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RESUMEN

Cxcr4b   es  un  receptor  de  quimioquina  involucrado  en  varios  procesos  de

migraci6n  celular  y  guia  axonal  durante  el  desarrollo  de  pez  cebra.  En  el  sistema

nervioso  central  embrionario,  c#cr4b  y  sus  ligandos  sd#cz  y  SCZ/7b  se  expresan  en

diferentes   componentes   del   sistema   habebulo-interpeduncular,    sugiriendo    que   la

sefializaci6n  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  habchulo-intexpeduncular  de  larvas  mutantes   que  muestran

pdrdida de funci6n de cxcr4b (oc7ysseus-/-).  Se realiz6 inmunotinci6n contra er-tubulina

acetilada  y  la  implantaci6n  local  de  trazadores  lipofilicos  para  revelar  el  esqueleto

axonal,  lo  que  fue  visualizado  a  trav6s  de  microscopia  confocal.  Larvas  mutantes

oc7yssrews-/-      exhibieron      defasciculaci6n      del      tracto      hab6nulo-intexpeduncular,

desorganizaci6n de la conectividad eferente habenular dentro del ndcleo interpeduncular,

y proyecciones  axonales  ect6picas  que  conectan  los  ndcleos  habenulares  izquierdo  y

derecho. La inyecci6n de oligonucle6tidos antisentido de tipo morfolino contra sdflcz en

peces cebra silvestres y el analisis de mutantes de sdfla mec7uscz-/-revel6 una fenocopia

de los defectos axonales observados en el tracto hab6nulo-interpeduncular de mutantes

oc7ysse„s-/-.  Estudios  en mutantes  GFP-transg6nicos demostraron que las proyecciones

ect6picas  co+esponden a conectividad  eferente habenular que exhibe  errores de  guia

axonal. En resumen, concluimos que el sefialamiento Sdfla/Cxcr4b participa en la guia

axonal del sistema hab6nulo-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, an:cr4b and its ligands scZ#¢ and scZJ7b 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    comectivity    in    the    habenular-

intexpeduncular system of mutant larvae showing c*cr4b loss-of-function (odyssews-/-).

Immunostaining against ct-acetylated tubulin and local implantation of lipophilic tracers

(DiD, DiA) were performed to reveal the axonal scaffold, which was visualised through

confocal   microscopy.   odyssews-/-   mutant   larvae   exhibited   defasciculation   of  the

habenular-intexpeduncular   tract,   disorganisation   of  habenular   efferent   connectivity

within the interpeduncular nucleus,  and ectopic axonal projections  cormecting left and

right habenular nuclei. Injection of moxpholino antisense oligonucleotides against sd/7cz

in wild type zebrafish and analysis of the sdJ7a mutant medus¢-/- revealed a phenocopy

of the  axonal  defects  observed  in  the  habenular-interpeduncular  tract  of oc7ysseas-/-

mutants.  Studies in GFP-transgeric mutants showed that ectopic projections correspond

to habenular efferent connectivity exhibiting axonal pathflnding errors.  In summary, we

conclude that Sdfl a/Cxor4b signalling participate in axonal guidance of the habenular-

interpeduncular system of zebrafish.



INTRODUCCI0N

El epitalamo es una subdivisi6n principal del dienc6falo que esta constituido por

la hab6nula, un nticleo par bilateral, y por el complejo pineal. I.os nticleos habenulares

izquierdo y derecho presentan asimetrias estructurales en diversos vertebrados en ouanto

a   diferencias   de   tamafio,   organizaci6n   neuronal,   neuroquinica   y   conectividad.   EI

complejo  pineal  esta  formado  por  el  6rgano  pineal,  localizado  en  la  linea  media  del

dienc6falo 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 hacta

la hab6nula izquierda, el nticleo habenular que desarrolla mayor contenido de neuropila

en pez cebra (Concha y cols., 2000; Concha y Wilson, 2001).

Por    mecanismos    gen6ticos    atin    no    conocidos,    los    nticleos    habenulares

desarrollan una red de  conectividad  axonal  aferente y  eferente  que  comunica regiones

del telenc6falo basal con el mesenc6falo ventral. En este sistema la hab6nula acttia como

una estaci6n de relevo que integra funciones relacionadas al sistema limbico.  Estudios

en   diversas   especies   de  vertebrados   adultos   han  definido   los   nticleos   aferentes   y

eferentes de la hab6nula y su alto grado de conservaci6n (Sutherland, 1982). En general,

las   aferencias   habenulares   provienen   de   nricleos   del   telenc6falo   mientras   que   las

eferencias  que  nacen  de  ambos  nricleos  habenulares  forman  los  fasofculos  retroflexos

izquierdo   y  derecho   que  se  extienden  hacia  el  mesenc6falo  ventral  para   conectar

predominantemente con los nticleos intexpeduncular (NIP) y del rafe, formindose asf el

tracto   hab6nulo-interpeduncular,  (H-IP).   Estudios  en  peces  cebra  muestran   que  las

eferencias de la hab6nula izquierda y derecha no se distribuyen en foma homog6nea ni

tampoco  presentan una  organizaci6n bilateral  sim6trica  en  el  NIP;  por  el  contrario,  la

hab6nula izquierda proyecta diferencialmente a la regi6n dorsal mientras que la hab6nula

derecha lo hace a la regi6n ventral del NIP. Esta proyecci6n asim6trica responde a una

diferencia  izquierda-derecha  prominente  en  la  raz6n  de  tamafios  de  los  subnticleos

habenulares laterales y mediales que proyectan en forma espeoffica a regiones dorsales o

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



Estudios  recientes  de  morfologia  y  conectividad  de  neuronas  individuales  de

cada nticleo habenular indican que las neuronas de las proyecciones habenulares tienen

en  comtin  una  morfologia  unipolar  estereotipada  y  forman  notables  arborizaciones

teminales en foma de espiral dentro del NIP, una morfologi'a 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 morfologia  de  la ramificaci6n  y  en  su

localizaci6n  dentro  del  NIP.  Ambos  subtipos  son  elaborados  por  las  neuronas  de  los

ndcleos habenulares izquierdo y derecho, pero con frecuencias muy diferentes: un 83,8%

de las neuronas de la hab6nula izquierda elaboran arborizaciones terminales en forma de

chpula  que  abarcan  extensas  regiones  dorso-ventrales,  mientras  que  un  90,5%  de  las

neuronas de la hab6nula derecha elaboran arborizaciones terminales mas planos que se

extienden  en  el  eje  antero-posterior.  Estas  diferencias  dan  cuenta  de  las  asimetrfas  de

conectividad mss evidentes que muestran la hab6nula izquierda y derecha.

I.os  nticleos  que  dan  origen  a  las  aferencias  habenulares  han  sido  descritos

recientemente  en  larvas  de  pez  cebra  ¢Iendricks  y  Jesuthasan,  2007).  Las  aferencias

habenulares  corresponden  principalmente  a  axones  que  provienen  de  una  regi6n  del

dienc6falo  lateral  que  contiene neuronas  de la eminencia talinica.  Estas proyecciones

neuronales terminan en la neuropila habenular ipsilateral y contralateral y, junto con los

axones que derivan de neuronas del tub6rculo posterior y palio, cruzan la linea media via

la comisura habenular.  Otras aferencias que provienen del telenc6falo dorsal llegan a la

hab6nula lateral a trav6s de la estrfa medular. Un grupo de neuronas del palio terminan

solamente en la hab6nula derecha medial independiente del lado del cerebro de donde se

originan  estos  axones,  y  esto  lo  hacen  a  trav6s  de  las  comisuras  anterior  y  habenular

Q]ig. antecedente A1).



Figura Al . Diagrama esquematico 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 talinica
(EmT) y tub6rculo posterior (PT).  Los eferentes habenulares que  forman  los fascieulos retroflexos (fr)  se
muestran  en  amarillo  y  naranjo  en  relaci6n  al  subnfroleo  habenular  medial  o  lateral  donde  se  originan.
Tambi6n  se  muestra  la  segregaci6n  dorso-ventral  en  el  nthcleo  interpeduncular  (IPN)  de  los  fascfculos
retroflexos.   ac,   comisura   anterior;   lHb,   habchula   izquierda;   rHb,   hab6nula   derecha;   hc,   comisura
habenular; sin, estria medular; Teo, tectum dptico; thc, tracto de la comisura habenular.

El establecimiento de este complejo circuito de conexiones neuronales durante el

desarrollo  embrionario  debe  involucrar  la  acci6n  coordinada  de  mtiltiples  factores,  y

entre  ellos  las  mol6culas  de  gula  axonal  juegan  un  papel  importante  al  proveer  la

informaci6n necesaria para que  los  conos de  crecimiento  neuronales  se extiendan a  lo

largo de vlas discretas y estereotipadas hasta alcanzar sus ndcleos blanco.  En el estudio

de estos procesos, el pez cebra surge como un modelo que presenta claras ventajas para

la deteminaci6n de  las bases moleculares involucradas en el desarrollo de sistemas de

conectividad neuronal del cerebro. Algunos de estos trabajos describen la participaci6n

de  un  miembro  de  la  fanilia  de  receptores  de  moleculas  de  guia  axonal  denominado

Roundabout 2,  R0802,  y  sus  ligandos  Slitl  y  Slit2  en  la formaci6n del tracto  retino-

tectal  (Fricke  y  cols.,  2001;  Hutson  y  Chien,  2002),  y  en  el  desarrollo  del  sistema

olfatorio O{guyen-Ba-Charvet y cols., 2002; Miyasaka y cols., 2005).  Se desconocen los

mecanismos moleculares  involucrados  en la  formaci6n del  circuito  H-IP  y  las  posibles



mol6culas de gufa axonal que participan. Recientemente se public6 un trabajo que indica

que neuropilinala, un receptor de semaforinas clase Ill, que se expresa dnicamente en la

hab6nula   izquierda,   pemite   la   distribuci6n   dorsal   en   el   NIP   de   las   eferencias

habenulares (Kuan y cols„ 2007).  En una revisi6n inicial en la literatura de genes con

posibles funciones en la fomaci6n del tracto H-IP de pez cebra, basado en patrones de

expresi6n,  se  encontr6  cxcr4b,  un gen  que  codifica un receptor de  quimioquina  y `que

muestra  dominios  de  expresi6n  en  la  regi6n  epitalinica  de  los  embriones  (Chong  y

cols.,   2001).   Una   posterior   hibridaci6n   I.72   s'!./„   muestra   que   c#cr4b    se   expresa

espeofficamente en los nticleos habenulares en estadio de 2 dfas post-fertilizaci6n (dpD,

etapa previa al desarrollo del circuito H-IP.

Quimioquinas y migraci6n celu]ar durante la embriogenesis

Las   quimioquinas   son   pequefias   proteinas   de   uni6n   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 rat6n (revisado en Tram y Miller,

2003),  en  particular  la  participaci6n  del  receptor  Cxcr4  y  su  ligando   Sdfl   (factor

derivado de c6lula estromal 1, tambi6n conocido como Cxcll2) en el desarrollo nomal

del  cerebelo  y  el  giro  dentado  del  hipocampo  durante  la  embriog6nesis,  realizando

funciones  quimiotacticas  y  proliferativas.  En  los  tiltimos  afros  las  quimioquinas  han

adquirido  una  importancia  relevante  por  su  participaci6n  en  diversos  procesos  del

desarrollo  temprano  del  pez  cebra  y  la  descripci6n  de  nuevas  funciones  para  estas

mol6culas.

En  pez   cebra   se   clonaron   dos   genes   relacionados   a   Cxcr4   de   mamfferos

denominados   cxcr4a   y   cxcr4b,   que   presentan   patrones   de   expresi6n   mutuamente

exclusivos,  coexpresi6n en algunas regiones,  y  diferencias  temporales  de  expresi6n  en

tejidos durante el desarrollo (Chong y cols., 2001). En ese trabajo se postula que cxcr4cz

y  cxcr4Z)  derivan  probablemente  del  evento  de  duplicaci6n  del  genoma  que  ocurri6



durante  la  evoluci6n  de  los  tele6steos  Q?orce  y  cols.,  1999),  conservando  cxcr4cz  la

mayor parte de la expresi6n espacio-temporal de Cxcr4 de mamifero, como tambi6n sus

funciones,  mientras  que  c#cr4b  adquiri6  algunas  funciones  nuevas  en  el  desarrollo

temprano de pez cebra.

Para el ligando SDFl se identificaron en pez cebra dos genes denominados scZ#cz

y s`d/rb,  que  a nivel  de  secuencia  aminoacfdica  son 44%  id6nticos  al  Sdfl  humano,  y

73% id6nticos entre ellos (David y cols., 2002). En un estudio posterior se identificaron

dos CDNA, fd#¢ y s'cZ#b, que parecen ser hom6logos al s'c7J7 humano. I.os dos cDNAs,

excluyendo las secuencias que codifican el p6ptido serial, muestran 91 % de similitud con

Sdfla,  63%  similitud  con  Sfdfl  humano,  }  64%  de  similitud  con  Sdflb  (Li  y  cols.,

2005). Nuevamente, al igual que los receptores Cxcr4a y Cxcr4b, la alta homologl'a entre

Sdfla y Sdflb, y la id6ntica homologia entre ellos y Sdfl huniano sugiere que Sdfla y

Sdflb  son productos de genes duplicados en pez cebra. Los territorios  de  expresi6n de

s'cZ/Icz y scZ#b son especificos  y dinamicos con poca supexposici6n y al parecer realizan

funciones diferentes (Li y cols., 2004).

I.as prineras funciones de c#cr4b descritas en pez cebra tienen relaci6n con dos

procesos fundamentales: migraci6n de las c6lulas germinales (Doitsidou y cols., 2002) y

migraci6n del primordio de la linea lateral posterior (LLP) (David y cols., 2002). En el

primer proceso, Ias c6lulas prinordiales germinales se originan en posiciones al azar con

respecto al eje del ouexpo. A las  14 horas post fertilizaci6n (hpD estas c6lulas se alinean

en  el  mesodermo  presomftico  para  luego  migrar  caudalmente  hacia  la  futura  regi6n

gonadal ubicada en la extensi6n anterior del vitelo. Se vio que embriones mutantes del

gen  c#cr4b,   denominado   ocrgrs'srecfs,  muestran  una  migraci6n   al   azar  de   las   c6lulas

geminales,  fen6meno  que  tanbi6n  se  observa  mediante  el  uso  de  oligonucle6tidos

morfolinos antisentido para s'cZJ7cr que bloquean la funci6n del ligando de Cxcr4b (Knaut

y cols., 2003). I.as c6lulas germinates en migraci6n expresan cxcr4b mientras que SCZ/Icy,

el gen hom6logo a Sd#  de rat6n clonado en pez cebra, se expresa en las regiones hacia

donde  migran  estas  c61ulas,  es  decir,  el  borde  del  mesodermo  del  tronco,  durante  la

somitog6nesis, y en la regi6n gonadal (Doitsidou y cols., 2002, Fig. A2).



El   segundo  proceso  tiene  relaci6n  con   la  formaci6n  de   la  LLP,   el   sistema

mecanosensorial  de  los  peces.  Este  sistema  esta  compuesto  de  7-8  6rganos  sensoriales

llanados neuromastos que estin alineados lateralmente desde la cabeza a la punta de la

cola por anbos 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  celulas  que  llegan  a  formar  los  neuromastos.

Durante este proceso, sd/r¢ se expresa en la via de migraci6n del primordio, el miosepto

horizontal, mientras que cxr4b se expresa en las celulas en migraci6n del primordio de la

LLP   (Fig.   A3).   Cuando   se   inactiva  el   ligando   o   su  receptor  mediante  morfolinos

antisentido  se  bloquea  la  migraci6n  del  primordio  de  la  LLP    (David  y  cols.,  2002),

resultado  que tambien  se  observa en los  embriones mutantes  de  excr4b,  oc7yssewf (Li y

cols., 2004).
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Figura  A2.  Migraci6n  de  celulas  germinales.  En  A  se  muestra  la  expresi6n  de  cxcr4b  en  las  celulas

germinales  que  expresan  el  marcador  molecular  Nanos-I,  y  en  8  la  expresi6n  de  sd#a  en  la  region
gonadal   (modificado   de   Doitsidou  y   cols.,   2002).   En   C   la   flecha   sefiala   la  posici6n   de   las   c6lulas
germinales  que  expresan  cxcr4b  en  la  region  gonadal  de  un  embri6n  normal,  y  en  D  la  localizaci6n
ectopica de estas celulas en mutantes odysse"a (modificado de Knaut y cols„ 2003).
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Figura  A3.  Migraci6n del  primordio  de  la LLP.  A,  en  un  embri6n  de 2  dpf los  neuromastos  de  ]a  LLP
(puntos  azules)  son  depositados  por  un  primordio  que  migra  a  lo  largo  de  un  paso  estereotipado  (linea
roja). 8, a las 24 hpf cac`r4b se expresa en e] primordio en migracidn. C, al mismo tiempo sd/7a se expresa
en una banda de celulas que marcan el camino que seguira el primordio (David y cols., 2002).

Funciones  especlficas  de  Cxcr4a,  el  otro  receptor  de quimioquinas  identificado

inicialmente   en   pez   cebra,   se   han   descrito   recientemente.   Durante   el   proceso   de

gastrulaci6n   las   c6lulas   del   mesodermo   que   expresan   SCZ/7cz   y   ScZ/Jb   controlan   el

movimiento de las c6lulas endodermales que expresan cjrcr4c7. Ambos ligandos actuarian

como  quimioatractantes  durante  la  migraci6n  direccional  de  las  celulas  endodermales

activando el receptor Cxcr4a, aunque al parecer en esta propiedad Sdflb tiene un mayor

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

Quimioquinas y procesos de guia axona]

Durante  la embriog6nesis  del  cerebro  de pez cebra se encontr6  que  Sdfla y  su

receptor Cxcr4b cumplen funciones  de  guia axonal  que permiten que  los  axones de  la

celulas ganglionares de la retina (CGR) se dirijan hacia el punto de salida en direcci6n al

tallo  6ptico.  Durante  este proceso cxcr4b  se  expresa en  la capa de  CGR de  la retina y

fd/7a en el tallo 6ptico adyacente a la retina.  Cuando se bloquea la funci6n de cxcr4b o



s'cZ#cz se producen proyecciones  anormales  de  los  axones  retinales  dentro  del  ojo,  y en

algunos  casos  no  se  forma  el  nervio  6ptico.  Estos  errores  de  guia  axonal  tambi6n  se

observan en los mutantes odysJez/s (Li y cols., 2005, Fig. A4 y A5).

Figura  A4.  Hibridaci6n in situ de sdJ7er, scZ#b  y cxcr4b en embriones  de 48  hpf.  A,  vista ventral  de  la
expresi6n de sd#cr en el tallo 6ptico adyacente a la retina (flechas). 8,  expresi6n de sd/7b en tallo 6ptico
mss distante del ojo (flechas negras) y en la placa del piso del mesenc6falo  (flecha blanca).  C,  expresi6n
de excr4b en la capa de c6lulas ganglionares de la retina. E sefiala el ojo (Li y cols., 2005).

Figura  A5.  Errores  en  la  guia  de  los  axones  retinales  al  reducirse  la  sefializaci6n  Sdfla/Cxcr4b  por
bloqueos con morfolinos. I.as fotos son vistas ventrales de embriones de 48 hpf marcados con MAb Zn5

que   tifie  los  cuerpos  neuronales  y  los   axones  retinales.   A,  marcaci6n  del   nervio   6ptico   y  c6lulas
ganglionares  de  la  retina  en  embri6n  inyectado  con  morfolino  control.  B-D,  proyecciones  aberrantes
(flechas) en embriones inyectados con morfolinos contra sd/rc] y c#cr4Z). En algunos casos no se forma el
nervio 6ptico y los axones retinales quedan dentro del ojo  a.i y cols., 2005).



Recientemente   se   determin6   que   la  via  de   sefializaci6n   Sdfla/Cxcr4b   esta

involucrada  en  dos  procesos  del  desaITollo  que  conducen  a  la  forinaci6n  del  sistema

olfatorio    de    pez    cebra:    primero    en    el    ensanble    de    la    placoda    olfatoria    y

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  migraci6n  y  SCZ/Ja  en  la  placa  neural   anterior

contigua.  Luego,  la  expresi6n  de  cxcr4b  persiste  en  la  placoda  olfatoria  en  las  fases

iniciales  de  la  guia  axonal  de  las  NSO,  mientras  que  sd#cz  se  expresa  a  lo  largo  del

borde placoda-telencefalo  y  en la punta anterior del telenc6falo,  marcando  la mta y  el

blanco  de  los  axones  de  las  NSO,  respectivamente.  Cuando  se  interfiere  la  via  de

sefializaci6n  Sdfla/Cxcr4b mediante morfolinos  se perturba el  ensamble  de  la placoda

olfatoria,  mientras  que  en  los  mutantes  odysJe"a  se  puede  observar  ademas  que  los

axones  de  las  NSO  no  salen  de  la  placoda  y  se  acumulan  cerca  del  borde  placoda-

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

Figura A6.  Patrones  de  expresi6n  de  c#cr4b en  la placoda olfatoria (A,  C) y sd/7a en  el  borde p]acoda-
te]encefalo (cabezas  de flecha) y en el  borde anterior del telencefalo, tel,  (8,  D) en etapas  iniciales de  la

guia  de  los  axones  de  las  neuronas  sensoriales  olfatorias.  Vista  dorso-ventral  (d-v)  en  A,  8,  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
odyssezis.   A-I)   muestra   las   trayectorias   axonales  por   inmunotinci6n   anti-PCAM.   IDs   mutantes   se
clasifican de acucrdo a la severidad de los defectos de gun'a axonal.  B-D, clase  1  tiene un patr6n 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, Ias funciones del receptor de quimioquinas Cxcr4b descritas en pez

cobra  involucran procesos  de migraci6n  celular  y  guia  axonal  con  la participaci6n  de

Sdfla como ligando para este receptor.   Considerando estos antecedentes y en base a la

expresi6n  localizada  de  cxcr4b  en  los  nricleos  habenulares  en  etapas  previas  a  la

formaci6n del .tracto  H-IP proponemos  como hip6tesis  de  trabajo  que  este receptor  de

quimioquinas y sus posibles ligandos participan en establecer el patr6n de conectividad

asociado   al   circuito   de   conexiones   telenc6falo-hab6nulo-int.eapeduncular   (I`-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

patr6n de conectividad del cirouito de conexiones aferentes y eferentes relacionados a la

hab6nula en pez cebra.
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HIPOTESIS

El  receptor  de  quimioquinas  Cxcr4b  y  sus  posibles  ligandos  Sdfla  y  Sdflb

participan  en  el  establecimiento  del  patr6n  de  conectividad  asociado  al  cirouito  de

conexiones    telenc6falo-hab6nulo-interpeduncular    (TH-IP)    durante    el    desarrollo

embrionario de pez cebra.

OBJETIV0 GENERAL

Investigar  el  papel  que  oumplen  las  quimioquinas  en  el  establecimiento  del

patr6n de conectividad del cirouito de conexiones aferentes y eferentes relacionados a la

hab6nula en pez cebra.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.    Determinar  el  patr6n  de  expresi6n  de  las  quimioquinas  SCZ/rcz  y SCZ/7b  y  de  sus

receptores cxcr4cz y cxcr4Z) en componentes del circuito T~H-IP.

2.   Analizar la fomaci6n del cirouito T-H-IP tras la p6rdida de funci6n del receptor

de quimioquina Cxcr4b en mutantes ocrrys'sre„s.

3.   Estudiar los efectos del bloqueo  de la funci6n de ligandos Sdfla y Sdflb en la

formaci6n del circuito T-H-IP.

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

en mutantes odyss`ez/S GFP-transg6nicos.



12

MATERIALES Y METODOS

Lineas de peces
Peces cebra (Danio rerio) silvestres del tipo Tuebingen, y  las lineas transg6nicas

que  expresan  la  proteina  fluorescente  verde  (GFP)  en  el  complejo  pineal  foxD3:grp

(Gilmour   y   cols.,   2002),   flh:gfi?   (Gamse   y   cols.,   2003)   6   en   el   tracto   hab6nulo-

interpedunoularbm3a:grp(Aizawaycols.,2007)yET16:g7prp(Biancoycols.,2008).

Irfueas  de  peces  mutantes  de  cxcr4Z>  (ocrgrfs'e#s)  identificados  inicialmente  en

screening de mutantes con migraci6n incorrecta de las c6lulas geminales (Knaut y cols.,

2003)   y  mutantes   de  scZ#cz  ("ec7„s'cr)   determinado   en  screening  a  gran   escala   de

reguladores de la morfog6nesis 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  Kcl;  0,33  mM  Cac12.2H20;

0,33  mM  Mgs04.7H20).  Ijos  estadios  se  determinan  de  acuerdo  a  las  horas  post

fertilizaci6n (hpD (Kimmel y cols., 1995).

I.os peces utilizados en esta tesis se desarrollaron y mantuvieron en el acuario del

I.aboratorio de Estudios Ontog6nicos de la Universidad de Chile.

Identirlcaci6n de mutantes odyssc«si

I.arvas  de  4-5  dpf  se  transfirieron  a  una  soluci6n  de  lx  de  DASPEI  (2-(4-

(dinetilamino)estiril)-IV-etilpiridinio  yoduro,  Molecular  Probes  D-426,  stock  100X  de

40mg/ml) en medio E3 por 20 min, para luego realizar tres lavados con E3. I.as larvas se

anestesiaron   en   tricafna   para   obseIvar   en   lupa   de   fluorescencia   los   neuromastos

marcados.

Embriones  ocrrys's'e„s  se  identificaron mediante  la microinyecci6n  del  constructo

iJczs'cr  3'UTR-GFP  (Iinaut  y  cols.,  2002)  6  de  nanos  3'UTR-GFP  (K6prunner  y  cols.,

2001) en embriones en estadio de una c6lula para luego de 32-36 hpf observar en lupa de

fluorescencia la expresi6n I.J€ vz.vo de GFP en las c61ulas germinales.
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Fijaci6n

Para    las    hibridaciones    !.7z    fz.fzi    los    embriones    y    larvas    se    decorionaron

mecinicamente y se fijaron en 4%  de paraformaldehido (PFA) en buffer fosfato salino

Q'BS) (10 mM Na2HP04, 1,75 mM KH2 P04, 13,7 mM Nac1, 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  acido

tricloroac6tico  ITCA)  al  2%  por  3  hrs.  a  temperatura  ambiente.  Posteriormente  se

lavaron y almacenaron en PBS con trit6n X-100 al 0,5% a 4 °C hasta su uso.

Hibridaci6n z.7z sf.fzf de embri6n completo

Se generaron sondas de RNA antisentido para detectar la expresi6n de los genes

para   los   receptores   de   quimioquinas   c#cr4cJ,   cxcr4b   (Chong   y   cols.,   2001);   las

quimioquinas ligandos SCZ/Icr y sc*#b  (David y cols., 2002); marcadores moleculares de

la regi6n presuntiva habenular/gS, #ea/ropz./I.J7cr (Kim y cols.,  1997), genes habenulares

de  expresi6n  sin6trica /~fj7o#cJJ.#  qigashijima  y  cols.,1997)  y  cpcJ2  (Gamse  y  cols.,

2003),  y  genes  habenulares  de  expresi6n  asim6trica /e/rover  y  c7exfer  (Gamse  y  cols.,

2005).

I,a transcripci6n z.# w.two de las sondas se realiz6 utilizando como templado DNA

linearizado mediante digesti6n con enzimas de restricci6n de plasmidios disponibles en

el  laboratorio.  I.a  transcripci6n  z.#  vz.fro  se  realiz6  a  37°C  por  2  hrs.  con  la  RNA

polinerasa correspondiente y UTP-digoxigenina. I.a sonda marcada con digoxigenina se

purific6 en microcolumnas, eluyendo con H20 nanopura, y almacenando en formamida

50% v/v a -20°C.

I.a hibridaci6n in situ se realiz6 de acuerdo a protocolos estandar para pez cebra

(Westerfield, 2000). Los embriones se permeabilizaron con proteinasa K (10 Hg/ml) y la

hibridaci6n con la sonda se realiz6  a 65 °C toda la noche.  Se us6  BM-Purple  (Roche)

como sustrato para la reacci6n de color de la fosfatasa alcalina.

I.os  embriones  se montaron en glicerol y  se fotografiaron en un Nikon Eclipse

80i con objetivo 20X.
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Reactivos de transcripci6n I.# vz.fro e hibridaci6n z.72 s`J./a/.

Microcolumnas Probe Quant G-50

DIG-RNA Labeling Mix

Proteinasa K

Reactivo de Bloqueo

Antiouexpo Anti-Dig-AP

substrato AP, BMP Purple

Soluciones de hybridaci6n I.7z sz./a!.

PBT:

HYB- :

HYB+ :

SCC:

h4AB:

BCL:

--Amersham Bioscience

--   Roche

--   Sigma

--   Roche

--   Roche

--   Roche

(cat n° 275335)

(cat n° 11277073910)

(cat n°  P6556)

(cat n° 11096176001)

(cat n° 11093274910)

(cat n° 11442074001)

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

50% Fomamida; 5xSSC 0,1%Tween-20; pH 6.0

HYB-, 5 mg/mL RNA de t6rula (levadura), 50 pug/mL de Heparina

150 mM Nacl , 15 mM citrato de sodio, pH 7

100 mM acido malico; 150 mM Nacl; pH 7,5

0,1 M Triscl-pH 9,5; 100 mM Nacl; 50 mM Mgc12; 0,1% Tween:20

Inmunotinci6n e inmunofluorescencia indirecta de larvas completas

I.as inmunotinciones se realizaron como se describe en Concha y cols., 2003. Iris

larvas fijadas en TCA se permeabilizaron en una soluci6n de tripsina 0,25% en PBS por

8-10  min.  en  hielo,  lavando  luego  en  PBS  con  0,5%  trit6n  X-100  frio.  Se  hizo  un

bloqueo con soluci6n 18  (10% suero de cabra en PBS, 0,5% trit6n X-100,  1% DMSO)

por 2 hrs. para luego incubar con anticuerpo primario  (diluci6n  1:1000) toda la noche.

Al siguiente dia se hicieron lavados y se bloque6 nuevamente con 18 para incubar con el

antiouerpo  seoundario   (diluci6n   1:200)  toda  la  noche.  Para  la  inmunofluorescencia

simple  se  incub6  ya  sea  con  anticuexpos  prinarios  anti-GFP  de  conejo  ®oliclonal,

ABcam)   o   anti   c4-tubulina   acetilada   de   rat6n   (monoclonal,   Sigma)   y   con   ambos

sinultineamente  en el  caso  de inmunofluorescencia doble, para luego  incubar con los
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anticuexpos   seoundarios   alexa   488   anti-conejo   IgG   y   alexa   647   anti-rat6n   IgG

(Molecular Probes).  La cabeza de las larvas  se montan en agarosa  1%  en PBS para su

observaci6n por microscopia confocal.

En el caso de las inmunotinciones los anticuerpos secundarios anti-rat6n o anti-

conejo estan conjugados con peroxidasa de rabanito GIRP) y se revel6 con soluci6n de

diaminobenzidina (DAB, Sigma D5637;  alicuota de 25 mg/500 prl dH20 disuelta en 30

ml  de  PBS)  incubando  por  15-20  min  e  iniciando  la  reacci6n  de  color  con  lprl  de

per6xido de hidr6geno al 3%. I,a reacci6n se detiene lavando con PBS y 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 oc7rysis`e2/s' con este tratamiento generalmente las cabezas de estas

larvas se montan en PBS usando cinaras hechas con porta y cubreobjetos para la toma

de fotografias.

Marcaci6n de proyecciones eferentes habenulares

El    analisis    de    la    conectividad    eferente    habenular    a    nivel    del    nricleo

intexpeduncular   (NIP)    se   realiz6    marcando    diferencialmente    con    trazadores    de

carbocianina  lipofilicos.  I,arvas  previamente  fijadas  en  4%  PFA/PBS  por  2  dfas  se

traspasaron a una soluci6n de 0,5% PEA/PBS para luego proceder a retirar los ojos y la

piel  que  cubre  el  cerebro manualmente  y  exponer asi los  nticleos  habenulares  para  su

marcaci6n.  Para  ello  se  recogieron  cristales  de  los  trazadores  depositados  sobre  un

portaobjeto  por  evaporaci6n  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  us6  para  el  nticleo  habenular

izquierdo     y     DiA     (dihexadecilamino     estiril-N-metilpiridinio     yoduro)     o     Dio

(dioctadeciloxacarbocianina perclorato) para el nticleo  derecho.  Los cerebros marcados

se  mantuvieron  en  0,5%  PFA/PBS  por un  dfa  a 4°C para pemitir  que  los  trazadores

alcancen  el  NIP  por  difusi6n  del  trazador  a  trav6s  de  los  fasfculos  retroflexos.  Los

diferentes espectros de emisi6n de estos trazadores pemitieron distinguir en el NIP las

proyecciones que provienen de cada ndcleo habenular por microscopia confocal.
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Foto-conversi6n de Dil

Esta t6cnica ha sido descrita inicialmente por Steven Wilson (Westerfield, 2000).

Cerebros de larvas fijadas en 4% PEA/PBS  se preparan como se mencion6 en el punto

anterior, marcandose uno de los ndcleos habenulares con cristales del trazador lipofilico

Dil   (dioctadecil   tetrametilindodicarbocianina  perclorato).   Luego   de   la   difusi6n   del

trazador  por  un  dfa  a  4°C  los  cerebros  se  colocaron  en  una  gota  de  DAB,  en  la

concentraci6n  usada  en  las  inmunotinciones,  dentro  una  cinara  hecha  con  porta  y

cubreobjeto. Bajo microscopio de fluorescencia se seleccion6 el filtro de excitaci6n 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   cafe  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 Prob es)

DiA verde, 456/590

Dio verde, 488/510

DiD rojo, 644/665

Dil rojo, 549/565

(cat n° D3883)

(cat n° D275)

(cat n° D307)

(cat n° D282)

Morfolinos

Se  inyectaron  oligonucle6tidos  antisentido  de  tipo  morfolinos  para  SCZ/7a  (5'-

CTACTACGATCACITTGAGATCCAT-3 '  (Doitsidou y cols.,  2002)  (Minina y cols.,

2007)  y  sc7#6  (5' - TrGCTATCCATGCCAAGAGCGAGTG  -  3)  en  embriones  en

estadfo de una c6lula. El volumen de inyecci6n fue de 0,5 nl de morfolinos disueltos en

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

Adquisici6n de imagenes, procesamiento y reconstrucci6n en 3 dimensiones

Las  muestras  fluorescentes  fueron  observadas  en  microscopio  confocal  Zeiss

LSM 5 Pascal, o en Ultraview RS spinning disk Q]erkin Elmer) usando un objetivo de

inmersi6n Achroplan 40x/0.8  W  o  un  objetivo  Plan-Apochromat  40x/1.2 W.  Algunas
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imagenes  fueron   deconvolucionadas  usando   el   software   Huygens   Professional   and

Scripting  Deconvolution  (SVI).  Proyecciones  de  las  imagenes  en  3  dinensiones  se

obtuvieron mediante reconstrucciones usando el software Volocity ¢mprovision).

Microscopia y equipo de fotograffa digital

Microscopio de zoom estereosc6pico Nikon SMZ645.

Microscopio de zoom estereosc6pico Nikon SMZ1500 con epi-fluorescencia

Microscopio Nikon Eclipse 80i DIC-Nomarski

Camara digital Nikon Coolpix 4500

Microscopio confocal Zeiss IjsM 5 Pascal

Microscopio Perkin Helmer Ultraview RS Spinning disk
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RESULTADOS

1. Las quimioquinas sdJza! y sd/rb y su receptor ex:cr4b se expresan en componentes

del circuito T-H-IP

Con el fin de  determinar si los receptores  de quimioquinas  c#cr4o  y cxcr4b  se

expresan en componentes del cirouito T-H-IP, realizamos un analisis de los patrones de

expresi6n mediante hibridaci6n z.7} §z./2/ en embriones de 2 dpf, previo al  desarrollo de la

conectividad  eferente  habenular.   En  este   estadio  observamos  que  las  regiones   del

cerebro que expresan cxcr4cz son principalmente vasculatura ocular y vasos en el linite

del cerebro medio y posterior Q?ig.1A),  quedando excluido  este receptor del sistema T-

H-IP. Por su parte, observamos que cxcr4b se expresa en regiones discretas del cerebro:

fuertemente  en  ambos  ndcleos  habenulares,  en  una  extensi6n  que  muestra  el  mayor

tamafio  de  la hab6nula izquierda  con respecto  a la derecha;  en el  telenc6falo  anterior,

donde se foma la placoda olfatoria, y en las c6lulas ganglionares de la retina.  Estas dos

tiltimas regiones de expresi6n de cxcr4b ya han sido descritas previamente (Miyasaka y

cols., 2007; Li y cols., 2005) (Fig.1C). De esta manera definimos la expresi6n de cxc7`4b

en los ndcleos habenulares quedindo como tinico receptor de quimioquina candidato con

posibles funciones en el estal>lecimiento del circuito T-H-IP.

En los procesos  de migraci6n del primordio  de la LIT (David  y cols.,  2002)  y

ensamble de la placoda olfatoria (Miyascka y cols.,  2007),  la quimioquina Sdfla es  el

ligando  que activa la via de sefializaci6n a trav6s  del receptor Cxcr4b, mientras que el

ligando  Sdflb  no  participa  en  estos procesos.  Por  otro  lado,  en la  guia  axonal  de  las

c5lulas  ganglionares  de  la  retina,  se  ha  visto  que  ambos  ligandos  podrian  activar  el

receptor  Cxcr4b,  lo  que  estarfa  de  aouerdo  con  los patrones  de  expresi6n  de  fcz#a  y

s'd#Z} descritos en el tallo 6ptico (Li y cols., 2005). En nuestro analisis de hibridaci6n z.#

s'z.r#  hemos  visto  la  expresi6n  de  fcz/r¢  en  regiones  discretas  del  epitalamo  y  borde

anterior  del telenc6falo,  y en regiones laterales  del mesenc6falo ventral  en larvas  de  2

dpf a?ig.1E-F y 4A). Los dominios de expresi6n de scZJ7a en el epitalamo corresponden

a  los  bordes  posteriores  de  los  nticleos  habenulares,  regi6n  que  abarca  los  puntos  de

salida de las eferencias habenulares, o fascioulos retroflexos, en direcci6n al NIP. fcz#b
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se expresa en la placa del piso del cerebro medio y posterior (Fig.1G-H y 48), es decir,

en regiones presuntivas  del  mesenc6falo  ventral  donde  se  forma  el  NIP.  Este  ligando

tambi6n  se  expresa  en  el  epitalamo,  pero   a  diferencia  de  scZ#cz,   sus   dominios  de

expresi6n  corresponden  a los  bordes  anteriores  y  laterales  de  los  nricleos  habenulares

abarcando los puntos de entrada de las aferencias habenulares que llegan a trav6s de la

estria  modular.  En base  a  estos  patrones  de  expresi6n,  ambas  quimioquinas,  Sdfla  y

Sdflb,  podrfan  interactuar  con  el  receptor  Cxcr4b  presente  en  la  hab6nula,  ya  sea

dirigiendo la salida de las eferencias habenulares o la entrada de las aferencias hacia este

ndcleo, respectivamente.

Por su parte la expresi6n de sd#b  en la regi6n  del mesenc6falo  ventral podrfa

indicar posibles funciones de este factor en la entrada de las eferencias habenulares hacia

el  Nm.  I.a  ausencia  de  marcadores  morfol6gicos  que  sefialen  la  ubicact6n  del  NIP

dentro del mesenc6falo ventral no pemite establecer con exactitud la expresi6n de s'd/7b

dentro  de  este  ndcleo.  Para  resolver  esto  utilizamos  la  linea  de  peces  transg6nicos

ET16:grp @ianco y cols., 2008), que tiene como caracterfstica principal la expresi6n de

GFP en componentes del tracto hab6nulo-intexpeduncular (H-IP), espectficamente en los

ndcleos habenulares, los fasofculos retroflexos y el NIP.
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1.1. Localizaci6n del NIP

I.a expresi6n de GFP en el tracto H-IP de peces ET16:g£? y en particular en el

NIP   se   puede   observar   por   fluorescencia   I.J€   vz.vo   del   GFP   durante   el   desarrollo

embrionario de los peces transg6nicos, o por inmunotinciones con antiouexpos anti-GFP

en embriones fijados.   GFP   comienza   a expresarse primero en los nricleos habenulares

alrededor de las 42 hpf, mientras que en el NIP su expresi6n se observa alrededor de las

72 hpf Q?ig.2). Esta ventana temporal define el periodo  de fomaci6n del circuito H-IP

considerado   en   los   siguientes   estudios   de   expresi6n   de   s'cZJ7cz   y   scZ#b   durante   el

desarrollo.

A las 72 hpf el NIP marcado con GFP se observa como un anillo localizado en la

linea media ventral del mesenc6falo, equidistante a dos estructuras con alta expresi6n de

GFP  alineados  en  el  eje  izquierda-derecha  y  que  se  ubican  lateralmente  al  NIP.  Se

encontr6 que estas estructuras GFP positivas estan presentes desde estadios previos a la

formaci6n del NIP, 1o que permite usarlos como regiones gufa que sefialan la posici6n

presuntiva del NIP dentro del mesenc6falo ventral antes de que 6ste se forme. Defininos

tambi6n   algunas lineas gufa que sirven como coordenadas para deteminar la posici6n

que  ocupa  el  NIP  dentro  del  cerebro  de pez  cebra.  EI  NIP  se localiza  en  el  punto  de

intersecci6n  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 maximo

ancho del cerebro en la regi6n del tectum 6ptico (Fig.2). A los 5 dpf la expresi6n de GFP

en  el  tracto  H-IP  se  hace  mss  intensa  en  todos  los  componentes  de  este  circuito,

manteni6ndose el NIP  en una posici6n aproximadamente invariable  con respecto  a las

coordenadas definidas para su localizaci6n (Fig.3).
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Figure  2.   Fluorescencia  i.#  w'vo  de  GFP  de  peces  ET16:orp  observado  en  lupa  de  fluorescencia.   A,
localizaci6n  de  GFP  en los ndcleos habenulares  izquierdo  (Hi) y derecho  (Hd) a  los 2 dpf (flechas).  Los
dominios   de  expresi6n   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  formaci6n.  8,  los  dominios
laterales  de  expresi6n  de  GFP  ocupan  una  region  dorso-ventral  cercana  a  la  posici6n  del  NIP  que  esfa
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  posici6n  del  NIP  corresponde  a  la  intersecci6n  de  una  li'nea  que  conecta  los
bordes  posteriores  de  los  ojos  con  la  linea  media  ventral  del  cerebro.  Se  pueden  observar   tambien  los
fasciculos retroflexos izquierdo (FRi) y derecho (FRd) marcados con GFP aunque con rna baja intensidad
de fluorescencia y la vesicula 6tica (vo).  A y C son vistas dorsales con anterior (a) hacia arriba.  8,  es una
vision lateral con anterior a la derecha y dorsal (d) hacia an.iba.  Barra:  100 LLm.
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Figura  3.  Inmunotinci6n  de  GFP  en peces  ET16:g7prp  de 5  dpf.  A,  vista  dorsal  que  muestra  los  nticleos
habenulares  izquierdo  (Hi)  y  derecho  (Hd)  marcados  fuertemente  con  GFP.  8,  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  fascfculos  retroflexos
respectivos (FRi, FRd) marcados con GFP. I.a posici6n del NIP es indicado por la cabeza de flecha. Barra:
50 pr.

1.2 sdJzb se expresa en la region del NIP

Utilizando   los   marcadores   de  posici6n   del   NIP   descritos   anteriormente   se

compar6  1os  dominios  de  expresi6n  de  fd/rb  en  el  mesenc6falo  ventral  marcado  por

hibridaci6n  z.#  sz.fz/,  con  la posici6n  del  NIP  marcado  por  inmunotinci6n  contra  GFP

usando larvas ET16:grp de estadfos equivalentes y obtenidas de un mismo cruce.

A las 48 hpf la expresi6n de s'd/Ib se localiza en dominios definidos dentro de la

linea media ventral del mesenc6falo, abarcando la regi6n donde se forma posteriormente

el NIP (Fig.4). A las 60 hpf la expresi6n de s'cZ/7b comieliza a extenderse hacia  regiones

anteriores  y  dorsales  del  mesenc6falo  que  incluyen  las  zonas  por  donde  llegan  las

eferencias  habenulares  hacia  el  NIP  (Fig.5B).  A  las  72  hpf la  expresi6n  de  fcz/7b  se

extiende aun mss hacia regiones dorsales en forma difusa, pero mas intensamente en las

regiones cercanas  a los nticleos habenulares por donde pasan los fasciculos retroflexos

(Fig.5C). De esta manera la expresi6n de s'cZJ7b  en los nticleos blanco  de las  eferencias

habenulares  en  etapas  previas  y  durante  el  establecimiento  inicial  del  circuito  H-IP,

indicaria que posiblemente Sdflb acfua como una fuente de sefiales atractantes para los

axones de los fasciculos retroflexos que conectan con el NIP.
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A s'd/7c7    8 GFP

Figura  4.  Localizaci6n de  la expresi6n de sdy% en  la region del NIP.  Vistas ventrales  de  la hibridaci6n  I.#
S/./"  de sd#a (A) y sd#b  (8) en  cerebros  de 2 dpf , y  de  la inmunotinci6n  contra GFP  en  3  dpf (C).  La
localizaci6n  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 mss ancha del tecto 6ptico.   La expresi6n
de sc{/7c7 en  regiones  laterales  del  mesenc6falo  ventral  se  indica con  asteriscos.  En  8 y  C  se  extraen  los
ojos para facilitar la observaci6n de la marca ventral.

Figura 5.  Localizaci6n de  la expresi6n de sd/7b en NIP y regiones donde pasan  los fasciculos retroflexos
definidos  por  la  expresi6n  de  GFP  en  el  tracto  H-IP  de  peces  ET16:grp.  Todos  los  paneles  son  vistas
laterales  izquierda    de  la  cabeza  de  peces  de 42,  60  y  72  hpf.  La  linea  segmentada  en  a  y  C  sefiala  la
expresi6n de Sd/7b en direcci6n a la habenula (flecha) equivalente a la orientaci6n del fasciculo retroflexo
izquierdo.  La  region  del  NIP  en  A  (cabeza  de  f]echa)  esta  dentro  del  dominio  de  expresi6n  ventral  de
sd/A.   Barra:  loo LLm.



25

1.3 sd/7¢ esta ausente de la region del NIP

Como  observamos  anteriormente,  sd/7cz  se  expresa  principalmente  en  regiones

laterales del mesencefalo  ventral y no en la regi6n medial  donde  se localiza el NIP.  De

todas maneras revisamos la expresi6n de sd#a en la region del NIP realizando rna doble

tinci6n en peces ET16:grp, mediante hibridaci6n i.# si./w para sd/7a primero, seguido por

una  inmunotinci6n  contra  GFP.   A  los  2   dpf  la  expresi6n  de  s'cZ/Icr  se  localiza  en

posiciones  laterales  y posteriores  del  mesenc6falo  ventral,  no  observando  su  expresi6n

en la linea media ventral donde se forma el NIP. A los 3  dpf scz/Ia se localiza en forma

difusa  alrededor  del  NIP  y  es  muy  poca  la  expresi6n  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

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

Figura  6.   Marcaci6n de sc*/7a por hibridacidn  i.# sJ.rzt (azul) y de GFP por inmunotinci6n (cafe) en peces
ET16:grp de 3  dpf.  La region  donde se  localiza el  anillo axonal  de] NIP  (cabeza de flecha) presenta  Lma
escasa  expresi6n   de  sc]/7a,   distribuychdose  principalmente   en   las   regiones   laterales   del   mesencefalo
ventral.
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2.   P6rdida   de   funci6n   del   receptor   de   quimioquina   Cxcr4b:    criterios   de

identificaci6n de mutantes odgrFsezas.

I.os  peces   cebra   ocrryLrsez;s'  homocigotos   (oc7ry-/-)   presentan   una  mutaci6n   sin

sentido (lisina 239 pasa a ser un cod6n de t6mino) del gen para el receptor acoplado a

proteina-G,  c#cr4b  (Knaut  y  cols.,  2003).  Esta  mutaci6n  produce  una  deleci6n  de  la

parte  carboxilo  terminal  del  tercer  lazo  intracelular y  de  los  dos  tiltimos  dominios  de

transmembrana. Ya que estos  dominios se requieren para la sefializaci6n intracelular a

trav6s de estos receptores (Minima y cols., 2007), esta mutaci6n producirfa una p6rdida

de funci6n de la proteina Cxcr4b.

En   el  laboratorio   se   crecieron   embriones   obtenidos   de   un   cruce   de  peces

heterocigotos para la mutaci6n de cxcr4b (ocb;+/-). Al alcanzar etapas reproductivas (3-4

meses) se realizaron cruces para obtener embriones mutantes oc7ry-/-. I.os embriones ocry-

/- son morfol6gicamente semejantes a los silvestres, por lo tanto para su identificaci6n se

realizaron ensayos de selecci6n basados en la funciones descritas para cxcr4b durante el

desarrollo   temprano   de   pez   cebra,   utilizando   como   criterios   de   identificaci6n   de

embriones  y  larvas  oc7gr-/-   el  analisis   de  los  procesos   de  migraci6n  de   las   c6lulas

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

2.1. Desarrollo de la LLP

Como primer criterio de identificaci6n de larvas oc7ry-/- se consider6 los defectos

en  la  fomaci6n   de  la   LLP   producidas  por  la   ausencia   de   cxcr4b.   Como  vimos

anteriomente, la p6rdida de funci6n de excr4b impide que el primordio de la LIT migre

a   lo   largo   del   miosepfum   depositando   los   7-8   neuromastos   que   normalmente   se

encuentran a lo largo de la cola de las larvas (Li y cols., 2004). Mediante tinci6n z.77 vz.vo

de los neuromastos con el trazador fluorescente DASPEI en estadios de 4-5 dpf, despu6s

que   el   proceso   de  formaci6n   de  la   LLP   es   completo,   analizamos   el   ndmero   de

neuromastos presentes en la LLP.  I.os neuromastos que se forman anteriormente en la

cabeza tambi6n se marcan con DASPEI,  y como su  desarrollo no  esta afectado  en los

mutantes  oc7ry-/-,  su  tinci6n nos permite  tener un control  intemo  de la eficiencia  de  la

marcaci6n de neuromastos por DASPEI en la identificaci6n de mutantes de cxcr4Z7.
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Se realizaron diversos cruces  en,tre peces  adultos portadores  de la mutaci6n de

cxcr4b,   seleccionando   en   este   proceso   como   peces   adultos   heterocigotos   para   la

mutaci6n  de  cxcr4ZJ  (ocrry+/-)  aquellas  parejas  que producian por  lo  menos  un  25%  de

larvas con p6rdida de neuromastos de la LLP, un fenotipo  asociado  a mutantes ocly-/-.

De  los  primeros  cruces  realizados  se  encontraron  parejas  que  producian  un  100%  de

larvas con formaci6n normal de neuromastos de la LLP; parejas que produofan en cada

cruce memos de un 25% de larvas con p6rdida parcial o total de neuromastos, siendo en

su mayoria normales,  y parejas  que producfan un porcentaje  igual  o  mayor  a  25%  de

larvas con p6rdida parcial o total de neuromastos de la LLP siendo el porcentaje restante

normales O]ig.7). El porcentaje de mutantes obtenidos en este tiltimo grupo corresponde

a  la proporci6n mendeliana  esperada para un  cruce  entre  padres  ody+/-,  por  tanto  las

larvas mutantes que se obtienen de ellos se clasifican como mutantes ocrry-/-, y el resto de

las larvas que muestran fenotipos normales dentro del mismo cruce corresponden a wz./d

type Sz.b#ng (hemanos con fenotipo nomal). El hecho  de encontrar larvas con p6rdida

parcial o total de neuromastos de la LLP mos indica que la mutaci6n de cxcr4Z7 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 ocrry+/- q`abla

1). Designamos a las larvas con p6rdida parcial de neuromastos de la LLP como ocrry-/-

grado 1, y a las larvas con p6rdida total de neuromastos de la LIT como oc7ry-/- grado 2.

I.a p6rdida  de  funci6n  de  cxcr4b  debiera  afectar  no  s6lo  la  formaci6n  de  los

neuromastos de la LLP, sino tambi6n el desarrollo del ax6n de la LLP (Li y cols., 2004).

Para   analizar   este   punto,   larvas   clasificadas   como   ody-/-   por   tinci6n   I.72   1;J.vo   de

neuromastos con DASPEI se fijaron a los 5 dpf para realizar una inmunotinci6n contra

or-tubulina  acetilada con el  fin  de  observar la formaci6n  del  ax6n  de  la  LLP  en  estas

larvas. Mediante este ensayo pudimos comprobar que las larvas clasificadas como oc7ry-/-

grado   1   (menor  ntimero  de  neuromastos  de  la  LLP)  presentan  el  ax6n  de  la  LLP

incompleto,  mientras  que  los  oc7ry-/-  grado  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

posici6n del tiltimo neuromasto depositado por el primordio en migraci6n determina el

punto de extensi6n del ax6n de la LLP. I.a asociaci6n entre estos dos procesos ha sido
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sugerido en trabajos previos que indican que  al parecer la gula axonal de los conos de

crecimiento  de  la  LLP  depende  del  primordio  en  migraci6n  (Li  y  cols.,  2004).   De

acuerdo   a   esto   clasificamos   los   fenotipos   del   ax6n   de   la   LLP   observados   por

inmunotinci6n  contra  a-tubulina  acetilada  como  ocb;-/-  grado  1  cuando  el  ax6n  de  la

LLP  se  desarrolla  en  forma parcial,  y  ody-/-  grado  2,  cuando  esfa  ausente.  Estos  dos

grupos  se  correlacionan  con  los  ody-/-  grado  1  y  grado  2  clasificados  por  tinci6n  de

neuromastos.

•': '-,'  ''_"  :--`H

--  _   _  jin
Figura  7.   Identificaci6n de mutantes  ody-/- por tinci6n de neuromastos con  DASPEI  en  larvas de  5  dpf
(A-C),  y  por  inmunotinci6n  anti  a-tubulim 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 tambien se observan
los neuromastos de  la LLP contralateral.  Algunos mutantes ody-/- muestran  fenotipos con  p6rdida parcial
de   neuromastos  de   la  LLP  y   se   clasifican   como  mutantes   ody-/-   grado   I   (8),   o  p6rdida  total   de
neuromastosde  la  LLP  y  son  clasificados  como  mutantes  ody-/-  grado  2  (C).   El  ax6n  de  la  LLP    se
extiende desde  la placoda cefalica (cabeza de flecha) hasta  la punta de  la cola (flecha) en peces normales

(D), mientras que en mutantes ody-/- grado  I  su extension es parcia] (E), o esta ausente en mutantes ody-/-
grado 2 (F).
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Parejas de peces odysseus Nhmero total de Ntimero de %  ody-I-
P-ody# (n° del cruce) Iarvas por cruce larvas  odjJ-/-

P-odyl (10) 66 14 21?

P-Odyl (20) 62 21 33*

P-odyl (30) 97 25 25*

P-ody2 78 9 12

a de P-ody2 x 9 nueva 23 10 43*

9  de P-ody2 x a nuevo 88 0 0

P-ody3 84 14 16

9  de P-ody3 x a nuevo 75 9 12

P-ody4 (10) 26 2 7

P-ody4 (20) 44 7 16

9  de P-ody4 x a nuevo 109 0 0

9  de P-ody5 x a nuevo 20 0 0

P-c,dy6 (10) 16 3 18

P-ody6 (20) 30 13 43*

Tabla   1.   Selecci6n   de   parejas   portadoras   de   la   mutaci6n   de   c#cr4b   que   producen   larvas   ody-/-
identificadas por tinci6n con DASPEI  de neuromastos a los 5  dpf.  Se  asign6 un  n¢mero  arbitrario  a  las
distintas parejas de peces adultos y se mantuvieron aisladas hasta completar su analisis.  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 OCS;-/-en un porcentaje mayor al 25%.
* Seleccionados como parejas de peces ody+/-.

2.2. Migraci6n de las c6lulas germinales

lfl   selecci6n   de   peces   adultos   oc7ry+/-   fue   realizada   principalmente   por   la

aplicaci6n de los ensay®s que determinan la fomaci6n de los neuromastos y el ax6n de

la  LI.P  como  vimos  anteriomente.  Estos  peces  adultos  identificados  como  ody+/-  se

usaron  para  aplicar  un  segundo  criterio  de  identificaci6n  de  embriones  mutantes  de

cxcr4Z) basado en las funciones conocidas de este receptor en la migraci6n de las c6lulas

geminales  hacia  la  regi6n  gonadal  durante  el  desarrollo  (Knaut  y  cols.,  2003).  Este

analisis mos pemite identificar embriones mutantes ocrry-/- en estadfos tempranos de 32-

36  hpf.  En  este  estadio  las  c6lulas  geminales  normalmente  se  localizan  en  la  regi6n
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gonadal  de  los  embriones  silvestres,  mientras  que  en  embriones  oc7ry-/-  estas  c61ulas

migran   hacia   regiones   ect6picas   del   embri6n   distribuy6ndose   en   forma   aleatoria.

Mediante la inyecci6n del constructo vascz 3'UTR-GFP en embriones en estadio de una

c61ula  dirigimos la expresi6n  de  GFP  especfficamente  a las  c61ulas  germinales  siendo

posible observar por fluorescencia I.# vz.vo de GFP Ia posici6n de estas c6lulas durante el

proceso  de  migraci6n.  Cuando  se  inyect6  este  constructo  en  embriones  obtenidos  de

padres  adultos clasificados previamente como oc7ry+/- encontramos  que una proporci6n

de los embriones obtenidos de estos peces tambi6n presentan migraci6n ect6pica de las

c6lulas  germinates,  fenotipo  que  tambi6n  corresponde  a  mutantes  ocrry-/-.   Con  estos

experimentos   confirmamos   que   los  peces   adultos  seleccionados   efectivamente   son

portadores  de  la  mutaci6n  de  cxcr4b,  es  decir,  son  heterocigotos  ocrry+/-  que  en  sus

cruces producen fenotipos mutantes correspondientes a la p6rdida de funci6n de cxcr4b

en  embriones  y  larvas  oc7ry-/-.  Debido  a  que  una  fracci6n  de  los  embriones  inyectados

con vc}s¢ 3 'UTR-GFP probablemente no incorpora eficientemente este constructo en las

c6lulas  geminales,  no  fue posible  determinar los porcentajes  exactos  de  los fenotipos

oc7ry-/-   y  14;j/d  type  sz.a/I.#g     para  cada   cruce,   aunque   en  general   la  proporci6n   de

embriones ocfry-/-  con respecto  a los embriones wz./d type sJ.a/I.7jg esta por  sobre  el  25%

minimo  esperado  qabla  2).  De  esta  manera  utilizando  la  marcaci6n  de  las  c6lulas

germinales   con   GFP   y   la   marcaci6n   de   los   neuromastos   con   DASPEI   podemos

identificar mutantes ocfry-/- en estadios tempranos y tardfos,  respectivamente.
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Parejas de peces Wild type odysseusN% Total (sin considerar Expresi6n de GFP
odysseus sibling indeterminado) Indeterminado *

P-odv# (n° cruce) N,/o
P-odyl 3372 1328 46 34

P-ody2 ( I O) 2865 1535 43 21

P-ody2 (20) 2561 1639 41 15

P-ody2 (30) 3860 2540 63 37

P-ody2 (40) 5558 4042 95 40

P-ody6 ( I 0) 2568 1232 37 18

P-ody6 (20) 2874 1026 38 8

P-ody6 (30) 2860 1940 47 23

P-ody7 ( I 0) 3978 1122 50 3

P-ody7 (20) 4074 1426 54 17

P-ody7 (30) 4667 2333 69 19

Tabla 2. Inyecci6n de mRNA de v¢sa 3 'UTR-GFP a embriones obtenidos de peces ody+/-seleccionados.
*  Embriones  que  muestran  una expresi6n  difusa de  GFP  inespecifica  o  que  no  incorporan  el  constructo

inyectado.  Sin  considerar  este  grupo  e]  porcentaje  de  embriones  ody-/-  obtenido  en  los  cruces  esfa  por
sobre el 25% esperado.

Figura  8.  Fluorescencia  i.#  vi.vo  de  GFP  en  las  celulas  germina]es  de  embriones  inyectados  con  #a#os
3'UTR-GFP  observado  a  las  32  hpf.  Los  circulos  de  linea  segmentada  muestran  la  localizaci6n  de  las
celulas germinales  en  la region  gonadal de  los embriones  normales  (A),  en regiones  ect6pjcas  y  gonadal
de  mutantes  ody-/-  clasificado  como  fenotipo  leve  o  grado  I  (8);  y  en  regiones  ect6picas  que  incluyen
extensas  areas  de  la  cabeza,  cola  y  vitelo  en  mutantes  ody-/-  y  que  corresponde  a  un  fenotipo  severo  o

grado 2 (C).
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Asf  como  definimos  dos  fenotipos  principales  para  oc7ry-/-  con  respecto  a  la

variabilidad  en  el  ndmero  de  neuromastos,  tambi6n podemos  distinguir  dos  fenotipos

principales   en  estos  mutantes   en  relaci6n   a  la  migraci6n  ect6pica   de   las   c6lulas

germinales. Clasificamos como ocrry-/- grado 1 (fenotipo love) a embriones que presentan

migraci6n de c6lulas germinales hacia regiones de la cabeza y cola, ademas de la regi6n

gonadal; y ody-/- grado 2 (fenotipo severo), aquellos que presentan migraci6n ect6picas

de las c6lulas germinales hacia regiones del embri6n que no incluyen la regi6n gonadal

a=ig.8).

Comprobamos la proporci6n de oc7y-/- grado 1 y 2 para cada criterio de selecci6n

(LLP,  c61ulas  germinales)  en  distintas  parejas  y  encontranos  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  foma

equivalente a ambos procesos (Tabla 3).

I,as parejas de peces adultos seleccionados como oc7ry+/- que se habian mantenido

aisladas durante el periodo de identificaci6n, finalmente se juntan en un mismo acuario

para luego realizar cruces entre ellos seleccionando parejas al azar. I,as larvas obtenidas

de estos peces se clasifican en ocrry-/- grado  1  y 2 de acuerdo a los criterios de tinci6n de

neuromastos con DASPEI que establecimos (I`abla 4). En estos cruces se pudo observar

parejas que produofan fenotipo ocrry-/- (grados 1   + grado 2) en un 50% aproximadamente

de  las  larvas  obtenidas,  lo  que  serfa resultado  de un  cmce  entre un  pez  con  genotipo

oc7ry+/- con un ody-/-. Esto indicaba la presencia de peces mutantes ocry-/- 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 oc7ry-/-, lo

que  seria  esperado  al  cruzar  dos  peces  oc7ry-/-.  Considerando  que  este  primer grupo  de

peces  adultos provienen  de un cruce  de peces  ocrgr+/-  se  espera  que  s6lo  un  cuarto  de

ellos   sean  ocfy-/-   lo  que   disminuye  las  probabilidades  de   cruzar  parejas  mutantes

recesivas, y aunque s6lo logramos aislar un pez ocrry-/- en este primer grupo  de adultos

seleccionados ®osiblemente de la pareja 8 o 10 de la tabla 3), tambi6n era probable que

algunos peces  adultos  oc7ry-/-  tengan un potencial  reproductivo  menor  al  nomal  o  que

algunos de ellos sean est6riles debido a defectos mas severos en la linea germinal. Para
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analizar la posibilidad de obtener cruces con un 100% de embriones homocigotos para la

mutaci6n de cxcr4b  crecimos hasta etapas  adultas larvas mutantes odry-/-,  identificadas

por  tinci6n  de  neuromastos  con  DASPEI,  para  asf  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   ocly-/-,   en  base  al  fenotipo   de   p6rdida   de

neuromastos de la LIP. En ninguno de estos cmces encontralnos larvas con un ntimero

normal de neuromastos de la LLP, es decir, no se producen larvas con fenotipo silvestre,

un resultado esperado para un cruce entre dos peces odry-/-. Estos resultados confirman

los criterios de identificaci6n de mutantes de cxcr4b utilizados.

En  cuanto  a los  fenotipos  mutantes  ocrgr-/-  definidos  como  grado  1  y  grado  2

segdn el ndmero de neuromastos, encontramos que la proporci6n de ellos en cada cruce

de   peces   oc7ry-/-   se   ajusta   aproximadamente   a   dos   grupos   principales:   cruces   que

producen entre 80-90% de ody-/-grado 2, siendo el porcentaje restante ocry-/-grado 1; o

cruces  que  producen  oc7ry-/-  grado  1  y  grado  2  en  un 50%  cada  uno  (Tabla  5).  Por lo

tanto,  los  mutantes  ocrry-/-  obtenidos  en  esta  segunda  generaci6n,  o  F2,  muestran  en

algunos   cruces  una  proporci6n  de  fenotipos   severos   (ocly-/-   grado   2)  mayor  a  la

observada entre los mutantes ocrry-/- de la primera generaci6n, o F1 (Tabla 3 y 4).

Posteriores  ensayos  de  irmunotinci6n  de  Ci-tubulina  acetilada  I;ara  analizar  la

formaci6n  del  ax6n  de  la  LLP,  y  experimentos  de  inyecci6n  de  vas'cr  3'UTR-GFP  o

7?cI7cas'  3'UTR-GFP  para  determinar  las  alteraciones  en  la  migraci6n  de  las  c6lulas

germinales  confimaron  el  grado  de  homocigocidad  en  el   100%   de  los  embriones

obtenidos de parejas mutantes ocrry-/-.
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Parejas ody Wild type sibling ody-/- grado I Ody-/- grado 2

(criterio) N% N% N%

P-ody 2 (DASPEI) 4768 1217 1015

P-ody 2 (vasa) 5066 1013 1520

P-ody 8 (DASPEI) 3936 2422 4542

P-ody 8 (vasa) 1028 925 1747

P-ody 9 (DASPEI) 3176 512 512

P-ody 9 (DASPEI) 4173 916 611

P-odyl o (DASPEI) 6551 3427 2822

P-odyll (DASPEI) 150            75 29            14,5 21            10,5

Tabla 3. Clasificaci6n de mutantes ody-/- en grado 1 y 2 de acuerdo a la p6rdida de neuromastos formados
en LIT (DASPEI), y en algunos cnices, por migraci6n ect6pica de c6lulas germinales (vasa). En negrilla
se  marcan  los  cruces  que  producen  fenotipos  ody-/-  con  incidencia  mayor  a  50%  lo  que  indicarfa  que
provienen de un cruce de peces con genotipo ody;+/- x ody; -/-.

Ndmero total de larvas wild type s"ing ody-/-  grado 1 odjJ-/-  grado 2

en cada  cruce N% NO/o N%

267 144            54 6424 5922

343 168            49 4814 127           37

110 5449 1413 4238

115 8070 1513 2017

Tabla  4.  Distribuci6n  de  los  fenotipos  parciales  y  severos  de  larvas  ody-/-  clasificadas  por  tinci6n  de
neuromastos con DASPEI y que se obtienen de cruces al azar de peces seleccionados comci portadores de
la mutaci6n de c*cr4b. 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-/-

Ndmero     total     de odtJ-/- grado 1 odjJ-/- grado 2
odjJ-/- en cada cruce N% N%

78 912% 69              88%

65 12              18% 53               82%

47 20             43 % 2J               SJ cj/a

47 613% 41              87%

241 122              51% 119               49%

Tabla  5.  I)istribuci6n  de  ]os  fenotipos  parciales  y  severos  de  larvas  o¢/-/-  clasificadas  por  tinci6n  de
neuromastos con DASPEI y que se obtienen de cruces entre peces ody -/-.
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3. Desarrollo alterado del tracto H-IP en mutantes ody-/-

Los  estudios  del  efecto  de  la  p6rdida  de  funci6n  del  receptor  cxcr4b  en  la

formaci6n   del   circuito   axonal   H-IP   se   centraron   en   dos   aspectos   principales   del

desarrollo  de  este  sistema:  la  conectividad  a  nivel  de  los  nticleos  habenulares  y  la

segregaci6n de los eferentes habenulares en el NIP.

3.1. Anflisis de conectividad de los ndcleos habenulares en mutantes ody-/-

Establecidos los criterios de identificaci6n y clasificaci6n de embriones mutantes

ody-/-,  analizamos  en primer lugar el  efecto  de la p6rdida  de funci6n  de  c#cr4b  en  el

desarrollo de la neuropila habenular y proyecciones axonales asociadas, como aferencias

(estrfa  medular)   y   comisura  habenular.   Mediante   inmunotinci6n   contra   Ci-tubulina

analizamos   en   priner   lugar   mutantes   ocrry-/-   obtenidos   de   parejas   oc7ry+/-,   que

conesponden  a los  mutantes  de  c#cr4Z)  de primera  generaci6n  o  F1.  Observamos  que

una  proporci6n  de  larvas  oc7ry-/-   de  5   dpf  presentan   a  nivel   del   dienc6falo   dorsal

proyecciones axonales ect6picas que conectan con los nticleos habenulares. AIgunas de

estas  proyecciones  se  forman  entre  los  nticleos  habenulares  extendi6ndose  levemente

hacia  regiones  anteriores  de  la  hab6nula  y  cruzando  la  linea  media  dorsal.  En  otros

mutantes se forma una simple proyecci6n axonal que generalmente llega hasta el borde

anterior   del   telenc6falo   (Fig.9).   I.a   neuropila   habenular   de   las   larvas   controles,

seleccionadas en cada cruce como wJ./d O!pe JJ.a/I.#g, muestra los patrones normales  de

asimetria entre los nticleos habenulares izquierdo  y derecho, mientras que  en mutantes

ody-/-  esta  organizaci6n  basica  se  ve  alterada  por  las  nuevas  conexiones  axonales

fomadas con las proyecciones ect6picas. I.a clasificaci6n en grado 1 y 2 de los mutantes

ody-/-  utilizados  en  estos  experinentos  mediante  tinci6n  de  neuromastos  z.#  vz.iJo  fue

verificado  observando  en estas larvas los  defectos en la formaci6n del  ax6n de la LLP

revelados  en  el mismo  proceso  de  inlnunotinci6n  contra  or-tubulina.  Analizando  estos

subgmpos   de   mutantes   oc7ry-/-   encontramos   que   habia   una   mayor   incidencia   de

proyecciones   axonales  mriltiples   en  mutantes   ody-/-   grado   2  que  pierden  la  LLP

aiig.10).
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Proyecciones habenulares en ody-/-, F 1

normal Proyecciones habenulares ect6picas

Figura  9. Inmunotinci6n contra Ci-tubulina acetilada en larvas ody-/- de 5 dpf obtenidas de peces ody+/-.
Todos  los  paneles  son  vistas  dorsales  del  dienc6falo  y  cerebro  anterior.  A,  8,  C  son  tres  ejemplos  de
fenotipos encontrados en mutantes clasificados como ody-/- grado  I, dos de ellos mostrando proyecciones
habenulares  ect6picas  (ph)  que  conectan  con  los  nticleos  habenulares.  A',  8'  y  C'  son  las    imagenes
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  clasiflcadas  como  ody-/-  grado  2.  ca,  comisura  anterior;  ch,  comisura
habenular; em, estrla medular;  Hi, habchula izquierda;  Hd, habchula derecha.  Barra:  loo Hm.
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Proyecciones habenulares en odysse«s-/-

ody+I-., ody+I+
sibling de F1

odJ,-/-, 81, F1

Ody-/-, 82, Fl

odJ,-/-, g1, F2

ody-I-,g2,,F2

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

Figura  10.   Proporci6n de  larvas  ody-/-que desarrollan proyecciones habenualres ectdpicas en relaci6n a
la  severidad  de  los  defectos  de  la  LLP,  definidos  en  grado  I  (g1)  y  grado 2  (g2),  y  la penetrancia de  la
mutaci6n,  cuando  se  comparan  ody-/-obtenidos  de  padres  ody+/-(Fl)  o  padres  ody-/-(F2).  Para  cada

grupo  ody-/-   se  cuantiflca  las   larvas  que  presentan  proyecciones  habenulares  normales,  proyecciones
ect6picas  que  se  dirigen  hacia  regiones  anteriores  del  cerebro  (borde  anterior  del  telenc6falo,  palio)  y

proyecciones inter-habenulares marcadas por inmunotinci6n de er-tubulina acetilada.  En cada subgrupo de
larvas  ody-/-se  contabiliza e]  total  de  larvas  obtenidas  de  dos  cruces  de  ody  Fl  y tres  cruces  de  ody F2
subdivididas en g1  y g2.  Como grupo control se analizan lag  larvas que tienen un desarrollo normal de la
LLP y que se obtienen de los cruces de ody Fl  (ody+/-y ody+/+ sJ.b/J'#g).
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El analisis de conectividad habenular en larvas oc7ry-/- obtenidas de padres ody-/-,

(F2),   muestra   no   s61o   un   mayor   ndmero   de   larvas   por   cruce   con   proyecciones

habenulares  ect6picas,  sino  tambi6n  un  aumento  en  la  magnitud  de  estos  fenotipos

definida   por   mtiltiples   proyecciones    inter-habenulares    y   bifurcaciones    axonales,

sumindose en algunos casos a este conjunto de axones las proyecciones ect6picas que se

extienden hacia el borde anterior del telenc6falo o del palio. En este grupo encontramos

que    la    formaci6n    de    proyecciones    axonales    mriltiples    inter-habenulares    son

predominantes en ocly-/- grado 1 y 2 con incidencias cercanas al 50% (Fig.10). A partir

de  un  nuevo  cruce  de  oc7j;-/-  F2  diferenciamos  las  proyecciones  habenulares  que  se

extienden   hasta   el   borde    anterior   del    telenc6falo    de    aquellas    que    se    dirigen

diagonalmente   hacia   el   patio,   definiendo   por   lo   tanto   tres   clases   principales   de

proyecciones  ect6picas:  1a  clase  I  corresponde  a  las  proyecciones  habenulares  que  se

extienden  por  la  linea  media  dorsal  hacia  el  borde  anterior  del  telenc6falo,  la  clase  11

incluye  proyecciones  axonales  inter-habenulares  que  se  extienden  desde  un  nticleo

habenular  hacia  el  ndcleo  contralateral  cruzando  la  linea  media  dorsal,  y  la  clase  Ill

corresponde a las proyecciones que se extienden hacia el palio  Gig.11). En base a esta

nueva clasificaci6n observamos  que  la presencia  de una proyecci6n  extensa  que  llega

hasta  el  borde  anterior  del  telenc6falo  se  foma  rfuicamente  en  los  oc7y-/-  grado   1

(Fig.12),  mientras  que  las  proyecciones  que  se  extienden  hacia regiones  mediales  del

palio  se  foman  en  los  oc7ry-/-  grado  2.  Por  su  parte  las  proyecciones  de  clase  11  estan

presentes en ambos grupos (Fig.12). Al parecer esta restricci6n de fenotipos de acuerdo

al grado  de severidad de la mutaci6n de cxcr4b ocurre s6lo en ocly-/- obtenidos de una

F2;  sin embargo,  se requiere el analisis  de un mayor ntimero  de cruces para confirmar

estas observaciones.

a
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Proyecciones habenulares en ody-/-, F2

Figura  11.   Clasificaci6n de  las proyecciones habenualres ect6picas en  larvas  ody/-/-de 5  dpf obtenidas de

peces   ody-/-   marcadas  por   inmunotinci6n   contra   Ci-tubulina  acetilada.   Todos   los   paneles   son   vistas
dorsales  de]  diencefalo  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  o]fatorio;  ch,
comisura  habenular;  em,  estria  medular;  Hi,  hab€nula  izqujerda;  Hd,  habchula  derecha;  ph,  proyecci6n
ect6pica; po, placoda o]fatoria.  Barra:  loo Hm.
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La formaci6n de la comisura habenular y estria medular en mutantes oc7y-/-de Fl

y  F2  es  normal,  mientras  que  la  organizaci6n  de  la  neuropila  habenular  basica  se

conserva,  vi6ndose alterada dnicamente por la presencia de  conexiones axonales extras.

La formaci6n de estas proyecciones axonales que conectan con la hab6nula y que siguen

direcciones anormales en mutantes ocry-/- nos pemite postular que la perdida de funci6n

del receptor Cxcr4b 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 ect6picas en ody-/-, F2

ody-/-g1, F2

Ody-/- g2' F2

o%                  2oo/o                 40%                60%                 80%                100%

Figura  12.    Distribuci6n  de  las  tres  clases  de  proyeccjones  habenulares  ect6picas  descritas  en  mutantes
ody-/- que se obtienen de un cruce de padres ody-/- (F2) y en relaci6n a la severidad de los defectos de la
LLP definjdos en grado  I  (g1) y grado 2 (g2).
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3.2 Desarrollo normal del epitflamo en mutantes ody-/-

Dado  la  magnitud  de  las  alteraciones  axonales  que  observanios  en  la  regi6n

epitalinica del cerebro de larvas ody-/-, analizamos si el desarrollo de las estructuras de

esta regi6n  estaba  alterado  en los  mutantes  ocrry-/-  para  descartar  que  los  fenotipos  de

conectividad habenular observados fueran un resultado indirecto de posibles efectos de

la  mutaci6n  de  c#cr4b   en  el  desarrollo   de  esta  regi6n.  Para  ello   investigamos  la

formaci6n del complejo pineal y la especificaci6n molecular de la hab6nula en mutantes

ody-/-.

El desarrollo nomal del complejo pineal en mutantes oc7ry-/- se analiz6 mediante

la  generaci6n  en  el  laboratorio  de  dos  nuevas  lineas  de  peces  mutantes  odyssrez/s'  que

expresan GFP en el complejo pineal. Estos peces se obtuvieron a partir de cruces entre

mutantes  ocrry-/-  con  transg6nicos  foxD3:g¢,  y  entre  mutantes  oc7ry-/-  y  transg6hicos

j7fe:g¢, seleccionando luego por fluorescencia J.7€ vz.vo  de  GFP en el complejo pineal las

larvas   transg6nicas  y  heterocigotas  ody+/-.   Estas  larvas   se  desarrollan  hasta  etapas

reproductivas para obtener ocly(-/-)/foxD3:g¢, y ody(-/-)//¢:g¢, respectivamente,   en un

25%  de los embriones  obtenidos en cada cruce.  Las  larvas mutantes  ocfry-/-  trang6nicas

se identificaron por tinci6n de neuromastos de la LLP y fluorescencia I.# vz.vo de GFP en

el  complejo  pineal,  y  se  analizaron por  inmunofluorescencia  doble  contra  or-tubulina

acetilada  y  GFP  usando  microscopia  confocal.    Entre  las  larvas  mutantes  trangchicas

encontramos  un   desarrollo   nomal   del   complejo  pineal   dentro   de  un   contexto   de

conectividades axonales alterado por proyecciones ect6picas habenulares producidas por

la p6rdida de funci6n de cxcr4b (Fig.13).

Para determinar que la hab6nula se especifica normalmente en mutantes ocrry-/- se

revisaron por hibridaci6n I.72 f!.rw la expresi6n de distintos marcadores moleculares de la

hab6nula. Estos corresponden a genes de expresi6n temprana en la regi6n del dienc6falo

dorsal  donde  se  forma  la  hab6nula  O{gr,  7zez/roge#z.73cz);  marcadores  habenulares  de

expresi6n sim6trica,  es  decir,  genes  con dominios  de  expresi6n  equivalente  en  ambos

nticleos    habenulares    ar-fj7o;7dz.j¢,    cpc72),    y   marcadores    habenulares    de    expresi6n

asim6tricas  con  dominios  de  expresi6n mayor  en  la hab6nula  derecha  (c7ex/e7.),  o  en la

hab6nula  izquierda  (/e/rover).  Los  resultados  muestran  la  expresi6n  normal   de  los
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distintos marcadores moleculares analizados en mutantes oc7ry-/- (Fig.  11 ), por lo tanto la

especificaci6n  de  la  hab6nula  es  un  proceso  que  no  depende  de  la  sefializaci6n  por

cxcr4b.  Por  consiguiente,  la  p6rdida  de  funci6n  de  este  gen  en  mutantes  oc7y-/-  solo

produce  a nivel  del  epitalamo  alteraciones  de  conectividad  axonal  relacionados  con  la

hab6nula sin afectar los procesos tempranos que llevan a  su formaci6n.

Inmunofluorescencia contra GFP/Tubulina en epitalamo

vista dorsal vista ventral

Figura  13.  El  desarrollo  normal  del  6rgano  pineal  (p)  visto  por    la  expresi6n  de  GFP  en  transg6nicos
ody(+/-)foxD3:grp  (A,  A')  y  ody(+/-)flh:grp  (C,  C')  no  esta  alterado  en  mutantes  transgenicos  ody(-/-
)foxD3 :grp (8, 8') y ody(-/-)flh:grp (D, D') que muestran proyecciones habenulares ect6picas (ph).
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genes tempranos genes sim6tricos genes asim6tricos

8         f spondin   C

G"`     r        /E!ys   H         /-xpo„d'.7€    I

dexter

leftover

Figura  14.  Hibridaciones  i.# si./w de marcadores moleculares  de  la region presuntiva de la habenula  "#,
#ewroge#;.#o),  y de  especificaci6n  habenular simetricos  0:spo#di.w,  apcJ2) y  asimetricos  (den/er,  /c//over)
en  peces  normales  ody+/-  (A-F)  y  mutantes  ody-/-  (G-L).  La  posici6n  de  los  ndcleos  habenulares  en  el
epitalamo dorsal de los peces cebra se indica por la cabeza de flecha„  Barra:  50 urn.
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3.3. Segregaci6n de los eferentes habenulares en el NIP de mutantes odjJ-/-

Las eferencias que se originan en los nricleos habenulares izquierdo y derecho se

organizan  formando   los   fasciculos   retroflexos   respectivos.   Estas   dos  proyecciones

axonales se extienden hacia regiones posteriores del cerebro segregindose en el NIP con

respecto  al  eje  dorso-ventral,  de  tal  manera  que  los  axones  del  fasofculo  retroflexo

izquierdo  conectan  principalmente  las  regiones  dorsales  del  NIP  y  los  del  fasciculo

retroflexo   derecho,  las  regiones  ventrales   de   este  nticleo   (Aizawa  y   cols.,   2005).

Mediante la marcaci6n diferencial de los nticleos habenulares izquierdo  y  derecho con

cristales  de  los  trazadores  lipofilicos  DiD  y  DiA,  respectivamente,   analizamos  por

microscopfa confocal la segregaci6n de los eferentes habenulares en el NIP ¢e mutantes

ody-/-.  Inicialmente  estudiamos  los  efectos  de  la  p6rdida  de  funci6n  de  cxcr4b  en

mutantes  odry-/-  de  5  dpf  obtenidos  de  padres  ocrry+/-  G71).  En  algunas  de  las  larvas

analizadas  observamos  una  p6rdida  de  conectividad  axonal  con  el  NIP,  con  menor

compactaci6n  de  la  conectividad  axonal  tipo  anillo  caracterfstico  de  este  nticleo  y

defasciculaci6n   de   los   eferentes   habenulares   (Fig.15).   Dentro    de    los   mutantes

seleccionados tambi6n encontramos fenotipos nomales de segregaci6n de los eferentes

habenulares,  lo  que  significa  que  s6lo  una  proporci6n  de  los  mutantes  oc7ry-/-  muestra

alteraciones  de  conectividad  eferente,  similarmente  a  lo  observado  en  el  analisis  de

conectividad  habenular realizado  por inmunotinci6n  contra  ci-tubulina  donde  s61o  una

proporci6n de mutantes tiene proyecciones habenulares ect6picas, mientras que el grupo

restante    muestra    fenotipos    normales    de    conectividad.    Sin    embargo,    por    las

caracterfsticas  del  analisis  confocal  de la marcaci6n  de  eferencias habenulares,  no  fue

posible   cuantificar   la   proporci6n   de   mutantes   oc7ry-/-   que   presentan   p6rdida   de

conectividad eferente.

Analizando los mutantes oc7ry-/- obtenidos de padres ocrry-/- (F2), encontramos una

p6rdida de conectividad eferente mas severa, con mayor grado de defasciculaci6n de los

eferentes habenulares previo a la llegada al NIP, y p6rdida casi completa de los anillos

axonales  del  NIP  Q]ig.15).  Entre  los  mutantes  oc7ry-/-  analizados,  tambi6n  encontramos

fenotipos   normales   de   conectividad   eferente   indicando   nuevamente   que   s6lo   una

proporci6n de los mutantes presentan estos defectos. Al revisar algunos de los mutantes
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que mostraban p6rdida de conexi6n eferente habenular con el NIP encontramos a nivel

habenular la marcaci6n  de proyecciones  ect6picas  que  se  originan precisamente  de  la

hab6nula  que  pierde  mayor  conectividad  con  el  NIP  Q7ig.16).  Esto  significarfa  que  la

p6rdida de conectividad eferente y la formaci6n de proyecciones ect6picas en mutantes

ocrry-/-  serian fenotipos  directamente  relacionados  y  que la  formaci6n  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  ocly-/-  mediante  marcaciones  con  cristales  del  trazador  Dil  de  uno  de  los

ndcleos  habenulares.   Luego   de  un  dia  de   difusi6n  se  fij6  la  marcaci6n  por  fotor

conversi6n de Dil, 1o que permite revelar en un color cafe las proyecciones axonales y

eferencias  asociadas  al  ndcleo  habenular  marcado.  En  un  grupo  de  10  larvas  ody-/-

obtenidos de ody+/- (F1) no se encontraron fenotipos de conectividad muy diferentes a

los nomales. Esto se debe principalmente a que la incidencia de estos defectos es menor

en   este   grupo   de   mutantes   que   generalmente   desarrollan   proyecciones   ect6picas

conectadas  tinicamente  a  uno  de  los  dos  nticleos  habenulares  disminuyendo  asf  las

probabilidades de encontrar estos fenotipos por marcaciones unilaterales de la hab6nula.

Sin embargo, el analisis de un grupo de larvas ody-/- obtenidas de oc7ry-/- (F2) mostr6 la

presencia   de  proyecciones   axonales   ect6picas   asociadas   a  la  hab6nula  que  pierde

conectividad  a  trav6s  del fasciculo  retroflexo  respectivo  con el  NIP,  indicado por una

menor  densidad  del  anillo  axonal  de  este  ndcleo,  desfasciculaci6n  de  los  eferentes

habenulares y disminuci6n del grosor del fascioulo retroflexo (Fig.17).

Estos  resultados  sugieren  que  en  mutantes  ocrry-/-  se  producen  errores  de  guia

axonal  que  afectan  la  fomaci6n  del  tracto  H-IP.  Axones  que  debieran  formar  los

fasofoulos  retroflexos  que  se  extienden  hacia  regiones  posteriores  del  cerebro,  siguen

rutas  anormales  en  direcciones  opuestas  fomando  las  proyecciones  ect6picas  con  la

consiguiente  p6rdida  de  conectividad  axonal  con  el  NIP  y  defasciculaciones  de  los

eferentes habenulares. Por lo tanto, Cxcr4b oumplirfa un papel importante en funciones

de  guia  axonal  durante  el  establecimiento  del  cirouito  H-IP,  y  en  esta  funci6n  las

quimioquinas  Sdfla  y  Sflb  serfan  los  factores  claves  en  la  activaci6n  de  la  via  de

sefializaci6n a trav6s de este receptor.
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marcaci6n

Figura   15.  Marcaci6n  diferencial  de  los  ndcleos  habenulares  izquierdo  (Hi)  y  derecho  (Hd)  con  los
trazadores DiD y DiA, respectivamente,  en larvas w!./d type si.a/I.#g (ody+/-) y mutantes ody-/- de primera
y  segunda  generaci6n  (Fl,  F2).  A-C,  vista  dorsal  del  nticleo  interpeduncular  (NIP)  con  ]a  segregaci6n
dorso-ventral  de los fasciculos retroflexos izquierdo (FRi) y derecho (FRd).  A'-C.,  vista lateral izquierda
del NIP. d, dorsal;  v, ventral.

Figura  16.  Asociacidn entre  la
formaci6n     de     proyecciones
habenulares     ect6picas     y     la

perdida        de         conectividad
eferente         con         e I         NIP
deteminada     por     marcacj6n
diferencial     de     los     nticleos
habenulares   izquierdo   (Hi)   y
derecha  (Hd)  con  DiD  y  DiA3
respectivamente.  A  y  8,  vista
dorsal  del  cerebro  anterior  de
mutantes   ody-/-   obtenidos   de
una       F2,        que       presentan

proyecciones  ect6picas  (ph)  de
clase  I  y clase  Ill  que  conectan
con   la  hab6nula  derecha.   A',
8',  vista  dorsal  del NIP  de  los
ody-/-          respectivos          que
muestran              princ ipalmente
mayor perdida de conexiones a
traves  del  fasciculo  retroflexo
derecho       (FRd)       que       del
fasciculo   retroflexo   izquierdo

(FRi).

marcaci6n ody-/-, F2
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Fotoconversi6n de Dil en habenula iz uierda

Figura  17.  Marcaciones unilaterales del tracto  H-IP por fotoconversi6n 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  hab6nula  izquierda,  Hi  (A,  8);  ndcleo  interpeduncular,  NIP  (A'3  8'),  y  fasciculo
retroflexo izquierdo,  FRi (A",  8")3 respectivamente. El panel inferior muestra los componentes del tracto
H-IP  derecho  marcados  con  Dil  en  larvae  normales  y  mutantes  ody-/-  correspondientes  a  la  habchula
derecha, Hd, (C, D); nfroleo interpeduncular, NIP (C', D'), y fasciculo retroflexo derecho, FRd (C", D"),
respectivamente.  La formaci6n de proyecciones ect6picas (ph) en el nilcleo habenular marcado se asocia a
un   menor  ninero   de   axones   que   ]legan   al   NIP   y   desfaciculaciones   de   los   eferentes   habenulares
respectivos.
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4. Efectos de la p6rdida de funci6n de sd/Z¢ y sdJlb en el desarrollo del tracto H-IP

Al  eliminar la  funci6n  de  los  posibles  ligandos  del  receptor  Cxcr4b  se  espera

reproducir  los  fenotipos  encontrados  en  mutantes  ocly-/-  y  obtener  fenocopias  de  los

defectos vistos en el tracto H-IP de mutantes de cxar4b. Esto demostrarfa la importancia

de una via de sefializaci6n Sdfl/Cxcr4b activa para la correcta fomaci6n de este circuito

axonal.

4.1. Bloqueo de la funci6n de rdJ7a! y sdJlb en peces cebra silvestres

La    sintesis    de    Sdfla    y    Sdflb    se    bloque6    mediante    la    inyecci6n    de

oligonucle6tidos de tipo morfolino espeofficos para estos factores, Mascz/rcr y MOs'd/7b,

en embriones de pez cebra silvestre reci6n fecundados. I.a eficiencia de los morfolinos

usados  en  todas  las  inyecciones  se  determin6  por  los  defectos  que  produce  en  la

formaci6n de la LI.P, proceso que requiere la actividad de Sdfla @avid y cols., 2002).

De esta manera seleccionamos como morfantes larvas de 5  dpf que por tinci6n I.# vz.vo

con DASPEI mostraban ya sea un ndmero menor o la ausencia total de neuromastos de

la LI.P. Luego analizanos en estas larvas la conectividad habenular por inmunotinci6n

contra  or-tubulina  acetilada,  encontrando  en  algunas  larvas  inyectadas  con  Mas'd#cz

proyecciones ect6picas inter-habenulares semejantes a las observadas en mutantes oc7ry-/-

(fig.18).  En  general  son  proyecciones  axonales  mas  finas  que  se  presentan  en  un

porcentaje bajo de morfantes seleccionados (24%, n=31). Estos resultados se obtuvieron

inyectando Masd/Io en cada blast6mero de embriones en estadio de 4 c61ulas (1,5 mM,

0,5  nl  por  blast6mero).  Concentraciones  mayores  a  2  mM  son  t6xicas,  produciendo

defectos  en el  desarrollo  general  de los  embriones,  mientras  que  concentraciones  mss

bajas (0,3 mM) no producen proyecciones habenulares ect6picas aun cuando estas larvas

muestran defectos parciales en la formaci6n de la LLP ITabla 6).
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Peces MorfolinosdJza Normal Grado 1 Grado 2 Proy. Hab.
Concentr.      (volumen) N(%) N(%) N(%) N(%)

wild type - 50     (100) - - -

wild twl)e 0.3 mM 16       (29) 40    (71) - -

wild type 1 mM            (0,5 nl) - 34   (64) 19        (36)
wild type 1,5 mM        (0,5 nl x 4) 32    '68) 15       (32) 1(2)
wild type 1,5 mM        (O,5 nl x 4) - 5     (20) 20       (80) 6     (24)
ody+ (L) - 14     (45) 17       (55) 25    (81)
ody-I- (I) 1,5 mM        (0,5 nl x 4) - 19       (100) 11    (58)
ody-I-(2):) - 24     (60) 16       (40) 21    '53)
odyJ-(2:) 1,5 mM        (0,5 nl x 4) 1(2) 42       (98) 17    (40)

Tabla 6. Inyecci6n de morfolincts para sd#a en embriones wi./d ape y en dos grupos de mutantes ody/-/-,
clasificando por tinci6n de neuromastos con DASPEI los efectos del morfolino en la formaci6n de la LLP
normal,  parcial  (grado  1)  o  severo  (grado  2),  y  por  inmunotinci6n  de  a-tubulina,  la  formaci6n  de
proyecciones ect6picas habenulare§ ®roy. hab).

En otra serie de experimentos se inyect6 MOs'd/rcz en mutantes ody-/- con el fin

de aumentar el porcentaje de larvas  con proyecciones ect6picas habenulares  observado

en mutantes  de  c#cr4b.  Se  inyect6  Mas'd/7cz en embriones  ocrry-/-  obtenidos  de padres

ocrry-/- (ocrry-MascJJ7cz), dejando como grupo control ody-/- hermanos no inyectados (ocrry-

control)  seleccionados  del  mismo  cruce.  IJa  actividad  del  morfolino  se  comprob6  al

obtener un 100% de larvas oc7y-MOscZJ7cz con p6rdida completa de los neuromastos de la

LIP,  considerando  que  el  grupo  de  ocrry-control presenta p6rdida  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   oc7ry-Mas'czj7a   y   ody-control   no   encontramos   un   aumento   en   la   fomaci6n   de

proyecciones  ect6picas por efecto  del morfolino  (Tabla 6).  Un efecto  secundario  de la

inyecci6n  de  Mas'cZJ7o  en  mutantes  oc7y-/-  fue  la  .eliminaci6n  de  las  proyecciones

axonales de clase I que se extienden entre la. hab6nula y el borde anterior del telenc6falo

(fig.19).  Estas proyecciones estin presentes  en los ody-control, pero  desaparecen en el

gn]po  ody-Mord#cr, mientras que las proyecciones inter-habenulares, o  de  clase 11, se

conservan  en  ambos  grupos.  Una  revisi6n mss  detallada  de  la inmunotinci6n muestra

que en la lfnea media  dorsal  del  dienc6falo  de los  oc7ry-Mas'c*/7cr  se puede  distinguir la

formaci6n   inicial   de  posibles   proyecciones   de   clase   I   que   llegaron   a   extenderse

brevemente    en    direcci6n    anterior    quedando    con    un    extremo    redondeado.    Si

efectivamente el bloqueo  de la funci6n de s'd#cz en estos mutantes impide la extensi6n
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de estas proyecciones hacia el borde anterior del telencefalo, entonces podriamos decir

que  las  proyecciones  de  clase  I  en  principio  no  siguen  rutas  aleatorias  sino  que  son

guiadas por Sdfl a end6geno expresado en regiones del cerebro anterior por la activaci6n

de   alg`in   receptor   desconocido   o   del   propio    Cxcr4b,    si   consideramos   posibles

actividades  residuales   de  este   receptor  aiin  presentes   en  mutantes   oc7ry-/-,   como   se

mencion6 anteriormente.

En  el  bloqueo  del  ligando  Sdflb,  las  distintas  concentraciones  de  Mofcz/7b

ensayadas    no    producen    proyecciones    ect6picas    habenulares,    atn    cuando    las

concentraciones  mas  altas  de  morfolino  (2  mM;  0,5  nl)  tambien  lograron  afectar  el

desarrollo  de  la  LLP.   Se  ha  descrito  en  la  literatura  que  el  bloqueo  de  sd/7b  con

morfolinos no afecta la migraci6n del primordio ni la extension del ax6n de la LLP (Li y

cols., 2004), por lo tanto los efectos producidos en la formaci6n de la LLP podrfan ser

un resultado indirecto del exceso de morfolino usado y la alta homologi'a de secuencia

cor\sdfla.

Figura  18.  Fenocopias  de  las  proyecciones  ect6picas  habenulares  en  morfantes  de sd/7¢  analizadas  por
inmunotinci6n anti Ci-tubulina acetilada.  Se muestran vistas dorsales del cerebro anterior de tres  larvas que
forman  principalmente  proyecciones  ect6picas  (ph)  de  clase  11  (8,  C),  y  un  caso  donde  se  forma  una

proyecci6n de clase Ill y el segmento inicial de una posible proyecci6n de clase I (A).  Barra:  loo urn.
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Figura  19.  Efecto  de  la  inyeccidn  de  morfolino  antisentido  para  sd/a  (Mosdfla)  en  mutantes  ody-/-.
Todos  ]os  paneles  son  vistas  dorsales  del  cerebro  anterior  de  mutantes  ody;-/-  de  5  dpf analizados  por
inmunotinci6n anti  a-tubulina acetilada.  (A,  8) controles  no  inyectados.  (C,  D) mutantes  inyectados  con
Mosd"c7.  En  ninguno  de  los  ody-/-inyectados  se  encontraron  las  proyecciones  ect6picas  (ph)  de  clase  I
observadas   en    mutantes   control,   observindose   solamente   un   segmento   inicial    de   esta   clase    de

proyecciones (cabeza de flecha).  BalTa:  loo Hm.

4.2. Bloqueo de la funci6n de sdJ7¢ en peces cebra transg6nicos ET16:grp

La  posibilidad  de  obtener  proyecciones  ect6picas  habenulares  GFP  positivas  y

que puedan ser visibles por fluorescencia z.# vJ.vo de GFP o por inmunotinci6n anti-GFP

se  prob6  inyectando  MOs'cZ/Ja  en  embriones  ET16:g£7.  Como  habiainos  mencionado

previamente  estos peces transg6nicos expresan GFP en el tracto  H-IP,  especificamente

en los ndcleos habenulares,  fasciculos retroflexos y NIP.  La eficiencia del  MOsd/7cJ fue

de un  100% con respecto a la perdida de neuromastos de la LLP en todos los embriones

inyectados con 0,5  nl  de 2 mM de morfolino.  Las nuevas inyecciones de  Mascz#o no

produjeron  proyecciones  ect6picas  habenulares  visibles  por  fluorescencia  z.#  v!.1;o  de

GFP,  lo  que  podria  significar que  el  bloqueo  de  fd/7a  no  fue  suficiente  para  llegar  a
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formar  estos  axones  ect6picos  en  estas  inyecciones,  aunque  tambi6n  era  posible  que

estas proyecciones no expresaran GFP en los peces ET16.  Para analizar esto realizamos

inmunotinci6n de er-tubulina acetilada en las larvas ET16 inyectadas con MOsd/7cz, y en

otro  grupo  inmunofluorescencia doble para Ch-tubulina acetilada y  GFP.  En estos peces

vimos  la  p6rdida  del  ax6n  de  la  LLP  correspondiente  a  peces  que  no  desarrollan

neuromastos   de  la  LLP  por  efecto  del   MOsc*/7cJ  y  una  disminuci6n  general  de  la

neuropila habenular, pero no fue posible obtener proyecciones ect6picas habenulares. La

inmunofluorescencia  doble  muestra  rna  desorganizaci6n  de  la  neuropila  habenular  y

tractos axonales con menor formaci6n de redes axonales en otras regiones del cerebro de

peces  inyectados con MOJd/7c!,  mientras que  la expresi6n de  GFP muestra una menor

compactaci6n  de  los nticleos habenulares  conservando  la diferencia de tamafio relativo

entre  los nticleos izquierdo y  derecho en los  casos analizados (Fig.20).  Estos resultados

indican  que  el  bloqueo  de  SCZ/7a  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   formaci6n  sin  producir  los  efectos

esperados en el desarrollo mas tardio de la conectividad habenular de los morfantes de

sd/7aanalizados.

Inmunofluorescencia dob]e contra G FP/tubulina en ET16:grp

Figura 20. Microscopia con focal de inmunofluorescencia doble para Ci-tubulina acetilada y GFP en peces
ET16:g7p:p.  Las  imagenes  muestran  una  vista dorsal  de  la region  habenular de  peces  de  5  d]'as  control  no
inyectado (A) y uno inyectado con 2 mM de Masd/7o (8).
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4.3. Estudios de conectividad habenular en mutantes de sdJ74!

La obtenci6n de fenocopias de mutantes ocrry-/- en algunos peces inyectados con

MOs'd/Ia indican la posible participaci6n del sefialamiento Sdfla/Cxcr4b en el proceso

de   formaci6n   del   circuito   H-IP,   pero   la  baja   incidencia   de   estas   alteraciones   de

conectividad   habenular   en   los   morfantes   de   SCZ/rcr,    mos   llev6   a   buscar.   nuevas

aproximaciones  experimentales  para  demostrar  el  papel  de  Sdfla  en  este  proceso.

Recientemente  se  describi6  en  pez  cebra  un  mutante  para  SCZ/7¢,  denominado  7„ec7z!s'cz

(mec7-/-),   que  muestra  un  fenotipo   altamente  penetrante  que   afecta  fuertemente   la

formaci6n  de  la  LIT  (Valentin  y  cols.,  2007).  Para  comenzar  nuestros  experimentos,

recibimos  larvas  de  peces  "ed"scz  fijadas  a  los  4  dpf para  los  prineros  analisis  de

conectividad habenular por inmunotinciones anti tt-tubulina acetilada. En dos grupos de

alrededor 50 peces cada uno se identificaron los mutantes "ed-/- por la p6rdida del ax6n

y neuromastos de la LLP, encontrindose aproximadamente un 25 % de larvas 77zecJ-/- en

cada gnipo, lo que indica que estos provienen de cruces de padres heterocigotos para la

mutaci6n  de  scZJ7¢  (7„ec7+/-).  De  los  mutantes  7%ecJ-/-  identificados,  6  larvas  de  cada

grupo    muestran    alteraciones    de    la    conectividad    habenular    con    formaci6n    de

proyecciones  ect6picas,  es  decir,  alrededor  de  un  40%  de  las  larvas  "cc7-/~  presentan

fenocopias de los mutantes ocly-/- Q7ig.21). Estas corresponden a proyecciones ect6picas

interhabenulares  (clase  11)  y  proyecciones  que  se  extienden  a  regiones  anteriores  del

cerebro   (clase   D.   El   analisis   confocal   de   la   conectividad   habenular   vista   por

inmunofluorescencia de ct-tubulina acetilada de un tercer grupo de peces J»ec7ws'c7 permite

la observaci6n de proyecciones axonales inter-habenulares ect6picas mas finas entre los

mutantes  Q]ig.22).  Analisis  por  inmunofluorescencia  de  un  nuevo  grupo  de  "ed-/-

muestra fenocopias  de mutantes  ocrry-/-  que  incluyen fuertes proyecciones  axonales  de

clase I a?ig.22C).  Estos resultados apoyan fuertemente el papel de la via de sefializaci6n

Sdfla/Cxcr4b en funciones de gufa axonal durante la fomaci6n del circuito H-IP.
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Figura  22.  Analisis  confocal  de  las  proyecciones  habenulares  en  peces  "edwsa-/-  de  4  dpf vistas  por
inmunofluorescencia  de   or-tubulina  acetilada.   A,   neuropila  habenular   normal.   8,   detecci6n   de   fmas

proyecciones  ect6picas (ph)  de clase  11.  C,  C',  prominente  proyecci6n  de clase  I  en  vista  dorsal  y  lateral,
respectivamente.  D, D', proyecciones de clase 11 y segmento  inicial  de una proyecci6n de clase I (cabeza
de flecha) en vista dorsal y lateral, respectivamente. Barra 50 urn.
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5. Origen de las alteraciones de conectividad habenular en mutantes ody-/-

I.a  adquisici6n  de  lineas  transg6nicas  de  peces  cebra  que  expresan  GFP  en  el

tracto  H-IP  nos  permiti6  realizar  una  aproximaci6n  experimental  en  el  estudio  de  la

naturaleza  de  las  proyecciones  ect6picas  habenulares  que  observamos   en  mutantes

ocrrysse2ts'.  I.a primera linea,  denominada br%3cz-fesp' 70:grp,  expresa  GFP bajo  el  control

de  elementos  enhancer  de  brJ73cr,  un  gen  que  codifica  un  factor  de  transcripci6n  con

dominio   POU   expresado   en   la   hab6nula.   En   estos   peces,   GFP   se   expresa   en

subpoblaciones  de  neuronas  habenulares  y  en  sus  axones.  I,as  c6lulas  GFP  positivas

ocupan  la  regi6n  medial  de  los  nticleos  habenulares,  siendo  mayor  el  dominio  de

expresi6n en la hab6nula derecha (Aizawa y cols., 2005). I,a segunda linea corresponde

a  ET16:g¢,  peces  que  usamos  anteriomente  en  la  localizaci6n  del  NIP.  Esta  linea

enhancer  trap  lleva  una  inserci6n  de  Tol2-GFP  y  marca  un  subgrupo  de  neuronas

habenulares  con  dominios  de  expresi6n  mayor  en  la  hab6nula  izquierda  que  en  la

derecha,   fasciculos   retroflexos   y   NIP   (Bianco   y   cols.,   2008).   En   ambas   lineas

transg6nicas no  se observa expresi6n  de  GFP en estria medular y  comisura habenular,

indicando  que  s6lo las proyecciones  axonales  de  origen habenular  son  GFP positivas.

Mediante  el  uso  de  estas  lineas  transg6nicas  buscamos  deteminar  si  las proyecciones

ect6picas   de   los   mutantes    ocrry-/-   son   tambi6n   de   naturaleza   habenular.    Estos

experimentos  se  iniciaron con la generaci6n en el laboratorio  de  dos  nuevas  lineas  de

peces  obtenidas  por  cruces  entre  mutantes  oc7ry-/-  y  peces  br#3cz-fesp' 70:grp;  y  entre

mutantes  oc7y-/-   y  peces  ET16:g¢.   De  estos   cmces   se   obtuvieron  embriones   con

genotipos   ocrry/+/-JAr7z3cr:gfy   y   oc7y/+/-JflT16:grp,   respectivamente.   Ambas   lineas

transg6nicas son portadores de la mutaci6n de cxcr4b, y se crecieron hasta etapas adultas

reproductivas para obtener de ellos embriones homocigotos para la mutaci6n de cxcr4b

con genotipos oc7ry/-/-//Z]r#3c!:grp en la primera linea, y ody/-/~/rfeT16:grp en la segunda,

dentro del 25% de los embriones obtenidos en cada cruce.
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5.\. ody(+)dern3a:grip

Los primeros  analisis  de  conectividad  habenular  se  realizaron  en  larvas  ody(-/-

ybmja:grp.  En esta linea de peces encontramos que no era necesario  la activaci6n por

calor   del   promotor   ¢5p70   para   obtener   expresi6n   de   GFP,   lo   que   indicaria   que

posiblemente   como   resultado   de   estos   cruces   hubo   una  perdida  de   la  regulaci6n

transcripcional por rfefp 70 pemitiendo rna expresi6n constitutiva de GFP bajo el control

de  enhancers  de  br7z3a.  En  esta  linea  de  peces  observamos  que  los  neuromastos  de  la

LLP   tambien  presentan   fluorescencia   I.#   vz.vo   de   GFP,   lo   que  permiti6   identificar

tempranamente  como  mutantes  ocrry-/-  las  larvas  que presentaban un menor ntimero  de

neuromastos o la ausencia total de ellos. Algunos de los mutantes ody-/- asi identificados

mostraron proyecciones ect6picas habenulares visibles por fluorescencia I.# vz.vo de GFP

que    luego    fueron    analizadas    por    microscopi'a   confocal.    Una    de    las    primeras

caracteristicas  observadas  en  estos  mutantes  por  fluorescencia  i.#  vz.vo  de  GFP  es  la

aparente fusion de los ndcleos habenulares producida por la presencia de proyecciones

ect6picas inter-habenulares GFP positivas.  Tambien se pudo observar en estos mutantes

que  la  presencia  de  proyecciones  a  nivel  habenular  esta  asociada  a  una  disminuci6n

relativa en la intensidad de fluorescencia de GFP en el NIP y fasciculo retroflexo, lo que

podria  reflejar  la  p6rdida  de  conectividad  eferente  habenular  con  el  NIP  en  los  peces

mutantes ody-/-(Fig.23).

Figura  23.  Expresi6n  j'# v;.vo de GFP  en  cerebro  de  larvas  provenientes  de  un cruce  entre  peces  ody(+/-

)/br#ja:grp   vista   en   lupa   de   fluorescencia.   A,   desarrollo   de   conectividad   normal   de   los   nuc]eos
habenulares  izquierdo  (Hi)  y  derecho  (Hd)  y  del  anillo  axonal  del  NIP  (cabeza  de  flecha)  en  wj./d O{pe
s;.b/i.#g.  8, mutante con  mtlltiples proyecciones ect6picas  interhabenulares y NIP debilmente marcado.  C,
mutante  con proyecciones interhabenulares con fusion de  los nthcleos  habenulares y un NIP practicamente
ausente. Oi, ojo izquierdo; Od, ojo derecho; Teo, tectum 6ptico.
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Un   grupo   de   larvas   seleccionadas   como   ody(-/-ybr#3o:grp   que   presentan

proyecciones ect6picas habenulares se analizaron por inmunofluorescencia doble contra

GFP  y  or-tubulina  acetilada  (Fig.24).  En  los  experimentos  anteriores  del  analisis  de

mutantes ody-/- usando el marcador general de axones Ci-tubulina acetilada observamos

la  formaci6n  de  proyecciones  axonales   ect6picas   que   conectaban  con   los  ndeleos

habenulares.  Ahora  en  base  a  los    resultados  de  la  inmunotinci6n  doble  en  mutantes

ody(-/-)/br733c!:gfty   podemos  decir que  estos axones ect6picos   son de  origen habenular

dado que la expresi6n de GFP en esta region del epitalamo es especi'fica del circuito H-

IP+

o2dyf±)/brn3a..dip ody(I-)/brn3a..gfip

Figura  24.  Analisis  del  caracter  eferente  de  las  proyecciones  ect6picas  habenulares  en  larvas  ody/-/-
J/br#3a:grp.     Las     imagenes     confocales     muestran     en     canales     separados     el     resultado     de     la
inmunofluorescencia  doble  contra  Ci-tubulina  acetilada  (A,  8),  GFP  (A,  8')  con  mayor  expresi6n  en  la
hab6nula derecha,  y  la fusion  (merge)  de  ambas imagenes  (A",  8"),  respectivamente.  Las proyecciones
ect6picas habenulares  (ph)  de  clase  11  formadas  en  ody/-/-//bmjo:g7rp muestran  colocalizaci6n  de  ambos
marcadores moleculares.
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S.2" ody(-/-)fllT 16..Of|]

I.os   estudios   de   peces   obtenidos   de   cruces   entre   mutantes   ocrry-/-   y   peces

ET16:gfy    proporcionan  nuevas  evidencias  del  origen  habenular  de  las  proyecciones

ect6picas  encontradas  en  mutantes  oc7y-/-.  Ijos  peces  ody/+/-//Er/6:orp  generados  en

estos cruces se crecieron hasta etapas reproductivas para obtener de ellos larvas ocly(-/-

)/ET16:gS    identificados    por   marcaci6n    de    neuromastos    con    DASPEI    y    por

fluorescencia z.# v!.vo 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 oc7ry-/-  y una fracci6n  de  ellos

son transg6nicos GFP positivos. Entre las larvas seleccionadas encontramos nuevamente

mutantes  ocrry-/-  con  proyecciones  ect6picas  habenulares  GFP  positivas.   El  analisis

confocal  de  la  inmunofluorescencia  doble  contra  GFP  y  ex-tubulina  acetilada  de  estas

larvas mostr6  1a presencia  de  ambos  marcadores  moleoulares  en  los  axones  ect6picos

habenulares Q]ig.25). En la mutante ocfry-/- de la figura se puede observar ademas que la

comisura habenular no expresa GFP, s61o Ch-tubulina acetilada, manteni6ndose como una

proyecci6n  axonal  independiente  que  no   contribuye   a  la  formaci6n  de  los  axones

ect6picos  habenulares  GFP  positivos.  Como  indicamos  anteriormente,  la  expresi6n  de

GFP en peces ET16:g¢ esta restringida principalmente a componentes del cirouito H-IP,

es decir, 1os nricleos habenulares, 1os eferentes habenulares, o fasciculos retroflexos, y el

NIP; por lo tanto, 1os axones ect6picos que se forman en mutantes ocrry-/- son de origen

habenular. Los resultados obtenidos con estas nuevas lineas trang6nicas indican que las

proyecciones     habenulares     ect6picas     vistas     en     mutantes     oc7ry-/-     posiblemente

corresponden  a  axones  eferentes  de  origen  habenular  similares  a  los  que  forman  los

fasctculos retroflexos, pero que por la ausencia de un receptor Cxcr4b funcional siguen

rutas aleatorias debido a una p6rdida de gufa axonal.
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Ody(+;-]ffiTi6:87prp Ocrry(-/-)AITi6:8rp

Figure  25.  Analisis  del  caracter  eferente  de  las  proyecciones  ect6picas  habenulares  en   larvas  ody/-/-

//E7./6:grp.     Las     imagenes     confocales     muestran     en     canales     separados     el     resultado     de     la
inmunof]uorescencia  doble  contra  a-tubulina  acetilada  (A,  8),  GFP  (A,  8')  con  mayor  expresi6n  en  la
habenula  izquierda,  y  la  fusion  (merge)  de  ambas  imagenes  (A",  8"),  respectivamente.  En  esta  larva
ody/-/-J/E7./6..grp  se  forman  proyecciones  ect6picas  habenulares  (ph)  de  clase  I,  11  y  111]  y  todas  ellas
muestran  colocalizaci6n  de  ambos  marcadores  moleculares.  En  ambas  ]arvas  se  puede  observar  que  la
comisura habenular (ch) no expresa GFP,  como tampoco el  segmento de estria medular visto  en  ody/+/-

//£7'/6a..grp.   Dos  proyecciones   de  clase   I   alcanzan  regiones  anteriores  del  telenc6falo   cercanas  a   la
comisura anterior (ca).
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DISCUSI0N

Patrones de expresi6n de quimioquinas y su posible funci6n en guia axonal

I.os   diversos  procesos  del  desarrollo  embrionario  que  involucran  la  via  de

sefializaci6n  de   Sdfla/Cxcr4b,   entre   ellos   la  migraci6n  del  primordio   de   la   LLP,

migraci6n de las c61ulas geminales, gufa axonal de los c6lulas ganglionares de la retina

y  fomaci6n  del  sistema  olfatorio,  requieren  la  expresi6n  de  ligando  y  receptor  de

quimioquinas   de   acuerdo   al   desarrollo   espacio-temporal   de   estos   procesos.   Una

c.aracteristica  comtin  en  estos  procesos  es  la  separaci6n  espacial  de  los  dominios  de

expresi6n  para  ligando  y  receptor.    El  grupo  de  c6lulas  involucrado  en  procesos  de

migraci6n ®rimordio  de la LLP, c6lulas geminales) expresan el receptor Cxcr4b 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  c6lulas  (miosepto,  regi6n

gonadal).  Por  su  parte  en  los  procesos  de  guia  axonal  el  receptor  se  expresa  en  las

regiones  donde  se  localizan  los  cueapos  neuronales  (retina,  placoda  olfatoria)  que

extienden procesos axonales  en direcci6n a las fuentes de Sdfla (tallo 6ptico, borde del

bulbo  olfatorio).  Se  ha  demostrado  que  la  tinica  quimioquina  que  participa  en  estos

procesos de guia axonal es Sdfla, y su funci6n principal serfa permitir la salida de los

axones hacia sus ndcleos blanco.

Previo a la formaci6n del sistema de conexiones del circuito H-IP observamos la

expresi6n de cxcr4b en los nticleos habenulares izquierdo y derecho, mientras que en las

regiones del borde posterior a estos nticleos se expresa s:cZ#¢, sugiriendo que la posible

funci6n    de    Sdfla   en    este    sistema   tambi6n    es   permitir   la   salida    de    axones,

especfficamente,  las  eferencias  habenulares  que  forman  los  fascfculos  retroflexos  que

proyectan hacia el NIP.

Para  el  ligando  s'd#b  no  se  han  descrito  funciones  especificas  en  procesos  de

migraci6n celular  o  guia  axonal.  Sin embargo,  la  expresi6n inicial  de  este  ligando  en

regiones  del mesenc6falo  ventral  donde  se forma el  NIP,  y su  consiguiente  expansi6n

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

que  sd/7Z7  posiblemente  permite  la  entrada  de  los  axones  hacia  el  NIP  durante  el
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establecimiento    del    cirouito    H-IP.    De    esta    manera   s'd/rb    actuaria    de    forma

complementaria con ScZJ7cz durante la fomaci6n de este circuito, lo que tambi6n ha sido

propuesto para el proceso de gufa axonal de las c6lulas ganglionares de la retina donde

se observa la expresi6n de s'cZ#cz en el sector del tallo 6ptico mss cercano  a la salida de

los  axones  de la retina, mientras que s'cZJ7b  se expresa en segmentos mss  distantes  del

tallo  6ptico.  Nuestros  resultados  tambi6n  muestran la  expresi6n  de  s`cZ#b  en  el  borde

antero-lateral de la hab6nula, en las regiones por donde llegan las aferencias habenulares

provenientes del palio a trav6s de la estria medular. Estas observaciones sugieren que la

posible  funci6n  de  Sdflb  en  esta  regi6n  es  permitir  la  entrada  de  axones  hacia  la

hab6nula. De esta manera ambos ligandos participarfan en la formaci6n del tracto H-IP

con  funciones  complementarias:  Sdfla  permite  la  salida  de  axones  desde  los  nticleos

habenulares,  y  Sdflb,  la  entrada  de  axones  a los nticleos blanco,  es  decir,  hab6nula  y

NIP.

Penetrancia de la mutaci6n de c]fcJ.4b

I.os fenotipos que produce la p6rdida de funci6n de cxcr4b en mutantes ocrry-/- en

la  formaci6n  de  la  LLP  y  migraci6n  de  las  c6lulas  germinales  durante  el  desarrollo

embrionario (Knaut y cols., 2003; Li y cols., 2004), fueron usados en la identificaci6n de

embriones y larvas mutantes ocry-/-. En base a los resultados obtenidos en estos analisis

clasificamos  dos  subgrupos  principales  de  mutantes  ocrry-/-  de  acuerdo  al  grado  de

severidad de los defectos encontrados en la fomlaci6n de la LLP,  y que  denominamos

grado    1    y   grado   2.    Ambos    subgrupos   de   mutantes   ocrry-/-    fueron   analizados

separadamente  en los  estudios  de  conectividad  axonal  del tracto H-IP,  encontrando  en

cada  subgrupo  una  proporci6n  de  mutantes  que  presentaban  proyecciones  axonales

ect6picas   habenulares   (alrededor   de   30%)   siendo   el   resto   mutantes   ocrry-/-   con

conectividad   habenular  normal.   I.a   incidencia   de   estos   fenotipos   es   relativamente

semejante para ambos  subgrupos, pero  la magnitud  de  estos  defectos,  indicado  por la

presencia  de  proyecciones  ect6picas  mtiltiples,  es  mayor  en  el  grupo   de  mutantes

clasificados como severos o grado 2.   Estas observaciones corresponden a larvas ody-/-

obtenidos  de peces oc7ry+/-  de la primera generaci6n o F1.  Cuando  se  analizan mutantes
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oc7ry-/-  obtenidos  de  peces  ocly-/-,  o   generaci6n  F2,  1a  proporci6n  de  mutantes  con

alteraciones axonales a nivel habenular aumenta, llegando a encontrar en algunos casos

hasta  un  60%  de  mutantes  con  proyecciones  axonales  ect6picas.  En  estos  mutantes

tambi6n  se  observan fenotipos  mas  severos  en  cuanto  a  la presencia  de  proyecciones

mtiltiples  y  a  la  p6rdida  de  conectividad  eferente  entre  la  hab6nula  y  el  NIP.  Estos

resultados muestran la importancia de Cxcr4b en el desarrollo nomal del circuito H-IP,

ya   que   su   ausencia   produce   que   algunos   axones   tomen   direcciones   aberrantes

disminuyendo  a  su  vez  el  ntimero  de  axones  que  llegan  al  NIP.  Sin  embargo,  como

vimos  anteriomente,  no  todos  los  mutantes  presentan  alteraciones  de  conectividad

habenular,  lo  que podrfa significar posibles  actividades residuales  del receptor  Cxcr4b

en los mutantes ody;-/- que explicarian los fenotipos parciales encontrados no s6lo en la

fomaci6n  de  este  circuito,   sino   que  tambi6n  aquellos  observados  en  los   distintos

procesos  de migraci6n celular y guia axonal estudiados con esta mutante.  Esta posible

actividad residual del alelo de la mutante oc7y-/- ha sido sugerida para explicar por qu6

en mutantes  de  cxcr4b  ocrgr-/- no  se reproducen los  efectos  del bloqueo  de  cxcr4b  con

morfolinos en la p6rdida de c61ulas ganglionares de la retina ¢ujic y cols., 2006). Esto

podn'a explicar tambi6n la variedad de fenotipos entre parciales y severos descritos en la

formaci6n de la LLP de los mutantes ody;-/-. En procesos de gufa axonal de las neuronas

sensoriales olfatorias que  conectan  con el bulbo  olfatorio,  1os ocly-/-  tambi6n presentan

defectos  variables  de  conectividad  en  un  40-56%  de  los  mutantes,  mientras  que  el

porcentaje  restante  desarrolla  una  conectividad  nomal  (Miyasaka  y  cols.,  2007).  La

incidencia  de  estos  defectos  de  gufa  axonal  en  el  sistema  olfatorio  en  desarrollo  es

semejante a lo observado en nuestros estudios del sistema H-IP, donde las proyecciones

axonales ect6picas se presentan en un 50-60% de los mutantes en los casos mas 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   Cxcr4b   que  permiten   el

desarrollo  normal  de  conectividad  axonal  probablemente  sean  menores  a  los  niveles

requeridos para los procesos de migraci6n celular, y por ello todos los embriones ody-/-

muestran  en  grado  variable  defectos  en.Ia  formaci6n  de  la  LLP  y  migraci6n  de  las

c61ulas germinales sin observarse fenotipos normales. Esta posible actividad residual de
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cxcr4b  en  mutantes  ocfy-/-,  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  Cxcr4b  al  permitir  que  estos

embriones se desarrolleD hasta estadios adultos con capacidad reproductiva, a diferencia

de lo  que oourre en ratones donde la eliminaci6n del gen Cxcr4 es embriol6gicamente

letal produciendo multiples fenotipos que incluyen defectos serios en el desarrollo de los

sistemas inmune, ciroulatorio  y nervioso  central  ITashibana y cols.,  1998;  Zou  y cols.,

1998).

Una  explicaci6n  altemativa  a  la  presencia  de  mutantes  oc7ry-/-  con  desarrollo

normal  de  conectividad  axonal  tiene  relaci6n  con  la  posible  participaci6n  de  otras

mol6culas que adopten las funciones de Cxcr4b en estos procesos. Estos factores podrfan

ser  mol6oulas   de   guia  axonal  que   acrfeen  en  forma  independiente   del   sistema  de

sefializaci6n Sdfla/Cxcr4b como tambi6n factores  que interacttien con esta via. A este

dltimo  caso podria pertenecer Cxcr7, un nuevo  receptor de  Sdfla  descrito  primero  en

mamffero (Balabanian y cols., 2005), y que recientemente ha ganado importancia en pez

cebra por  sus  funciones  complementarias  a  Cxcr4b  en  los  procesos  de  migraci6n  del

primordio de la LIT  @ambly-Chaudiere y cols., 2007;  Valentin y cols.,  2007) y en la

migraci6n   de   las   c6lulas   geminales   a3oldajipour   y   cols.,   2008)   a   trav6s   de   su

interacci6n con el ligando Sdfla. I-a expresi6n de cxcr7 descrita en embriones de 24 hpf

(Thisse   y  cols.,   2001;   Miyasaka  y  cols.,   2007   en  figura  suplementaria)  muestran

patrones de expresi6n en el dienc6falo dorsal en regiones presuntivas de la zona anterior

de los nticleos habenulares y posiblemente en la hab6nula misma. En un embri6n normal

las  funciones  del  receptor  Cxcr7  podrian  incluir  secuestro  o  internalizaci6n  de  Sdfla

generando de esta manera un gradiente del ligando, lo que pemitiria que la gufa axonal

de los eferentes habenulares producida por la sefializaci6n a trav6s de Cxcr4b oourra en

los puntos con mayor concentraci6n del ligando, es decir las regiones posteriores de la

hab6nula. Al bajar los niveles  de  Cxcr4b,  probablemente  las funciones remanentes  de

Cxcr7 en mutantes odry-/- permiten la salida de los eferentes habenulares resultando en

desarrollo  nomal  de  conectividad  habenular  en  aproximadamente  la  mitad  de  los

mutantes,  aunque  tambi6n  es  posible  que  Cxcr7  adquiera  nuevas  funciones  de  gufa
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axonal en la ausencia de Cxcr4b, cuando las diferentes afinidades por el ligando  ya no

estin consideradas.  Un  data  interesante  es la ubicaci6n de los  genes  cxcr4  y  c#cr7 en

posiciones vecinas del cromosoma 1 de rat6n (Hessen y cols.,  1998) y en el cromosoma

2  de  humanos junto  a  otros  dos  receptores  de  quimioquina.  Probablemente  los  genes

hom6logos en pez cobra presentan una organizaci6n gen6mica similar con una posible

regulaci6n  transcripcional  compartida  que  garantice  las  funciones  complementarias  de

Cxcr4b y Ckcr7.

Otro resultado que llama la atenci6n es la mayor proporci6n de larvas oc7ry-/- con

defectos de gufa axonal en el tracto H-IP encontrado en los cruces de padres ody-/- Q:2)

en comparaci6n con los obtenidos de padres ocfry+/- Q71). Esto podria indicar la presencia

de  un  componente  matemo  en  los  embriones  ody-/-  obtenidos  de  peces  ocrry+/-  que

minimizan  los  defectos  de  guia  axonal  producidos  por  la  mutaci6n  de  cxcr4b.  Este

componente  se  perderfa  en los  embriones mutantes  obtenidos  de padres  con  genotipo

oc7y-/-. Sin embargo, este aspecto todavfa debe ser investigado.

Efectos de la mutaci6n de cx:ar4b: proyecciones ect6picas habenulares

Entre los distintos fenotipos asociados al mutante ocrry-/-,  uno de los mss notorios

es  la  fomaci6n  de  prominentes  proyecciones  axonales  ect6picas  relacionadas  a  la

hab6nula  que   abarcan   extensas  regiones   dorsales   del   telenc6falo   dorsal.   Entre   las

diversas proyecciones  ect6picas  distinguinos  dos patrones principales  de  conectividad

en relaci6n a la direcci6n que estos tractos axonales  adoptan y que denominamos clase I

y  clase  11.  En  los  defectos  de  guia  axonal  de  las  neuronas   olfatorias   descritos  en

mutantes  ocrry-/-  (Miyasaka  y  cols.,  2007)  se  utiliz6  un  criterio   de  clasificaci6n  de

acuerdo  a  la  severidad  de  los  fenotipos  encontrados  to6rdida  unilateral  o  bilateral  de

conectividad), y como veremos mss adelante nuestra clasificaci6n tambi6n podrfa estar

directamente relacionada con efectos parciales o severos de la mutaci6n de cxcr4b.

Entre las rutas preferentes que adoptan los  axones ect6picos habenulares por la

p6rdida de funci6n de cxcr4b describimos en un primer grupo las proyecciones ect6picas

habenulares de clase I, que corresponden a extensas proyecciones axonales que conectan

la   hab6nula   con   el   borde   anterior   del   telenc6falo.   Estas   proyecciones   ham   sido
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observadas  en  mutantes  ocrgr-/-  que  se  obtienen  ya  sea  de  la  generaci6n  Fl  o  F2  de

mutantes,  aunque en estos tiltimos s6lo  se observin en los mutantes  clasificados como

leves  o  grado  1  (en  base  a  la  formaci6n  incompleta  de  la  LLP).  El  segundo  grupo

corresponde a las proyecciones axonales interhabenulares denominadas de clase 11, que

tambi6n  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

generaci6n F2.

For lo tanto las proyecciones ect6picas de clase I estan ausentes en los mutantes

ocry-/- que tienen fenotipos severos en la p6rdida de la LI.P y mayor penetrancia de la

mutaci6n, es decir, ody-/- grado 2 y obtenido  de F2; mientras que en los mutantes con

fenotipos leves se favorece la formaci6n de estas proyecciones extensas de clase I. Una

explicaci6n  de  este  fen6meno  se  basa  en  la  posible  actividad  residual  de  cxcr4b  en

mutantes ocrry-/-, que podria dar ouenta en principio de la extensi6n de estas proyecciones

hasta  el  borde  anterior  del  telenc6falo,  y  la  ausencia  de  factores  repelentes  en  esta

regi6n.

Iris  niveles  residuales  de  c#cj'4b  en  mutantes  ocrry-/-  serfan  suficientes  para

interactuar con fuentes  del  ligando  end6geno  Sdfla presentes  en  el borde  anterior  del

telenc6falo,  pemitiendo  que  los  axones  habenulares  sigan  preferentemente  la  linea

media  dorsal  del  telenc6falo  para  alcanzar  esta  nueva  regi6n blanco.  I.os  patrones  de

expresi6n de scZJ7cz en la regi6n del telenc6falo 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 gufa axonal de las proyecciones de clase

I de mutantes ody-/- es dependiente de la actividad de Sdfla proviene de los resultados

del bloqueo de s'cZ#cz en mutantes ocrry-/- mediante morfolinos. I.as proyecciones de clase

I  que  regularmente se forman en los mutantes  oc7y-/-  controles  desaparecen  cuando  se

inyecta el morfolino  de SCZ/7cr,  quedando  ademas  un pequefio  segmento  inicial  de esta

posible proyecci6n de clase I que parece truncado (Fig.19). Interesantemente, todas las

larvas  mutantes  inyectadas  con  morfolino  de  s'cZJ7cz  pierden  completamente  la  LLP,

mientras que el grupo control de mutantes no inyectados presenta una proporci6n similar
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de  larvas  con  p6rdida  parcial  o  total  de  la  LLP.  Estos  datos  sefialan  nuevamente  la

relaci6n entre p6rdida completa de LIT y la ausencia de proyecciones de clase I.

I.a posible ausencia de quimiorrepelentes en la linea media dorsal del telenc6falo

favorecen'a la direcci6n hacia anterior de las proyecciones de clase I, mientras que rutas

alternativas,  incluyendo  la  direcci6n normal,  se verian bloqueadas por la presencia  de

quimiorrepelentes  en  regiones  posteriores  de  la  hab6nula.  Mol6culas  candidatos  que

podrian  cumplir  este  papel pertenecen  a  la  familia  de  ligando/receptor  Slit/ROBO  de

cafacter  repelente  axonal,  considerando  no  s6lo  sus  patrones  de  expresi6n  sino  que

tambi6n los efectos antag6nicos que Sdfla/Cxcr4b ejerce sobre estos factores durante la

guia  axonal  de  las  c6lulas  ganglionares  de  la  retina  en  pez  cobra  (Chalasani  y  cols.,

2007).  Al  parecer  esta  interacci6n  no  ocurriria  a  trav6s  de  una  competencia  entre

factores  quimioatractantes  y  quimiorepelentes,  ya  que  se  ha  demostrado  z.7c  v!tro  que

Sdfla  no  presenta  actividad  atractante  con  varias  clases  de  neuronas  de  vertebrados

(Chalasani  y  cols.,  2003).   Por  otro  lado,  experimentos  que  producen  la  expresi6n

ubicuota de fcJ/r¢ en embriones de 12 o 19 hpf s61o inducen un posicionamiento errado

de las neuronas olfatorias, pero no los defectos de gufa axonal de sus proyecciones con

el bulbo olfatorio observados en mutantes oc7ry-/- (Miyasaka y cols., 2007). Por lo tanto,

1a  posible  funci6n  de  Sdfla  sen`a  reducir  la  respuesta  de  los  conos  de  crecimiento  a

factores quimiorepelentes, como ha sido demostrado I.# iJj./ro (Chalasani y cols., 2003) e

I.# vz.vo (Chalasani y cols., 2007), generando de esta manera un ambiente permisivo para

la  salida  de  axones  hacia  sus  nricleos  blanco.  Posiblemente  la  via  de  sefializaci6n

Sdfla/Cxcr4b  tambi6n  interactha  con  SlitROBO  durante  la  formaci6n  del  sistema

olfatorio,  ya  que  se  ha  demostrado  en forma  independiente  la participaci6n  de  ambas

vfas  en  su  desarrollo  (Miyasaka  y  cols.,  2005  y  2007),  pero  esto  atin  no  ha  sido

investigado. Los patrones de expresi6n de estos factores repelentes tambi6n sugieren su

participaci6n  en  la  formaci6n  del  tracto  H-IP,  ya  que  las  variantes  g6nicas  de  sJz./  se

expresan en regiones de la linea media del cerebro posterior, y en los bordes del cerebro

anterior,  quedando  ausente  de la linea media dorsal  del telenc6falo  (Chalasani  y  cols.,

2007), la regi6n por donde se extienden las proyecciones ect6picas habenulares de clase

I. Llama la atenci6n tambi6n la expresi6n de uno de los receptores de Slit, la variante 2
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de robo3, detectada en el dienc6falo a los 2 dpf (Challa y cols., 2005) en una regi6n que

parece corresponder a los nticleos habenulares.  La confirmaci6n de este dato explicarfa

la tendencia en los mutantes ocfry-/- a fomar extensiones axonales que "escapan" de los

ndcleos  habenulares  al  estar ausente la funci6n  antag6nica de  Sdfla/Cxcr4b.  Nuestras

observaciones  indican  que  las  proyecciones  axonales  clase  I  de  mutantes  oc7ry-/-  se

extienden hasta las regiones del borde anterior del telenc6falo conectando posiblemente

con el bulbo olfatorio ipsi o contralateral. Probablemente la participaci6n activa de la via

Sdfla/Cxcr4b  y  de  Slit/ROBO  descritos  en  esta  zona  influyen  en  la  direcci6n  de  los

axones    ect6picos    habenulares,    aunque    para    analizar    este    punto    se    requieren

experimentos con marcadores moleculares especfficos de axones de neuronas olfatorias

que indiquen si efectivamente el bulbo olfatorio es un ndcleo blanco de las proyecciones

habenulares descritas en este trabajo.

Como   mencionamos   anteriormente   los   mutantes   oc7ry-/-   con   fenotipos   mss

severos     tienden     a    formal    mtiltiples     proyecciones     ect6picas     interhabenulares

denominadas  de  clase  11,  y  este  parecerfa  corresponder  al  fenotipo  que  produce  los

niveles mss 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   ndcleos  habenulares,   siendo  las  inicas  zonas  permisivas  para  su

extensi6n    las    regiones    dorsales    que    quedan    entre    los    ndcleos    habenulares    e

inmediatamente anteriores a ellos.

Un tercer tipo de proyecciones ect6picas habenulares clasificadas como clase Ill,

tiene  como  blanco  principal  la  regi6n  del  palio  que  se  localiza  en  los  bordes  dorso-

laterales del telenc6falo. En esta regi6n se encuentran los nticleos que dan origen a los

aferentes  habenulares  que  forman  la  estria  medular  (Fig.A1).  Estas  proyecciones  se

podrfan  considerar  como  resultado  de  un  grado  de  severidad  intermedio  entre  las

proyecciones de clase I y 11 y su fomaci6n tiene una mayor incidencia en los mutantes

ocb;-/- grado 2 de la F2, el grupo de mutantes que pierde las proyecciones de clase I. Una

foma de intexpretar estos resultados es que las proyecciones que no llegan a extenderse

hasta el borde anterior del telenc6falo  s6lo  alcanzan regiones mediales  del  telenc6falo,

cruzando  diagonalmente  la  linea  media  dorsal  en  la  mayorfa  de  los  casos.  Posibles
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mol6culas  atractantes para estos  axones podrfun incluir factores  atin  desconocidos  que

participan   en   la   6onectividad   axonal   de   la   red   de   nticleos   aferentes   habenulares

localizados  en  el  palio.  Probablemente  los  dominios  de  expresi6n  de  cxcr7  tambi6n

incluyen esta regi6n Q4iyasaka y cols., 2007, en figura suplementaria) de tal manera que

este  receptor  nuevamente  podrfa  estar  participando  en  la  gufa  axonal  de  los  axones

eferentes habenulares por la p6rdida de funci6n de cxcr4b.

De esta manera las tres clases de proyecciones descritas podrfan 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 gufa axonal  de estas

proyecciones  ect6picas  en  la  regi6n  dorsal  del  telenc6falo  de  mutantes  ody-/-.  Ij)s

mutantes con fenotipos leves permiten la formaci6n de proyecciones extensas de clase I,

y los mutantes severos, proyecciones de clase 11 y Ill preferentemente.

I.a acumulaci6n de proyecciones habenulares a distintos niveles entre la hab6nula

y  el borde  anterior del telenc6falo   en mutantes  ocf};-/- junto  con los  antecedentes  de la

p6rdida  de  guia axonal  de las c61ulas  ganglionares  de  la retina  y neuronas  sensoriales

olfatorias descritas en estos mutantes y que muestran proyecciones ect6picas que quedan

dentro del ojo, en el primer caso, y entre la placoda olfatoria y el borde del telenc6falo,

en  el  segundo,  indican  que  la p6rdida  de  funci6n  de  cxcr4b  afecta principalmente  la

salida de los axones eferentes durante la fomiaci6n de estos circuitos.

Efectos de la mutaci6n de c]car4b: p6rdida de conectividad H-IP

Asociado  a  la formaci6n  de  proyecciones  axonales  habenulares  en  direcciones

ect6picas se produce una p6rdida de conectividad axonal con el NIP en mutantes oc7ry-/-.

Esto   se  observ6  por  analisis  confocal  de  la  marcaci6n  diferencial   de  los  nticleos

habenulares con trazadores lipofilicos y fotoconversi6n de la marcaci6n 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 la p6rdida de funci6n del receptor Cxcr4b en los

nticleos  habenulares  impide  las  posibles  funciones  del  ligando  Sdfla  presente  en  los

bordes posteriores de la hab6nula, y de Sdflb, expresado inicialmente en el NIP y luego
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en  la  regi6n  por  donde  pasan  los  fasofculos  retroflexos.  El  modelo  explicativo  mss

simple es que estas quimioquinas  acthan 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

ouando se comparan los tractos H-IP izquierdo y derecho, siendo afectada mayomente

una de las dos proyecciones eferentes. Las proyecciones habenulares ect6picas tambi6n

se foman preferentemente  en uno  de los  dos nticleos habenulares, precisamente  en  el

nricleo que pierde conectividad con el NIP. Estos efectos diferenciales en componentes

bilaterales con respecto al eje izquierdo-derecho tambi6n se observan en mutantes ocrry-/-

con respecto a los otros procesos de guia axonal donde se ha descrito la participaci6n de

Cxcr4b. En la guia de axones retinales de mutantes ocrry-/-, 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 tiltimo  trabajo

los  autores  explican que los defectos de guia axonal en mutantes  oc7ry-/- ocurren  de una

manera de todo  o nada. Al parecer la via de sefializaci6n Sdfla/Cxcr4b se requiere en

etapas tempranas del crecimiento de axones pioneros hacia los puntos de salida, los que

sirven como platafoma esencial para los siguientes axones en extensi6n. Si estos axones

pioneros alcanzan un ntimero umbral se  establece una proyecci6n s6lida con el nticleo

blanco  con una  conectividad normal.  En el sistema H-IP  todos los mutantes  oc7ry-/-  que

tienen   defectos   de   conectividad   eferente   muestran   un   grupo   de   axones   que   sale

correctamente  desde el borde posterior de la hab6nula para formar el  tramo  inicial  del

fasciculo retroflexo, pero probablemente en un ndmero 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 la hab6nula.  I.a salida de axones por puntos  de

salida opuestos al nomal tambi6n 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  m6dula

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

2005).   En   mutantes   ocb;-/-,   el   tracto   del   fascfculo   retroflexo   que   logra   formarse
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inicialmente es compacto, pero luego presenta defasciculaciones axonales que indican la

p6rdida de guia axonal sugiriendo la posible participaci6n de otros factores en las etapas

finales de conectividad con el nticleo blanco. Entre estos posibles factores proponemos

Sdflb por su expresi6n en el NIP y en el paso de los axones eferentes en navegaci6n, y

cuya funci6n se verfa afectada al perderse la sefializaci6n con Cxcr4b en oc7ry-/-. A su vez

tambi6n podrfan participar factores repelentes  del sistema Slit/ROBO  expresados en la

regi6n 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

extensi6n  al  NIP  al  contrarrestar  los  efectos  repelentes  de  estos  factores  permitiendo

primero la salida de los axones eferentes y luego su extensi6n hacia el NIP.

En  base   a  nuestras  observaciones  la  conectividad  normal   de  los  fascfculos

retroflexos  izquierdo   y  derecho   con  el  NIP  parece  depender  principalmente   de  la

funcionalidad de las quimioquinas y su receptor Cxcr4b, ya que la acci6n especifica de

neuropilina  la,  un  receptor  de  semaforina  3D  expresado  tinicamente  en  la  hab6nula

izquierda y que guia los  axones  de  los eferentes habenulares izquierdo hacia la regi6n

dorsal del NIP (Kuan y cols., 2007), parece depender del ntimero de axones que lleguen

al  NIP  en  mutantes  ocfry-/-,  lo  que  indicaria  que  6ste  proceso  fino  de  gufa  axonal  es

secundario  durante la fomaci6n del tracto H-IP.   I-a semaforina 3D por lo  tanto surge

como  posible  quimioatractante  de  los  eferentes  habenulares  del  fasciculo  retroflexo

izquierdo, mientras que los patrones de expresi6n de otras semaforinas y neuropilinas en

la vecindad de ambos fasciculos retroflexos y del NIP sugieren la participaci6n de estas

mol6oulas   en   conjunto   con  las   quimioquinas   en  la   gufa   axonal   de   los   eferentes

habenulares.

Estudios  funcionales  de  guia  axonal  por  quimioquinas:  eficiencia  de  morfolinos

versus mutantes

Un   aspecto   importante   para   nuestra   hip6tesis   de   trabajo   era   demostrar   la

participaci6n  de  las  quimioquinas  ligandos  del  receptor  Cxcr4b  en  la  fomaci6n  del

tracto H-IP. Para ello buscamos obtener fenocopias  de las alteraciones de  conectividad
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habenular  observadas   en  mutantes  ocrry-/-   considerando   que  estos  fenotipos  son  el

resultado de una via ligando/receptor no funcional.

I.a primera aproximaci6n experimental fue el bloqueo  de los ligandos mediante

morfolinos especificos para fczj7cz  y ScZ#b  en embriones silvestres.  I,os morfolinos para

s'cZ/rcr  efectivamente  producen  defectos  en  la  fomaci6n  de  la  LLP  en  grado  variable

como ha sido descrito en la literatura, y este parinetro se utiliz6 en nuestro trabajo para

medir  la  actividad  del  morfolino  y  seleccionar  asi  los  morfantes.  Sin  embargo,  estas

cantidades  de  morfolino  no  alteraron  la  conectividad  habenular  y  fue  necesario  usaf

concentraciones  mayores  de  morfolino  de  sd/rcz  para  obtener  proyecciones  ect6picas

habenulares  en  algunos  de  los  embriones  inyectados.  Aunque  se  logr6  reproducir  los

fenotipos observados en mutantes ody-/- a nivel habenular, estos eran de una incidencia

y severidad menores, y las concentraciones mss altas de morfolino usadas s6lo alteraban

el desarrollo normal de los embriones llegando a ser letales.

El uso  de morfolinos para bloquear la funci6n  de  las  quimioquinas  es  efectivo

principalmente en el estudio de los procesos de migraci6n celular donde 6stas participan.

Sin  embargo,  en  la  guia  axonal  de  las  neuronas  sensoriales  olfatorias  su  acci6n  es

practicamente  nula,  reproduciendo  s6lo  en  un  4%  de  los  embriones  inyectados  los

fenotipos  que  se  observan  en  el  50%  de  los  mutante  ocrry-/-  (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 Je ya que los defectos encontrados se obtuvieron

en embriones coinyectados con morfolino para s'c*/rcz y cxcr4b  (Li  y cols.,  2005).  Esto

podrfa indicar la influencia de  dos factores principales que  afectarfan la  eficiencia del

morfolino:  la  concentraci6n efectiva  de  quimioquina requerida para  cada proceso  y la

etapa  del  desarrollo  en  que  6ste  oourre.  El  primero  ha  sido  sugerido  por  Miyasaka  y

cols.,  2007,  en ouanto  a que los procesos  de migraci6n celular posiblemente requieren

mayores cantidades de quimioquina en comparaci6n con los procesos de guia axonal, de

tat  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

relaci6n  con  la  probable  disminuci6n  de  la  eficiencia  del  morfolino  para  interferir  la

funci6n   de   las   quimioquinas   en   procesos   que   ocurren   en   etapas   del   desarrollo
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relativamente    tardfas.    I|)s   procesos    de   migraci6n   celular   donde   participan   las

quimioquinas oourren dentro del primer dia del desarrollo de pez cebra, mientras que los

procesos  de  guia  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 podrfan disminuir las posibilidades

de eliminar eficazmente la funci6n de las quimioquinas en procesos de guia axonal del

tracto H-IP mediante morfolinos.

Una altemativa para el estudio de la funci6n de Sdfla en la formaci6n del tracto

H-IP  se basa en la rectente descripci6n de la mutante de Jd/7cz denominada fflec7#s'cz.  El

analisis de conectividad habenular de mutantes "ec7-/- seleccionados por los defectos en

la fomaci6n de la LIT muestra claramente fenocopias de las tres clases de proyecciones

axonales ect6picas observadas en mutantes ocrry-/- con una incidencia de hasta un 40% en

algunos de los grupos estudiados. Estos mutantes ned-/- se obtuvieron de padres rmec7+/-,

es decir, corresponderfun a mutantes de primera generaci6n o F1,  y comparativamente,

un 40% de larvas J»ec7-/- con proyecciones ect6picas habenulares es relativamente mayor

al porcentaje  de mutantes  ocfry-/-  de  Fl  que presentan estas proyecciones,  acercandose

mss  al  porcentaje  encontrado  en  oc7ry-/-  de  una  F2.  Ademas  todos  los  mutantes  mec7-/-

identificados  se  podn'an  clasificar  como  mutantes  grado  2 por  la  ausencia  total  de  la

LLP. Esto indicarfa que la p6rdida de funci6n de s'cZ/7¢ en estas mutantes probablemente

tiene un mayor efecto que la mutaci6n de cxcr4b tanto en procesos de migraci6n celular

como en funciones de guia axonal, y esto podrfa reflejar el requerimiento especffico de

este ligando para activar no s6lo a Cxcr4b sino que tambi6n Cxcr7, el segundo receptor

de quimioquina necesario para la formaci6n de la LLP (Valentin y cols., 2007).

Hasta la fecha no hay reportes de estudios funcionales de Sdfla en procesos de

gufa   axonal   usando   peces   77gec7-/-,   y   en  base   a  los   resultados   obtenidos   en   estos

experimentos, podrfamos decir que el uso  de esta mutante presenta claras ventajas con

respecto  al  bloqueo  de  la  funci6n  de  sd/Icz  con  morfolinos,  que  ha  sido  la  principal

estrategia  experimental  en  los  estudios  de  la  participaci6n  de  esta  quimioquina  en

procesos de gufa axonal en pez cebra.
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Al  igual  que  en mutantes  ocrry-/-,  no  todos  los  z„ecJ-/-  presentan  alteraciones  de

conectividad habenular, lo que sugiere la participaci6n de otros factores que compensan

la ausencia de Sdfla.  Entre ellos podrfamos 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  regi6n  donde  la  acci6n

quimioatractante de Sdflb, demostrada en experimentos de sobreexpresi6n local de este

ligando  en  regiones  cercanas  a  los  axones  retinales  (Li  y  cols.,  2005),  podrfa  estar

ejerciendo  funciones complementarias  de guia axonal en la formaci6n del tracto  H-IP.

Tambi6n   es   posible   la   existencia   de   vias   de   sefializaci6n   adn   desconocidas   que

normalmente actden en conjunto con la via Sdfla/Cxcr4b durante la formaci6n del tracto

H-IP,  pero  que  dentro  del nuevo  contexto  generado  por la  ausencia  de  Sdfla podrfan

adquirir  mayor  relevancia,  aunque  por  la  incidencia  de  los  fenotipos  observados  su

participaci6n serfa en forma estoc6stica.

Todavia queda por resolver oral es la funci6n exacta de Sdfla en la formaci6n

del circuito H-IP y si 6sta actividad es la misma en todos los procesos de guia axonal en

que participa. Su funci6n como quimioatractante de conos de crecimiento axonal s6lo ha

sido sugerida en el sistema de c6lulas ganglionares de la retina (Li y cols., 2005), aunque

en  forma  indirecta,  ya  que  los  experimentos  que  muestran  estas  propiedades  fueron

dirigidos s6lo para el estudio  de fd/Ib.  Como mencionamos  anteriomente una posible

funci6n  de  Sdfla  es  crear  un  ambiente  pemisivo  que  modifique  la  respuesta  de  los

axones   a   otros  factores.   Se   sabe  por   ejemplo   que   la   respuesta   de   los   conos   de

crecimiento a algunas mol6culas guia como netrina y semaforinas varia dependiendo de

los niveles intracelulares de los segundos mensajeros Ca2+, AMP cfclico (CAMP) y GMP

cfclico (CGMP) (Song.y Poo, 1999). Sdfla via Cxcr4b sefializa a trav6s de la proteina Gi

disminuyendo  por  lo  tanto  los  niveles  de  CAMP  (Tran  y  Miller,  2003).  Estudios  en

JFe77ap#s' ham demostrado que la respuesta de los conos de crecimiento a muchos factores

de  gufa  axonal podrfan  ser  de  atracci6n  o  de  repulsi6n  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 G'KA) 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, Ia expresi6n de SCZ/rcr en esta

regi6n  sugiere  fuertemente  su  papel  en  la  regulaci6n  de  estas  funciones  (Miyasaka  y

cols.,   2007).  De  esta  manera  la  p6rdida  de  funci6n  de  SCZ/rcz  produciria  un  nuevo

contexto para las mol6oulas de guia axonal alterando la fomaci6n de circuitos axonales

en  forma  evidente,  mientras  que  la  sobreexpresi6n  localizada  de  sc*#cz  en  regiones

cercanas a estos circuitos en embriones nomales no produciria defectos notorios  en la

gufa  axonal,  como  ha  sido  demostrado  para  los  axones  que  conectan  con  el  bulbo

olfatorio (Miyasaka y cols., 2007).

Se espera que la formaci6n de proyecciones habenulares  ect6picas  en mutantes

J"ecJ-/-  est6  asociada  tambi6n  a  la  p6rdida  de  conectividad  eferente  con  el  NIP  como

vimos  en mutantes  odry-/-,  ya que la salida normal de los eferentes habenulares estaria

seriamente afectado por la p6rdida de funci6n de s`d/rc7, pero esto atin debe ser analizado.

Identificaci6n de las proyecciones ect6picas habenulares en mutantes ody-/-

Dentro de las opciones del origen y la identidad de las proyecciones habenulares

ect6picas  formadas  en  larvas  por  la  p6rdida  de  funci6n  de  c#cr4b  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 los casos analizados las

proyecciones  axonales  ect6picas  se  conectan  con  por  lo  memos  uno  de  los  nticleos

habenulares  sin  encontrar  segmentos  de  proyecciones  aislados   en  la  vecindad.  Un

posible  origen  extemo  de  estos  axones,  es  decir,  proyecciones  provenientes  de  otros

circuitos  neuronales  tambi6n  alterados  por  la  mutaci6n  de  cxcr4b   se   descartan  de

acuerdo a los datos de la literatura que indican que los axones que pierden gufa axonal

en la retina  quedan dentro del ojo y no salon  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 telenc6falo y la placoda sin salir hacia el bulbo olfatorio (Miyasaka y cols.,

2007).
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I.as   marcaciones   habenulares   con   trazadores   lipofilicos   muestran   que   estas

proyecciones  ect6picas  estan  en  contacto  fisico  directo  con  los  nticleos  habenulares  a

nivel de membranas celulares y de aouerdo  a nuestras observaciones los dnicos tractos

axonales  que  se  marcan  por  difusi6n  del  trazador  son  las  aferencias  provenientes  de

nticleos ventro-1aterales de la eminencia talamica y los eferentes habenulares que forman

los fascfoulos retroflexos a trav6s de los cuales se marca el NIP, quedando descartados la

comisura habenular  y  las  aferencias  de  la  estria  medular.    En  experinentos  de  doble

marcaci6n con trazadores en forma diferencial para la hab6nula y estria medular se pudo

observar que este  tracto  ingresa a la hab6nula sin marcar este nticleo por  difusi6n  del

trazador, manteni6ndose como un tracto independiente dentro de la hab6nula. Ademas la

marcaci6n  especifica  de  un  ndcleo  habenular  no  marca  el  nricleo  contralateral  por

difusi6n del trazador a trav6s de la comisura habenular lo que significa que este  tracto

tambi6n es independiente de la hab6nula. De esta manera las probabilidades de que las

proyecciones ect6picas correspondan a eferentes habenulares aumentan si consideramos

ademas el fenotipo asociado de p6rdida de conectividad eferente  con el NIP observado

en los mutantes ocb;-/-. Las evidencias moleculares que sefialan finalmente la naturaleza

axonal eferente de estas proyecciones se basan en el uso  de  dos lineas transg6nicas  de

peces  que  expresan  GFP  en  el  tracto  H-IP  llamadas  brJ?3cz:g¢7  y  ET16:g/p  descritas

recientemente.  Una  caracterfstica  comtin  para  ambas  lineas  de  peces  es  la  expresi6n

especffica de GFP en componentes del tracto H-IP que incluyen la hab6nula, fasciculos

retroflexos  y  NIP,  no  observandose  expresi6n  de  GFP  en  estria  medular,  comisura

habenular   y   aferencias   ventro-laterales   en   los   estadios   analizados.   Ambas   lineas

transg6nicas mutantes  oc7ry-/- muestran proyecciones ect6picas  GFP positivas,  es  decir,

los diferentes dominios de expresi6n de GFP en la hab6nula de ambas lineas contribuyen

a  la  fomaci6n  de  estas  proyecciones  por  lo  tanto  6stas  no  son  exclusivas  de  alguna

subregi6n habenular definida por estos transg6nicos. Los fasciculos retroflexos tambi6n

son  GFP  positivos  en  ambas  lineas  aunque  con  distinta  intensidad  de  acuerdo  a  si

provienen  de  la  hab6nula  izquierda  o  derecha.  Por  otro  lado,  todas  las  proyecciones

ect6picas  detectadas  con  el marcador general  de  er-tubulina son  GFP positivas,  por lo
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tanto no  existen axones provenientes  de  otras regiones que contribuyan a la formaci6n

de estas proyecciones ect6picas.

I.os  mutantes  transg6nicos  analizados  en  estosf experimentos  corresponden  a

mutantes  oc7ry-/-  de primera  generaci6n  o  Fl  ya  que  provienen  de  padres  oc7ry+/-    y  en

ellos  se puede  observar la fomaci6n  de las  distintas  clases  de proyecciones  ect6picas

que hemos descrito, en particular en el mutante oc7ry(-/~)/ET16:g#7 de la Fig.25  donde se

puede   apreciar   los   tres   tipos   de   proyecciones   formando   un   complejo   patr6n   de

conectividad ect6pica. La simple observaci6n 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   telenc6falo   dorsal   de  mutantes   ocry-/-.   Estas   sefiale.s

tendrfan  su  centro  en la parte  anterior  del  telenc6falo  y  se  canalizarfan  a  trav6s  de  la

linea media dorsal distribuy6ndose en forma radial. I.as proyecciones que se forman en

la  regiones   cercanas   a  los   nricleos   habenulares   (clase   11)   se   extienden   entre   ellos

fomando  semicfroulos  que  aumentan  de  amplitud  en  direcci6n  anterior  para  luego

abrirse en bifurcaciones que generan proyecciones rectas que llegan hasta el palio (clase

Ill),    o   hasta   el   borde   anterior   del    telenc6falo   (clase    I).    Como   mencionamos

anteriomente  este  gradiente  se  podrfa  generar  en  mutantes  oc7y-/-  por  la  expresi6n

anterior de s'dJ7¢, la actividad residual de cxcr4b (o de cxcr7) en los nticleos habenulares

y la ausencia de repelentes en la regi6n dorsal del telenc6falo. Un analisis temporal del

desarrollo de estos circuitos en mutantes ocrry-/-, y en particular estudios de conectividad

de neuronas individuales, mostrarfa la seouencia  de eventos  que llevan a su fomaci6n

revelando los vectores que siguen las mriltiples proyecciones,  el grado  de dependencia

entre ellas y su relaci6n con la p6rdida de conectividad con el NIP.
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En   este   estudio   demostramos   la   participaci6n   de   la   via   de   sefializaci6n

Sdfla/Cxcr4b en el establecimiento del circuito H-IP durante el desarrollo de pez cebra,

siendo  6ste el primer antecedente que involucra a las quimioquinas en la fomact6n de

este  sistema de  conducci6n altamente  conservado  entre  los  vertebrados.  Los  fenotipos

anormales de conectividad habenular observados en larvas que tienen p6rdida de funci6n

del receptor Cxcr4b o de su ligando Sdfla son el resultado de una alteraci6n en la gufa

axonal de los eferentes habenulares y no es producto de efectos indirectos derivados de

mal posicionamiento o especificaci6n de los nticleos neuronales involucrados.

Durante el desarrollo del circuito H-IP (Fig.26) la expresi6n del ligando Sdfla en

los bordes posteriores de la hab6nula permite que los axones eferentes habenulares que

expresan  el  receptor  Cxcr4b  se  dirijan  hacia  los  puntos  de  salida  localizados  en  esta

regi6n fomando los fasciculos retroflexos  que  se extienden hacia regiones posteriores

del  mesenc6falo  ventral.  ha  expresi6n  de  Sdflb  en  el  NIP  permite  la  entrada  de  los

eferentes habenulares  a  este nticleo  donde  se  segregan  de  acuerdo  al  origen habenular

izquierdo-derecho    de    estos    axones.    La   presencia    de   una   via    de    sefializaci6n

Sdfla/Cxcr4b   inactiva   altera   la   guia   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. I,a extensi6n de estas proyecciones ect6picas y las

regiones blanco que conectan parecen ser estereotipadas y posiblemente responden a un

gradiente  de  sefiales adn desconocido  que  se manifiesta  al perderse  la funci6n  de  esta

quimioquina.

I.os   resultados   obtenidos   con   las   lineas   mutantes   oc7ry-/-   transg6nicas   que

expresan GFP en el tracto H-IP se consideran como la primera evidencia molecular de la

naturaleza eferente habenular de las proyecciones ect6picas que  se forman por p6rdida

de  sefializaci6n  de  la  via  Sdfla/Cxcr4b,  descartandose  la  contribuci6n  de  aferencias

habenulares y comisura habenular en la formaci6n de estas proyecciones.

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

quimioatractantes  de  los  eferentes  habenulares  o  si  son  mol6culas  que  modifican  la
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respuesta  de  los  conos  axonales  a  otros  factores  de  guia  axonal.  Experimentos  de

sobreexpresi6n  local  de  las  quimioquinas  serin  determinantes  en la resoluci6n de  esta

interrogante.

Figura   26.   Diagrama  esquematico   del   cerebro  de   larvas   de   pez  cebra  que  muestra  el   papel  de   las

quimioquinas  en  el  establecimiento  de   la  conectividad  habenulo-interpeduncu]ar.   A,   la  expresi6n  del
receptor  crcr4b  (azul)  en  la  habchula  y  del  ligando  SCZ/74  (rojo)  en  el  borde  posterior  de  la  habenula

permite  la  salida  de  los  axones  eferentes  organizados  en  los  fasci'culos  retroflexos  izquierdo  y  derecho
(FRi,  FRd).  La  expresi6n  del  ligando  SCZ/7b  en  el  NIP  (verde)  posiblemente  participa  en  la  guia  de  los
eferentes habenulares hacia este ntlcleo.  8, cuando la actividad de ercr4b esfa ausente en mutantes ody-/-,
los  axones  eferentes  habenulares  son  guiados  en  forma  errada hacia  tres  regiones  blanco  principales:  el
borde anterior de] telencefalo (I),  la hab6nula contralateral (11) y regiones del palio (Ill). Este fenotipo esta
asociado a una perdida de conectividad axonal con el NIP y desfasciculaci6n de las proyecciones eferentes
habenulares.   La  perdida  de  funci6n  de  sd„a  en   peces  mutantes  "ed-/-   fenocopia  las  proyecciones
ect6picas habenulares observadas en ody-/-, siendo   probable que la secuencia de eventos que llevan a una

perdida de conectividad eferente con el NIP tambien este presente en ned-/-.
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