H-IP, ya que las variantes génicas de slit se
expresan en regiones de la lfnea media del cerebro posterior, y en los bordes del cerebro
anterior, quedando ausente de la linea media dorsal del telencéfalo (Chalasani y cols.,

2007), 1a regién por donde se extienden las proyecciones ectopicas habenulares de clase

I. Llama la atencién también la expresion de uno de los receptores de Slit, ia variante 2
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de robo3, detectada en el diencéfalo a los 2 dpf (Challa y cols., 2005) en una regién que
parece corresponder a los ndcleos habenulares. La confirmacién de este dato explicaria
la tendencia en los mutantes ody-/- a formar extensiones axonales que “escapan” de los
niicleos habenulares al estar ausente la funcién antagénica de Sdfla/Cxcr4b. Nuestras
observaciones indican que las proyecciones axonales clase I de mutantes ody-/- se
extienden hasta las regiones del borde anterior del telencéfalo conectando posiblemente
con el bulbo olfatorio ipsi o contralateral. Probablemente la participacion activa de la via
Sdfla/Cxcrdb y de Slit/ROBO descritos en esta zona influyen en la direccién de los
axones ectdpicos habenulares, aunque para analizar este punto se requieren
experimentos con marcadores moleculares especificos de axones de neuronas olfatorias
que indiquen si efectivamente el bulbo olfatorio es un niicleo blanco de las proyecciones
habenulares descritas en este trabajo.

Como mencionamos anteriormente los mutantes ody-/- con fenotipos maés
severos tienden a formar miliiples proyecciones ectdpicas interhabenulares
denominadas de clase II, y este parecerfa corresponder al fenotipo que produce los
niveles mis bajos de cxcr4b en mutantes ody-/-. En estos casos los axones habenulares
serfan insensibles a fuentes lejanas de Sdfla haciendo que los axones se mantengan en la
vecindad de los nificleos habenulares, siendo las tinicas zonas permisivas para su
extensién las regiones dorsales que quedan entre los ntcleos habenulares e
inmediatamente anteriores a ellos.

Un tercer tipo de proyecciones ectépicas habenulares clasificadas como clase III,
tiene como blanco principal la regién del palio que se localiza en los bordes dorso-
laterales del telencéfalo. En esta regioén se encuentran los niicleos que dan origen a los
aferentes habenulares que forman la estria medular (Fig.Al). Estas proyecciones se
podrian considerar como resultado de un grado de severidad intermedio entre las
proyecciones de clase I y II y su formacién tiene una mayor incidencia en los mutantes
ody-/- grado 2 de la F2, el grupo de mutantes que pierde las proyecciones de clase 1. Una
forma de interpretar estos resultados es que las proyecciones que no llegan a extenderse
hasta el borde anterior del telencéfalo sélo alcanzan regiones mediales del telencéfalo,

cruzando diagonalmente la linea media dorsal en la mayoria de los casos. Posibles
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moléculas atractantes para estos axones podrian incluir factores alin desconocidos que
participan en la conectividad axonal de la red de nicleos aferentes habenulares
localizados en el palio. Probablemente los dominios de expresién de cxcr7 también
incluyen esta regién (Miyasaka y cols., 2007, en figura suplementaria) de tal manera que
este receptor nuevamente podria estar participando en la guia axonal de los axomes
eferentes habenulares por Ia pérdida de funcion de cxcr4b.

De esta manera las tres clases de proyecciones descritas podrian reflejar tres rutas
preferenciales que siguen los axones ect6picos habenulares establecidas de acuerdo a un
gradiente antero-posterior del conjunto de sefiales que permiten la guia axonal de estas
proyecciones ectépicas en la regién dorsal del telencéfalo de mutantes ody-/-. Los
mutantes con fenotipos leves permiten la formacién de proyecciones extensas de clase I,
y los mutantes severos, proyecciones de clase I y III preferentemente.

La acumulacién de proyecciones habenulares a distintos niveles entre Ia habénula
y el borde anterior del telencéfalo en mutantes ody-/- junto con los antecedentes de la
pérdida de guia axonal de las células ganglionares de la retina y neuronas sensorjales
olfatorias descritas en estos mutantes y que muestran proyecciones ectpicas que quedan
dentro del ojo, en el primer caso, y entre la placoda olfatoria y el borde del telencéfalo,
en el segundo, indican que la pérdida de funcién de cxcr4b afecta principalmente la

salida de los axones eferentes durante la formacion de estos circuitos.

Efectos de la mutacion de cxcr4b: pérdida de conectividad H-IP

Asociado a la formacién de proyecciones axonales habenulares en direcciones
ectépicas se produce una pérdida de conectividad axonal con el NIP en mutantes ody-/-.
Esto se observé por anilisis confocal de la marcacién diferencial de los niicleos
habenulares con trazadores lipofilicos y fotoconversién de la marcacién de Dil en tractos
H-IP unilaterales. Entre los fenotipos observados en esta mutante describimos la menor
densidad axonal en la conectividad tipo anillo del NIP y desfaciculaciones de los
eferentes habenulares. Esto indica que Ia pérdida de funcidn del receptor Cxcr4b en los
nicleos habenulares impide las posibles funciones del ligando Sdfla presente en los

bordes posteriores de la habénula, y de Sdflb, expresado inicialmente en el NIP y luego
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en la regién por donde pasan los fasciculos retroflexos. El modelo explicativo mas
simple es que estas quimioquinas actian como quimioatractantes axonales que dirigen
correctamente las proyecciones eferentes hacia el NIP. Sin embargo, los mutantes ody-/-
que tienen defectos de conectividad eferente presentan un grado variable de severidad
cuando se comparan los tractos H-IP izquierdo y derecho, siendo afectada mayormente
una de las dos proyecciones eferentes. Las proyecciones habenulares ectopicas también
se forman preferentemente en uno de los dos niicleos habenulares, precisamente en el
niicleo que pierde conectividad con el NIP. Estos efectos diferenciales en componentes
bilaterales con respecto al eje izquierdo-derecho también se observan en mutantes ody-/-
con respecto a los otros procesos de guia axonal donde se ha descrito Ia participacién de
Cxcrdb. En la guia de axones retinales de mutantes ody-/-, los defectos se observan en
uno de los ojos solamente (Li y cols., 2005), mientras que los defectos de guia axonal de
neuronas olfatorias entre los mutantes ody-/- que presentan estas alteraciones la mitad
son unilaterales y el resto bilaterales (Miyasaka y cols., 2007). En este iltimo trabajo
los autores explican que los defectos de guia axonal en mutantes ody-/- ocurren de una
manera de todo o nada. Al parecer la via de sehalizacién Sdfla/Cxcr4b se requiere en
etapas tempranas del crecimiento de axones pioneros hacia los puntos de salida, los que
sirven como plataforma esencial para los siguientes axones en extensién. Si estos axones
pioneros alcanzan un nimero umbral se establece una proyeccién sélida con el nicleo
blanco con una conectividad normal. En el sistema H-IP todos los mutantes ody-/- que
tienen defectos de conectividad eferente muestran un grupo de axones que sale
correctamente desde el borde posterior de la habénula para formar el tramo inicial del
fasciculo retrofiexo, pero probablemente en un niimero insuficiente para establecer una
conectividad normal con el NIP, ya que muchos de estos axones escogen puntos de
salida ubicados en el borde anterior de Ia habénula. La salida de axones por puntos de
salida opuestos al normal también se ha observado en las proyecciones axonales motoras
de ratones en la ausencia de sefialamiento de Cxcr4. En este sistema algunos axones de
motoneuronas salen en forma aberrante por el punto de salida dorsal de la médula

espinal en vez de hacerlo correctamente por el punto de salida ventral (Lieberam y cols.,

2005). En mutantes ody-/-, el tracto del fasciculo retroflexo que logra formarse
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inicialmente es compacto, pero luego presenta defasciculaciones axonales que indican la
pérdida de guia axonal sugiriendo la posible participacién de otros factores en las etapas
finales de conectividad con el niicleo blanco. Entre estos posibles factores proponemos
Sdflb por su expresién en el NIP y en el paso de los axones eferentes en navegacién, y
cuya funcién se veria afectada al perderse la sefializacién con Cxcr4b en ody-/-. A su vez
también podrian participar factores repelentes del sistema Slit/ROBO expresados en la
region medial del cerebro posterior. De esta manera una de las posibles funciones de las
quimioquinas serfa crear un ambiente permisivo para los eferentes habenulares en su
extensién al NIP al contrarrestar los efectos repelentes de estos factores permitiendo
primero la salida de los axones eferentes y Iuego su extensién hacia el NIP.

En base a nuestras observaciones la conectividad normal de los fasciculos
retroflexos izquierdo y derecho con el NIP parece depender principalmente de la
funcionalidad de las quimioquinas y su receptor Cxcrdb, ya que la accién especifica de
neuropilina 1a, un receptor de semaforina 3D expresado Gnicamente en la habénula
izquierda y que guia los axones de los eferentes habenulares izquierdo hacia la regién
dorsal del NIP (Kuan y cols., 2007), parece depender del nimero de axones que lleguen
al NIP en mutantes ody-/-, Io que indicaria que éste proceso fino de gufa axonal es
secundario durante Ia formacién del tracto H-IP. La semaforina 3D por lo tanto surge
como posible quimioatractante de los eferentes habenulares del fasciculo retroflexo
izquierdo, mientras que los patrones de expresién de otras semaforinas y neuropilinas en
la vecindad de ambos fasciculos retroflexos y del NIP sugieren la participacién de estas
moléculas en conjunto con las quimioquinas en la guia axonal de los eferentes

habenulares.

Estudios funcionales de guia axonal por quimioquinas: eficiencia de morfolinos
versus mutantes

Un aspecto importante para nuestra hipdtesis de trabajo era demostrar la
participacién de las quimioquinas ligandos del receptor Cxcrdb en la formacién del

tracto H-IP. Para ello buscamos obtener fenocopias de las alteraciones de conectividad




72

habenular observadas en mutantes ody-/- considerando que estos fenotipos son el
resultado de una via ligando/receptor no funcional.

La primera aproximacion experimental fue el bloqueo de los ligandos mediante
morfolinos especificos para sdfla y sdf1b en embriones silvestres. Los morfolinos para
sdfla efectivamente producen defectos en la formacién de la LLP en grado variable
como ha sido descrito en la literatura, y este pardmetro se utilizé en nuestro trabajo para
medir la acfividad del morfolino y seleccionar asi los morfantes. Sin embargo, estas
cantidades de morfolino no alteraron la conectividad habenular y fue necesario usar
concentraciones mayores de morfolino de sdfla para obtener proyecciones ectépicas
habenulares en algunos de los embriones inyectados. Aunque se logré reproducir los
fenotipos observados en mutantes ody-/- a nivel habenular, estos eran de una incidencia
y severidad menores, y las concentraciones maés altas de morfolino usadas sélo alteraban
el desarrollo normal de los embriones llegando a ser letales.

El uso de morfolinos para bloquear la funcién de las quimioquinas es efectivo
principalmente en el estudio de los procesos de migracién celular donde éstas participan.
Sin embargo, en la guia axonal de las neuronas sensoriales olfatorias su accién es
practicamente nula, reproduciendo sélo en un 4% de los embriones inyectados los
fenotipos que se observan en el 50% de los mutante ody-/- (Miyasaka y cols., 2007);
mientras que su eficiencia para producir errores en la guia de los axones ganglionares de
la retina no puede ser determinado per se ya que los defectos encontrados se obtuvieron
en embriones coinyectados con morfolino para sdfla y cxcr4b (Li y cols., 2005). Esto
podria indicar la influencia de dos factores principales que afectarian la eficiencia del
morfolino: la concentracion efectiva de quimioquina requerida para cada proceso y la
etapa del desarrollo en que éste ocurre. El primero ha sido sugerido por Miyasaka y
cols., 2007, en cuanto a que los procesos de migracién celular posiblemente requieren
mayores cantidades de quimioquina en comparacién con los procesos de guia axonal, de
tal manera que minimas cantidades de quimioquina no bloqueadas por el morfolino
serfan suficientes para llevar a cabo los procesos de guia axonal. El segundo factor tiene
relacién con la probable disminucién de la eficiencia del morfolino para interferir la

funcién de las quimioquinas en procesos que ocurren en etapas del desarrollo
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relativamente tardias. Los procesos de migracién celular donde participan las
quimioquinas ocurren dentro del primer dfa del desarrollo de pez cebra, mientras que los
procesos de gufa axonal de los ganglios retinales y neuronas olfatorias se establecen
durante el segundo dfa. En nuestro trabajo hemos visto que la formaci6n del tracto H-IP
ocurre entre 2.5 y 3 dpf. Por lo tanto ambos factores podiian disminuir las posibilidades
de eliminar eficazmente la funcién de las quimioquinas en procesos de guia axonal del
tracto H-IP mediante morfolinos.

Una alternativa para el estudio de la funcién de Sdfla en la formacién del tracto
H-IP se basa en la reciente descripcién de la mutante de sdfla denominada medusa. El
andlisis de conectividad habenular de mutantes med-/- seleccionados por los defectos en
Ia formacién de la LLP muestra claramente fenocopias de las tres clases de proyecciones
axonales ectpicas observadas en mutantes ody-/- con una incidencia de hasta un 40% en
algunos de los grupos estudiados. Estos mutantes med-/- se obtuvieron de padres med-+/-,
es decir, corresponderian a mutantes de primera generacién o F1, y comparativamente,
un 40% de larvas med-/- con proyecciones ectépicas habenulares es relativamente mayor
al porcentaje de mutantes ody-/- de F1 que presentan estas proyecciones, acercindose
més al porcentaje encontrado en ody-/- de una F2. Ademds todos los mutantes med-/-
identificados se podrian clasificar como mutantes grado 2 por la ausencia total de la
LLP. Esto indicaria que la pérdida de funcién de sdfla en estas mutantes probablemente
tiene un mayor efecto que la mutacién de cxcr4b tanto en procesos de migracién celular
como en funciones de gufa axonal, y esto podria reflejar el requerimiento especifico de
este ligando para activar no s6lo a Cxcr4b sino que también Cxct7, el segundo receptor
de quimioquina necesario para la formacién de la LLP (Valentin y cols., 2007).

Hasta la fecha no hay reportes de estudios funcionales de Sdfla en procesos de
guia axonal usando peces med-/-, y en base a los resultados obtenidos en estos
experimentos, podriamos decir que el uso de esta mutante presenta claras ventajas con
respecto al bloqueo de la funcién de sdf/a con morfolinos, que ha sido la principal
estrategia experimental en los estudios de la participacién de esta quimioquina en

procesos de gufa axonal en pez cebra.
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Al igual que en mutantes ody-/-, no todos los med-/- presentan alteraciones de
conectividad habenular, lo que sugiere la participacién de otros factores que compensan
la ausencia de Sdfla. Entre ellos podriamos mencionar a Sdflb, que aunque en etapas
iniciales no se expresa en los puntos de salida de los eferentes habenulares, luego en
etapas posteriores llega a expresarse en la vecindad de esta regién donde la accién
quimioatractante de Sdflb, demostrada en experimentos de sobreexpresién local de este
ligando en regiomes cercanas a los axones retinales (Li y cols., 2005), podria estar
ejerciendo funciones complementarias de guia axonal en la formacién del tracto H-IP.
También es posible la existencia de vias de sefializacién atin desconocidas que
normalmente actiien en conjunto con la via Sdf1a/Cxcr4b durante la formacién del tracto
H-IP, pero que dentro del nuevo contexto generado por la ausencia de Sdfia podrian
adquirir mayor relevancia, aunque por la incidencia de los fenotipos observados su
participacion seria en forma estocastica.

Todavia queda por resolver cudl es la funcién exacta de Sdfla en la formacién
del circuito H-IP y si ésta actividad es la misma en todos los procesos de guia axonal en
que participa. Su funcién como guimioatractante de conos de crecimiento axonal sélo ha
sido sugerida en el sistema de células ganglionares de la retina (Li y cols., 2005), aunque
en forma indirecta, ya que los experimentos que muestran estas propiedades fueron
dirigidos sélo para el estudio de sdf7b. Como mencionamos anteriormente una posible
funcién de Sdfla es crear un ambiente permisivo que modifique la respuesta de los
axones a otros factores. Se sabe por ejemplo que la respuesta de los conos de
crecimiento a algunas moléculas guia como netrina y semaforinas varia dependiendo de
los niveles intracelulares de los segundos mensajeros Ca®*, AMP ciclico (cCAMP) y GMP
ciclico (cGMP) (Song.y Poo, 1999). Sdfla via Cxcrdb seifializa a través de la proteina Gi
disminuyendo por lo tanto los niveles de cAMP (Tran y Miller, 2003). Estudios en
Xenopus han demostrado que la respuesta de los conos de crecimiento a muchos factores
de gufa axonal podrian ser de atraccién o de repulsién dependiendo de si el nivel de
cAMP dentro de la neuronas es alto o bajo, respectivamente (Ming y cols., 1997; Song y
cols., 1997 y 1998). En pez cebra se ha visto que la actividad diferencial de la proteina
kinasa A (PKA) entre la placoda olfatoria y el borde del bulbo olfatorio regula la guia
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axonal de los axones sensoriales hacia el bulbo olfatorio (Yoshida y cols., 2002) y dado
que los efectos de cAMP pueden ser mediados por PKA, la expresién de sdfla en esta
regién sugiere fuerternente su papel en la regulacién de estas funciones (Miyasaka y
cols., 2007). De esta manera la pérdida de funcién de sdfla produciria un nuevo
contexto para las moléculas de guia axonal alterando la formacién de circuitos axonales
en forma evidente, mientras que la sobreexpresién localizada de sdfia en regiones
cercanas a estos circuitos en embriones normales no produciria defectos notorios en la
guia axonal, como ha sido demostrado para los axones que conectan com el bulbo
olfatorio (Miyasaka y cols., 2007).

Se espera que la formacién de proyecciones habenulares ectépicas en mutantes
med-/- esté asociada también a la pérdida de conectividad eferente con el NIP como
vimos en mutantes ody-/-, ya que la salida normal de los eferentes habenulares estaria

seriamente afectado por la pérdida de funcién de sdfla, pero esto aiin debe ser analizado.

Identificacién de las proyecciones ectépicas habenulares en mutantes ody-/-

Dentro de las opciones del origen y la identidad de las proyecciones habenulares
ectépicas formadas en larvas por la pérdida de funcién de cxcr4b se consideran en
primer lugar como posible fuente los axones propios del circuito T-H-IP que incluyen
los aferentes, comisuras y eferentes habenulares, ya que en todos 10s casos analizados las
proyecciones axonales ectdpicas se conectan con por lo menos uno de los nicleos
habenulares sin encontrar segmentos de proyecciones aislados en la vecindad. Un
posible origen externo de estos axones, es decir, proyecciones provenientes de otros
circuitos neuronales también alterados por la mutacién de cxcr4b se descartan de
acuerdo a los datos de la literatura que indican que los axones que pierden guia axonal
en la retina quedan dentro del ojo y no salen hacia el tallo 6ptico (Li y cols., 2005), y lo
mismo ocurre con los axones de la placoda olfatoria que quedan en el limite del borde
anterior del telencéfalo y Ia placoda sin salir hacia el bulbo oifatorio (Miyasaka y cols.,
2007).
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Las marcaciones habenulares con trazadores lipofilicos muestran que estas
proyecciones ect6picas estdn en contacto fisico directo con los nicleos habenulares a
nivel de membranas celulares y de acuerdo a nuestras observaciones los tinicos tractos
axonales que se marcan por difusién del trazador son las aferencias provenientes de
nticleos ventro-laterales de la eminencia taldmica y los eferentes habenulares que forman
los fasciculos retroflexos a través de los cuales se marca el NIP, quedando descartados la
comisura habenular y las aferencias de la estria medular. En experimentos de doble
marcacion con trazadores en forma diferencial para la habénula y estria medular se pudo
observar que este tracto ingresa a la habénula sin marcar este niicleo por difusién del
trazador, manteniéndose como un tracto independiente dentro de la habénula. Ademis la
marcacién especifica de un micleo habenular no marca el nicleo contralateral por
difusién del trazador a través de la comisura habenular lo que significa que este tracto
también es independiente de la habénula. De esta manera las probabilidades de que las
proyecciones ectdpicas correspondan a eferentes habenulares aumentan si consideramos
ademds el fenotipo asociado de pérdida de conectividad eferente con el NIP observado
en los mutantes ody-/-. Las evidencias moleculares que sefialan finalmente la naturaleza
axonal eferente de estas proyecciones se basan en el uso de dos lineas transgénicas de
peces que expresan GFP en el tracto H-IP llamadas brn3a:gfp v ET16:gfp descritas
recientemente. Una caracteristica comiin para ambas lineas de peces es la expresion
especifica de GFP en componentes del tracto H-IP que incluyen la habénula, fasciculos
retroflexos y NIP, no observandose expresion de GFP en estria medular, comisura
habenular y aferencias ventro-laterales en los estadios analizados. Ambas lineas
transgénicas muiantes ody-/- muestran proyecciones ectépicas GFP positivas, es decir,
los diferentes dominios de expresién de GFP en la habénula de ambas lineas contribuyen
a la formacién de estas proyecciones por lo tanto éstas no son exclusivas de alguna
subregi6n habenular definida por estos transgénicos. Los fasciculos retroflexos también
son GFP positivos en ambas lineas aunque con distinta intensidad de acuerdo a si
provienen de la habénula izquierda o derecha. Por otro lado, todas las proyecciones

ectOpicas detectadas con el marcador general de a-tubulina son GFP positivas, por lo




77

tanto no existen axones provenientes de otras regiones que contribuyan a la formacién
de estas proyecciones ectdpicas.

Los mutantes transgénicos analizados en estosgexperimentos corresponden a
mutantes ody-/- de primera generacién o F1 ya que provienen de padres ody+/- y en
ellos se puede observar la formacién de las distintas clases de proyecciones ectépicas
que hemos descrito, en particular en el mutante ody(-/-)/ET16:gfp de la Fig.25 donde se
puede apreciar los tres tipos de proyecciones formando un complejo patrén de
conectividad ectépica. La simple observacién de la red axonal de este circuito sugiere la
presencia de un gradiente se sefiales de guia axonal en el eje antero-posterior que se
establece en la superficie del telencéfalo dorsal de mutantes ody-/-. Estas sefiales
tendrian su centro en la parte anterior del telencéfalo y se canalizarian a través de la
linea media dorsal distribuyéndose en forma radial. Las proyecciones que se forman en
la regiones cercanas a los micleos habenulares (clase II) se extienden entre ellos
formando semicfrculos que aumentan de amplitud en direccién anterior para luego
abrirse en bifurcaciones que generan proyecciones rectas que llegan hasta el palio (clase
III), o hasta el borde anterior del telencéfalo (clasc I). Como mencionamos
anteriormente este gradiente se¢ podifa generar en mutantes ody-/- por la expresién
anterior de sdfla, la actividad residual de cxcr4b (o de cxcr7) en los nicleos habenulares
y la ausencia de repelentes en la region dorsal del telencéfalo. Un andlisis temporal del
desarrollo de estos circuitos en mutantes ody-/-, y en particular estudios de conectividad
de neuronas individuales, mostraria la secuencia de eventos que llevan a su formacién
revelando los vectores que siguen las miltiples proyecciones, el grado de dependencia

entre ellas y su relacién con la pérdida de conectividad con el NIP,




78

CONCLUSION

En este estudio demostramos la participacién de la via de sefializacién
Sdfla/Cxcrdb en el establecimiento del circuito H-IP durante el desarrollo de pez cebra,
siendo éste el primer antecedente que involucra a las quimioquinas en la formacién de
este sistema de conduccién altamente conservado entre los vertebrados. Los fenotipos
anormales de conectividad habenular observados en larvas que tienen pérdida de funcién
del receptor Cxcr4b o de su ligando Sdfla son el resultado de una alteracién en la guia
axonal de los eferentes habenulares y no es producto de efectos indirectos derivados de
mal posicionamiento o especificacién de los niicleos neuronales involucrados.

Durante el desarrollo del circuito H-IP (Fig.26) la expresi6n del ligando Sdfla en
los bordes posteriores de la habénula permite que los axones eferentes habenulares que
expresan el receptor Cxcr4b se dirijan hacia los puntos de salida localizados en esta
region formando los fasciculos retroflexos que se extienden hacia regiones posteriores
del mesencéfalo ventral. La expresion de Sdflb en el NIP permite la entrada de los
eferentes habenulares a este nicleo donde se segregan de acuerdo al origen habenular
izquierdo-derecho de estos axones. La presencia de una via de sefalizacién
Sdfla/Cxcr4b inactiva altera la gufa de estos axones haciendo que los eferentes
habenulares se dirijan hacia puntos de salida opuestos al normal para luego proyectarse
hacia regiones anteriores del cerebro. La extensién de estas proyecciones ectépicas y las
regiones blanco que conectan parecen ser estereotipadas y posiblemente responden a un
gradiente de sefiales alin desconocido que se manifiesta al perderse la funcién de esta
quimioquina.

Los resultados obtenidos con las lineas mutantes ody-/- transgénicas que
expresan GFP en el tracto H-IP se consideran como la primera evidencia molecular de la
naturaleza eferente habenular de las proyecciones ectdpicas que se forman por pérdida
de sefializacion de la via Sdfla/Cxcrdb, descartindose la contribucién de aferencias
habenulares y comisura habenular en la formacién de estas proyecciones.

Todavia queda por resolver si las quimioquinas Sdfla y Sdflb actuan como

quimioatractantes de los eferentes habenulares o si son moléculas que modifican Ia
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respuesta de los conos axonales a otros factores de guia axonal. Experimentos de
sobreexpresion local de las quimioquinas serdan determinantes en la resolucion de esta

interrogante.

A wild type Il

Bl cxcr4b
B sdfia
B sdflb

—>

Figura 26. Diagrama esquematico del cerebro de larvas de pez cebra que muestra el papel de las
quimioquinas en el establecimiento de la conectividad habénulo-interpeduncular. A, la expresion del
receptor cxcr4b (azul) en la habénula y del ligando sdf7a (rojo) en el borde posterior de la habénula
permite la salida de los axones eferentes organizados en los fasciculos retroflexos izquierdo y derecho
(FRi, FRd). La expresion del ligando sdfib en el NIP (verde) posiblemente participa en la guia de los
eferentes habenulares hacia este nicleo. B, cuando la actividad de cxcr4b estd ausente en mutantes ody-/-,
los axones eferentes habenulares son guiados en forma errada hacia tres regiones blanco principales: el
borde anterior del telencéfalo (I). la habénula contralateral (11) y regiones del palio (I11). Este fenotipo esta
asociado a una pérdida de conectividad axonal con el NIP y desfasciculacion de las proyecciones eferentes
habenulares. La pérdida de funcion de sdf7a en peces mutantes med-/- fenocopia las proyecciones
ectopicas habenulares observadas en ody-/-, siendo probable que la secuencia de eventos que llevan a una
pérdida de conectividad eferente con el NIP también esté presente en med-/-.
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