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. Resumen

Las asimetrias neuroanatdmicas son una caracteristica conservada Yy
fundamental para la funcionalidad del cerebro en los organismos vertebrados. En el pez
cebra las asimetrias cerebrales son observadas en el circuito parapineal-habénula-
interpeduncular (PP-Hab-NIP) y comprenden: (i) ubicacién y conectividad asimétrica del
organo parapineal, (i) mayor contenido de neuropila en el sub-nucleo habenular
izquierdo y expresiéon asimétrica de diversos genes y (iii) conectividades habenulares
diferencialmente segregadas hacia el NIP. Estudios recientes evidencian expresion
asimétrica del gen Daaml1, un componente de la via de sefalizacion Wnt/PCP, dentro
de este circuito. Este gen ha sido implicado en el desarrollo axonal en mosca, a traves
de su interaccion con el citoesqueleto. La ausencia de este gen en pez cebra, induce
alteraciones en la morfogénesis de las proyecciones de neuronas habenulares y
reversion de las asimetrias en la neuropila. Esta tesis tiene como objetivo principal,
establecer los cambios en la morfo-topologia de los sub-territorios habenulares,
delimitados por la expresion de genes marcadores de neuropila y marcadores de
neuronas, en condiciones de pérdida de funcion de Daaml. Para esto, se utilizaron
técnicas de hibridacion in situ e inmunofluorescencia, combinado con analisis morfo-
topologico de proyecciones 3D de los sub-territorios habenulares. Los resultados
mostraron que la pérdida de funcion de Daaml tiene un rol dual en la morfogénesis
asimeétrica habenular en pez cebra, de tal manera que afecta tanto la lateralidad de los
territorios de expresion de genes marcadores neuronales (dex) y de neuropila (lov y
daaml); asi como también, induce cambios en las proyecciones neuronales

representadas por el menor contenido y largo de la neuropila habenular.



Il. Introduccidén

[l.a. Asimetrias en vertebrados

Las especies vertebradas se caracterizan por ser a simple vista entidades
simétricas en su plan corporal. Sin embargo, internamente presentan diversas
diferencias morfolégicas entre los lados izquierdo y derecho. Esto es lo que se conoce
como asimetria izquierda-derecha (I-D), la que se observa en 6rganos internos tales
como corazén y visceras, asi como en el cerebro. En éste Ultimo las asimetrias
estructurales neuroanatomicas, es decir, las diferencias morfolégicas entre los lados
derecho e izquierdo, y su lateralidad (hacia qué lado esta dirigida la asimetria),
permitirian un mejoramiento en el procesamiento de la informacion y tendrian un rol
central en tareas relacionadas con la supervivencia de las especies, como la
alimentacion, la deteccion de depredadores y la memoria (Gunturkin et al. 2000,
Rogers 2000, Pascual et al. 2004, Vallortigara & Rogers 2005, Rogers et al. 2008). En
humanos se presenta un claro ejemplo de asimetria cerebral en varias funciones
cognitivas, entre las que se incluyen el habla y la comprension del lenguaje (Hutsler &
Galuske 2003, Sun & Walsh 2006). Ademas, diversas neuropatologias como la
Esquizofrenia (Li et al. 2007), el Autismo (Escalante-Mead et al. 2003) y enfermedades
neurodegenerativas como el Parkinson (Toth et al. 2004), parecen estar asociadas a

una anormalidad en las asimetrias cerebrales.

El establecimiento de las asimetrias I-D en el organismo, ocurre en 3 diferentes
etapas durante desarrollo (Figura 1): (i) Rompimiento inicial de la simetria embrionaria,

lo que lleva a la expresion de genes en algunos grupos celulares, a un sélo lado de la



linea media embrionaria y en directa relacion a un érgano epitelial-ciliado que presenta

un homélogo en cada especie (Gastrocoel roof plate en la rana, Nodo ventral en ratén y

la Vesicula de Kupffer (VK) en teledsteos). Estas estructuras embrionarias, mediante el

movimiento de cilios polarizados, producen un flujo Nodal que juega un importante rol

en imponer la lateralidad de la expresion asimétrica de genes de la via de sefializacion

Nodal. (i) Luego, la informacidon genética y posicional I-D, es propagada desde los

organizadores a la placa del mesodermo lateral (PML). (iii) Finalmente, esta informacion

se transfiere a los primordios de los 6rganos, lo que conduce al desarrollo morfolégico

de las asimetrias I-D de visceras, corazén y cerebro. (Essner et al. 2004, Hirokawa et

al. 2006, Oteiza et al. 2008, Hirokawa et al. 2009, Ibafies & Izpisua 2009)

Figura 1: Modelo de la coordinacion de
asimetrias I-D de visceras y epitdlamo de pez
cebra. El ligando spaw de la via Nodal, es
expresado en la periferia de la Vesicula de
Kupffer (VK) y posteriormente es propagado
hacia el lado izquierdo de la Placa del
Mesodermo Lateral (PML). En la PML izquierda
spaw induce la expresion asimétrica de cyc
(rojo), leftyl (verde) y pitx2 (azul), componentes
de Nodal. La expresion asimétrica de spaw en la
PML es necesaria para inducir la expresion
asimétrica de la via Nodal en el diencéfalo
dorsal. La barrera fisica y/o molecular de la linea
media esti representada por el bloque verde,
ademas Leftyl tiene una accién inhibitoria que
restringe la expresiéon de Nodal a la izquierda. El
cofactor Nodal oep, presenta una expresion
simétrica bilateral. (Modificado de Long et al.
2003)

Diencéfalo

PML

Tailbud

cye
lefty2

pitx2

cyc

leftyl
pitx2

oep

leftyl

VK

oep



I.b. Circuito PP-Hab-NIP en pez cebra como modelo de estudio de la

morfogénesis de circuitos neuronales

El sistema PP-Hab-NIP en el pez cebra es un circuito asimétrico que es parte del
sistema de conduccién diencefélico dorsal (DDC) (Figura 2). Esta conformado por (i) la
Habénula (Hab) y el Complejo Pineal, que estad compuesto por el Organo Pineal y
Parapineal (PP); (ii) dos tractos fibrosos que llevan las proyecciones de la habénula al
mesencéfalo ventral, el Fasciculo Retroflexo y (iii) una estructura mesensefalica ventral,
el Nucleo Interpeduncular (NIP). La habénula, un ndcleo bilateral, muestra asimetrias
en cuanto a citoarquitectura y expresion de genes entre los lados derecho e izquierdo, e
inerva al NIP, de manera laterotépica, de tal manera que los eferentes izquierdo y
derecho estan segregados diferencialmente en el eje dorso-ventral (D-V), asi la
habénula izquierda proyecta axones que en su mayoria van hacia el NIP dorsal (dNIP),
y una pequefia porcion va a NIP ventral (VNIP), mientras que la habénula derecha
proyecta solamente al NIP ventral. Por su parte, el érgano parapineal es un nucleo
fotoreceptivo que esta localizado al lado izquierdo y que sus axones proyectan
asimétricamente hacia la habénula izquierda (Concha 2004, Bianco & Wilson 2009,

Concha et al. 2009).



Figura 2: Conectividad asimétrica en el
circuito PP-Hab-NIP. Esquema de una
vista dorsal del sistema PP-Hab-NIP en
cerebro de una larva de pez cebra de 4dpf.
Ambos subnucleos habenulares envian
proyecciones axonales mediante el
fasciculo retroflexo (FR) al NIP. El nucleo
habenular izquierdo (IHb, rojo) inerva a
través del fasciculo retroflexo izquierdo
(iIFR), principalmente el NIP dorsal (dIPN),
mientras que derecho (rHb, azul) mediante
el fasciculo retroflexo derecho (rFR), llega
al NIP ventral (VIPN). La habénula y el
complejo pineal, que se divide en pineal
(pi) y parapineal (pp), conforman el
epitalamo. El érgano parapineal (verde)
esta a la izquierda y conecta solo con la
habénula izquierda (Concha et al. 2009).

Son varias las ventajas que ofrece el modelo de pez cebra para el estudio de la
morfogénesis de este circuito neuronal. Por una parte, este modelo ha sido
ampliamente establecido como un sistema genético que permite identificar e investigar
la funcion de diversos genes; la transparencia de los embriones, permite realizar
estudios de imagenologia; el desarrollo exo-uterino del pez, le otorga facil manipulacion.
Ademas, la factibilidad de contar con lineas transgénicas GFP que marcan este circuito,
permiten visualizar la morfogénesis de esta red neuronal in vivo. También, existe la
posibilidad de realizar manipulacion genética en este modelo, que combinado con el
analisis morfo-topolégico en 3D de la morfogénesis neuronal a través de microscopia
Spinning disc, transforman al pez cebra en un excelente modelo para el estudio de la
morfogénesis asimétrica de este circuito neuronal (revisado en Concha et al. 2004,

Concha 2009).



[l.c. Asimetrias de conectividad, citoarquitectura y expresion génica de la

habénula de pez cebra.

La migracion del 6rgano parapineal y su conectividad diferencial con la habénula
izquierda, genera diferencias morfogenéticas entre la habénula izquierda y derecha
(Concha et al. 2003, Gamse et al. 2003). La habénula izquierda es aproximadamente
un 20% mas grande que la derecha (Halpern et al. 2003, Bianco & Wilson 2009), al
igual que la neuropila, mas prominente en la habénula izquierda (Concha et al. 2000 y
2003, Gamse et al. 2003 y 2005, Aizawa et al. 2005). La conectividad hacia el nucleo
interpeduncular se ha estudiado mediante trazadores lipofilicos en estadios larvarios, y
muestran que las eferencias de la habénula izquierda hacia el NIP son
mayoritariamente en la region dorsal de este nucleo y un pequefio porcentaje en la
region ventral. A diferencia de la habénula derecha, que inerva casi completamente el
VNIP. Mientras que en el adulto, la habénula lateral izquierda inerva el dNIP, y es el
nucleo medial de la habénula derecha el que proyecta hacia el vNIP (Aizawa et al.

2005, Bianco & Wilson 2009).

La expresion génica entre ambas habénulas también es diferencial. Se han
encontrado tres genes de la familia pottassium channel tetramerization domain (KCTD)
(dominio de tetramerizacion de canal de potasio), cuya expresion asimétrica en la
habénula depende de la presencia del 6rgano parapineal, sin embargo se desconoce su
funcién en el desarrollo del ndcleo habenular (Gamse et al. 2003 y 2005). Experimentos
de ablacién del 6rgano PP generan un patrén de expresion tipo “derecha” (isomérica
derecha) y aumento de los territorios de ron y dex en la habénula izquierda (Gamse et

al. 2003). El analisis del patron de expresion de estos genes, denominados leftover



(lov), right on (ron) y dexter (dex) ha permitido definir 6 sub-territorios habenulares en
pez cebra (Figura 3). La habénula izquierda presenta un predominio de expresion de
lov, que genera una sub-divisién en el eje dorso-ventral, a diferencia de la habénula
derecha, donde la regionalizacion se manifiesta en el eje antero-posterior (A/P) (Gamse

et al. 2003 y 2005).

Figura 3. Esquema de los territorios habenulares en L I R
pez cebra. Se observan los sub-nicleos habenulares
izquierdo y derecho en una larva de 4 dpf, donde el
territorio de expresion de lov (rojo), es el mas
prominente en la habénula izquierda. En verde se
observa la expresion de ron y en gris el territorio de
dex. La sobreposicion de territorios se observa en
verde punteado (ron+dex), en amarillo punteado .

(lov+ron+dex) o en amarillo (lov+ron) (Modificado de i ,j:: ZZ:ZZT
Gamse et al. 2005). IViglov- ron ey

V. lov+ ron+ dex+
vi. lov+ ron+ dex-

i. lov+ ron- dex-

En estadios adultos, la habénula presenta nucleos mediales y laterales discretos,
con expresion génica (ambos ndcleos laterales expresan lov, y los mediales brn3a) y
conectividad diferencial hacia el NIP. La habénula izquierda muestra un sub-nucleo
lateral predominante donde se expresa lov y desde donde surge la mayor conectividad
hacia el NIP dorsal, mientras que la habénula derecha, muestra un sub-nucleo medial
mas extenso que el lateral que se conecta con el NIP ventral e intermedio (Aizawa et al.

2005, Bianco & Wilson 2009).
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Il.d. Morfogénesis del circuito PP-Hab-NIP en pez cebra.

El desarrollo del sistema PP-Hab-NIP se establece a través de un programa de
moédulos secuenciales de desarrollo (Concha et al. 2009). Las asimetrias epitalamicas y
la lateralidad de estas asimetrias, estan mediadas por la accion coordinada de Fgf
(Fibroblast Growth Factor) y la via de sefalizacion Nodal. Los Fgfs controlan el evento
inicial del rompimiento de la simetria en el diencéfalo dorsal, mediante el
establecimiento de un sistema bi-estable competitivo que induce la migracion del
organo parapineal ya sea hacia el lado izquierdo o derecho del cerebro (Figura 4A)
(Concha et al. 2003; Regan et al. 2009). Por otra parte, Nodal otorga direccionalidad a
esta tendencia, determinando el establecimiento consistente de lateralidad izquierda en
las asimetrias morfologicas del circuito, a través de la expresion asimétrica de sus
componentes en diencéfalo dorsal (Figura 4B) (Concha et al. 2000). La activacion
asimeétrica de Nodal en la PLM esta regulada por la via de sefalizacion Wnt/Axinal/f-
Catenina (Carl et al. 2007). Subsecuentemente, un programa secuencial de
morfogénesis asimétrica permite el desarrollo de asimetrias estructurales del epitdlamo.
La migracion del érgano parapineal, es el primer evento morfolégico asimétrico y ocurre
alrededor de las 28 hpf (horas post-fertilizacion) (Figura 4C) (Concha et al. 2003).
Posteriormente, el 6rgano parapineal emite proyecciones axonales solo hacia la
habénula izquierda y regula en forma coordinada e interdependiente una parte del
desarrollo de las asimetrias habenulares (Figura 4D) (Concha et al. 2003, Gamse et al.
2003), proceso gue en parte esta influenciado por componentes de Wnt canénico (Carl
et al. 2007). Esto induce la morfogénesis de las asimetrias habenulares, caracterizadas

por territorios diferenciales de expresién de genes (leftover, right on, dexter y brn3a)
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(Concha et al. 2003; Gamse et al. 2003 y 2005; Aizawa et al. 2005), mayor contenido de
neuropila en la habénula izquierda (Concha et al. 2000) y por neurogénesis diferencial
entre los sub-territorios izquierdo y derecho (Roussigné et al. 2009 y Aizawa et al.
2007). Finalmente, las asimetrias habenulares son transmitidas al cerebro medio
ventral, a través de proyecciones de la habénula izquierda al NIP dorsal y de la derecha

al NIP ventral (Figura 4E) (Kuan et al. 2007, Aizawa et al. 2005, Gamse et al. 2005).

ESTABLISHMENT OF BRAIN
ASYMMETRY AND LATERALITY

ASYMMETRIC MORPHOGENESIS

L R
L= R Nodal s L R L R
= — —> @ " —
) L
A
L-LPM
(A) (B) () (D) (E)
ASYMMETRY LATERALITY PARAPINEAL HABENULAE Connectivity to IPN
Fgf - LR competition Nodal modulation Asymmetric migration Asymmetric differentiation DV segregation

Figura 4: Esquema de la morfogénesis del circuito PP-Hab-NIP en pez cebra. (A) Modulo de asimetria. (B)
Modulo de lateralidad. (C-E) Etapas del programa de morfogénesis asimétrica. L-LPM (placa del mesodermo
lateral) (Modificado de Concha 2004). Para detalles, referirse al texto.

El desarrollo asimétrico del circuito PP-Hab-NIP es controlado por vias genéticas
independientes, por lo que el establecimiento de las asimetrias es autbnomo de la
regulacion de la lateralidad (Concha et al. 2000). Sin embargo, a pesar del creciente
conocimiento de los mecanismos genéticos que controlan el desarrollo de las
asimetrias morfolégicas de este circuito, muy poco se entiende acerca de los procesos

celulares y moleculares que controlan la morfogénesis asimétrica del mismo.
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Il.e. Daam1l

La proteina Daaml (Dishevelled-associated activator of morphogenesis) es un
miembro de la familia de proteinas forminas, pertenece a la sub-familia DRFs
(Diaphanous-related formins) y es conservada en diferentes especies (Liu et al. 2008).
Las proteinas de la sub-familia de las DRFs se caracterizan por presentar diferentes
dominios: FH1 (formin homology 1), rico en prolina, que une complejos de profilina-
actina; FH2 (formin homology 2), que estabiliza dimeros de actina, a través de la
nucleacion de nuevos filamentos de actina. Ademas, presentan un sitio de interaccion
con GTPasas pequefias Rho activadas, denominado GB y dominios regulatorios: DAD
(diaphanous-autoregulatory domains) y DID (diaphanous-inhibitory domains). La
interaccion de DAD-DID induce un estado de autoinhibicidon en estas proteinas (Figura
5A), que es liberado mediante la unién de Rho-GTP al GBD o de Dishevelled (Dvl) a

este complejo (Figura 5B) (Habas et al. 2001, Wallar & Alberts 2003, Faix & Grosse

2006).
A - e OAD Figura 5: Estructura y mecanismo de
= . ~-l activacion de Daam1. (A)
Representacion esquemética de Daaml.
B Se muestran los dominios GBD
tramolecular (GTPases  binding domain), DID
interaction (Diaphanous autoregulatory domain), CC

(predicted Coiled-coil), FH1 (Proline-rich
formin homology 1 domain), FH2 (Formin
homology 2 domain), DAD (auto-
inhibitory domain). (B) Modelo de
activacion de Daaml por la via Wnt no
canonica. En el citoplasma Daaml se
encuentra en su forma auto-inhibida, por
la union de los dominios DAD-DID. La
union de Rho activado en el dominio
GBD o de Dvl en el dominio DAD
interrumpe la interaccion DAD-DID, lo
gue conduce a la activacion de Daaml
(Modificado de Liu et al. 2008).
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El nombre de esta molécula surge a partir de su uniéon con Disheveled (Dvl),
participando como componente de la via Wnt/PCP (Wnt no canénica) (Figura 5B). La
funcion de Daaml esta relacionada a movimientos morfogenéticos durante la
gastrulacion (Habas et al. 2001; Khadka et al. 2009; Sato et al. 2006), morfogénesis
cardiaca (Li et al. 2011), migracion y polaridad celular (Ang et al. 2010; Babayeva et al.
2010; Ju et al. 2010; La Monica et al. 2009). Hasta ahora se han identificado 2 clases
de proteinas Daam en vertebrados: Daaml y Daam2 (Habas et al. 2001, Nayaka et al.
2004, Kida et al. 2004 y 2007), mientras que en Drosophila sélo se ha encontrado una

forma: DAAM (Matusek et al. 2006).

I1.f. Daam1 en el control de la morfogénesis neuronal

En estudios en neuronas y cultivos hipocampales de ratdén, se ha observado que
Daaml participa en el desarrollo de las proyecciones neuronales. Ademas, se ha
comprobado que esta proteina colocaliza en forma parcial con marcadores pre (SV2) y
post-sinapticos (PSD95) y se encuentra en algunos cuellos y cabezas de espinas
dendriticas (Salomon et al. 2008). La infeccidon de cultivos de cortes hipocampales con
una construccion viral de PD-EGFP-Daaml1-RFP, induce sobre-expresion de Daaml,
causando cambios en la morfologia neuronal que se manifiestan en espinas mas largas
y gruesas y una mayor densidad de las espinas dendriticas (Salomon et al. 2008).
Simultaneamente, investigaciones en cultivo primario de neuronas embrionarias y de
embrionic nerve cord del mutante DAAM™?9 de Drosophila, el cual no expresa el gen
DAAM, mostraron una reduccién en la densidad de neuritas, filopodios neuronales
(Figura 6B) y se evidenciaron ademas alteraciones en el crecimiento axonal. Un efecto

antagdnico se observa al inducir la expresion de la forma constitutivamente activa de

14



DAAM, lo que se refleja en un aumento en la induccion del crecimiento de neuritas y de

filopodios (Figura 6C) (Matusek et al. 2008).

DADm-DAAM-EGFP

Figura 6: Daam 1 es requerido para la formacion de filopodios en neuronas embrionarias de
mosca en cultivo. Inmunofluorescencia anti-Factina de cultivos Jjorimarios de (A) neuronas
embrionarias derivadas de cepas silvestres, (B) mutante DAAM™?9 y (C) transgénico Sca-
Gal4;UAS-DADM-Daam::EGFP. El mutante (B) presenta filopodios reducidos en nimero y tamafio,
mientras que en el transgénico (C) se observan un mayor nimero de filopodios, respecto a la
condicion silvestre (A). (Modificado de Matusek et al. 2008)

Il.g. Rol de Daam1l en la morfogénesis asimétrica del circuito PP-Hab-NIP

Recientemente, se ha detectado la expresion asimétrica Daam1l en habénula de
pez cebra, durante el desarrollo del circuito PP-Hab-NIP (Colombo 2007, Tesis
Doctoral). Experimentos de hibridacion in situ para el transcrito de Daaml han
evidenciado expresion asimétrica de este gen en el epitdlamo de pez cebra desde
estadios larvarios y hasta adulto (Colombo 2007, Tesis Doctoral), a diferencia de lo que
ocurre en otras especies vertebradas en las que se ha reportado expresion simétrica
(Kida et al 2004, Nakaya et al 2004). Especificamente, Daaml se expresa en la
habénula izquierda, en la regiébn que coincide con mayor contenido de neuropila
habenular (Figura 7) (Colombo, 2007; Tesis Doctoral) y con el dominio de expresién
asimétrica del gen leftover (Gamse et al. 2003). Ademas, la expresién temporal de
Daaml en la habénula de pez cebra coincide con el inicio de la morfogénesis neuronal
habenular y la formacion de la conectividad en el circuito PP-Hab-NIP.
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En este sentido, Daam1l podria desempefiar un papel predominante en el

desarrollo del circuito PP-Hab-NIP en pez cebra.

Figura 7. Patron de expresion

asimétrico de daaml y lov en -

« .

epitdlamo. (A) Imagen confocal de la - N N ; \

p ( ) g y "’\’{_‘", . ‘\",-1’"’..:{.
L e

morfologia de la neuropila habenular
marcada con el anticuerpo anti-
tubulina-a acetilada. Se observa mayor
contenido de ésta en la habénula
izquierda. (B-C) La expresion
asimétrica de daaml y del marcador | B
lov, coincide con la misma regién de
mayor contenido de neuropila en el
diencéfalo dorsal, Hab-I= habénula
izquierda, Hab-D= habénula derecha,
chab= comisura habenular. (A-C: vista | 4
dorsal, 4dpf) (Colombo, 2007; Tesis i’ i ‘ Jov
Doctoral).

Estudios recientes han demostrado que la via de sefalizacion Wnt no candnica
participa en el desarrollo del 6rgano de lateralidad (VK) del pez cebra, (Oteiza et al.
2008) y que la inhibicion de componentes de esta via (Wntll y Pricklela) conduce a la
alteracion en la formacion de la VK en estadios tempranos del desarrollo de pez cebra
(6-8 somitos). Consecuentemente, la ausencia de ambos genes induce la
randomizacion de la expresién de componentes de la via Nodal en la placa del
mesodermo lateral (PML) (Oteiza et al. 2010). Anteriormente, se menciond que los
genes de la via Nodal regulan la lateralidad de las asimetrias de visceras y epitalamo
(Concha et al. 2000), por lo que cambios en la lateralidad de la expresiéon temprana de
componentes de la via Nodal conduciran a alteraciones en la lateralidad de las
asimetrias de érganos internos y del epitdlamo. Daam1 es un componente de la via Wnt
no canonica, por lo que su ausencia podria afectar la funcion de esta cascada de
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sefalizacion en procesos relacionados a la formacion del 6érgano de lateralidad y/o en la

morfogénesis de la notocorda de pez cebra (Kida et al. 2007), estructura que forma la

linea media embrionaria y también determina la lateralidad de las asimetrias

neuroanatomicas del epitdlamo (Concha et al. 2000). En este sentido, la inyeccion de

oligonucleétidos antisentido morfolinos para daaml en estadio de una célula en

embriones de pez cebra, conduce a defectos tanto en la formacién de la neuropila

habenular, como en la reversién de la asimetrias de la misma (Figura 8) (Colombo et al.

2008, resultados no publicados),

Control MO

80

60

40

Percentage

20

Co MO

Daam1 MO

W Left
HRight
i Bil-right

Daam1 MO

Figura 8: La pérdida de Daam1 afecta el desarrollo de la neuropila y su distribucion asimétrica
dentro de la habénula. Vistas dorsales del diencéfalo en larvas de 4dpf. (A) Inmunohistoquimica de la
neuropila habenular marcada con el anticuerpo anti-tubulina acetilada. Las flechas marcan la regién de
mayor contenido de neuropila en la habénula izquierda de embriones inyectados con morfolino control
(Control MO, i), la cual se observa revertida o reducida en aquellos embriones inyectados con morfolino de
Daaml (Daaml MO, ii-iv). (B) Gréfico que presenta el porcentaje de los 3 fenotipos de neuropila
observados: asimétrico izquierdo (left, 37%), asimétrico derecho (right, 32%), y simétrico bilateral derecho
(bil-right, 31%). (C) Tabla que muestra la distribucidon de de los fenotipos observados en la poblacion de

embriones inyectados con Control Mo y Daam1 MO.
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Considerando estos hallazgos y teniendo en cuenta que Daam1 podria tener una
funcion dual (desarrollo de las proyecciones neuronales y lateralidad de las asimetrias
estructurales) en el desarrollo del circuito PP-Hab-NIP, se propone que Daam1 cumple
un rol fundamental en la morfogénesis asimétrica de los sub-territorios
habenulares (hipotesis central). Para desarrollar esta hipotesis, se estudiara la
morfologia y topologia de los sub-territorios habenulares en embriones silvestres y
transgénicos para GFP que marquen este circuito, en condiciones de pérdida de

funcién de Daam1.
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II. Objetivos

Objetivo _General: Estudiar la arquitectura de sub-territorios habenulares en ausencia

de Daaml, durante el desarrollo del circuito PP-Hab-NIP, en pez cebra.

Objetivos Especificos:

1.- Analizar cambios en la conformaciéon de los sub-territorios habenulares en
condiciones de pérdida de funcibn de Daaml, mediante hibridacién in situ e

inmunofluorescencia.

2.- Establecer efectos de la falta de expresion de Daaml, en la configuracion de la

neuropila habenular, mediante inmunofluorescencia e hibridacion in situ.

3.- Realizar, mediante reconstrucciones 3D, un analisis morfo-topolégico de los sub-

territorios habenulares en ausencia de Daam1.

lll. Hipdtesis

Daaml cumple un rol fundamental en la morfogénesis asimétrica de los sub-
territorios habenulares. Por lo que la pérdida de funcién de éste produce cambios en la

lateralidad de los sub-territorios habenulares izquierdo y derecho.
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IV. Materiales y Métodos

1.-Lineas de Pez Cebra:

Los embriones fueron obtenidos por desove natural e incubados a 28.5°C en
medio embrionario estandar (E3 1x). La etapa del desarrollo fue determinada de
acuerdo a la morfologia y a la edad (horas post fertilizacion, hpf) (Kimmel et al. 1995).
Una vez alcanzado el estadio a estudiar, las larvas fueron fijadas en paraformaldehido
(PFA) 4% o acido tricloroacético (TCA) 2%, previa sedacion en tricaina de acuerdo a
protocolo aprobado por la Unidad de Bioética de la Facultad de Medicina, Universidad
de Chile. Las lineas de pez cebra utilizadas fueron: silvestres Tibingen y Tg (Brn3a-
hsp70::GFP) (Aizawa et al. 2005), disponibles en las instalaciones del Bioterio de Peces
del Programa de Anatomia y Biologia del Desarrollo, ICBM, Facultad de Medicina,

Universidad de Chile.

2.-Inyecciéon Global de Morfolino de Daam1:

Para la realizacion de este estudio, los embriones silvestres y transgénicos, fueron
seleccionados aleatoriamente en dos grupos e inyectados en la etapa de 1-4 células: un
grupo fue inyectado con 15 ng/embrion de oligonucledtido morfolino Control 5'-
CGGGTAAGCTAAGTAAAGGTTGCTG-3’ (Gene Tools, LLC), el cual no genera efectos
en el embridn; otro grupo fue inyectado con la misma cantidad de morfolino (MO) contra
Daaml, cuya secuencia es 5-AGCTATGACCCCCTCTCAAAATGGC-3’ (Gene Tools,
LLC.), descrita por Kida et al. 2007. Los embriones, posteriormente fueron
seleccionados para la experimentacion (Hibridacion in situ o Inmunofluorescencia),

segun fenotipos globales de morfologia previamente descrita (Kida et al. 2007).

20



3.-Linearizacién y Transcripcion in vitro de las sondas antisentido:

La linearizacion incluye la siguiente mezcla: 5-10ug de ADN plasmidial para cada
gen testeado, 10ul de buffer de enzima de restriccion 10x y 2ul de enzima de restriccion
en un volumen final de 100ul. Luego, se incuba por 4 horas a 37°C; una alicuota de 1uL
fue corrida en un gel de agarosa 0,8% en TAE 1x para chequear la correcta digestion,
de acuerdo al peso molecular de cada inserto. Posteriormente, para purificar el ADN
linearizado se agregd a la mezcla de digestién, 100puL de Ultrapure™
Phenol:Chloroform:lsoamyl Alcohol, 25:24:1 v/v (Invitrogen), mediante vortex se mezcl6
durante 2 minutos y posteriormente se centrifugd por 5 minutos a 13.000 rpm. La fase
acuosa, que contienen el ADN digerido, fue separada y transferida a un tubo limpio. Se
agrego acetato de sodio 6M (1/10 vol.), etanol 100% (2 vol.) y se incubo por 15 minutos
a -80°C, luego se centrifugd por 10 minutos a 13.000 rpm, para precipitar el ADN. El
pellet fue lavado con etanol 75% y centrifugado a maxima velocidad por 5 minutos. En
seguida, el pellet fue secado a temperatura ambiente y resuspendido en 10ul de agua

nanopura.

La transcripcion in vitro, para la obtencién de sondas antisentido, se realizo
mediante el siguiente protocolo: en un volumen final de 20uL se agregaron 4uL de
Buffer de transcripciéon 5X (Promega), 2uL de DTT dithiothreitol 100mM (Promega),
0.5uL de RNAsin (Promega), 1uL de dNTP-DIG o dNTP-Fluo 10X (DIG-RNA o Fluo-
RNA, Labeling Mix, Roche), 1uL de DNA linearizado, 9,5uL de agua nanopura estéril y
1uL de RNA polimerasa SP6/T7 segun corresponda. Posterior a la incubacion de 4

horas a 37°C, el DNA templado fue removido por adicion de 1 ul (40 unidades) de
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DNase | (Roche) e incubado durante 15 minutos a 37°C. La reaccién fue detenida
agregando 1 yL de EDTA (0.5 M pH 8.0). La sonda de mRNA obtenida fue purificada
por una columna ProbeQuant G-50 Micro Columns, segun las indicaciones de

manufactura (GE Healthcare) y almacenada a -20°C.

4 .-Hibridacién in situ en Embriones Completos:

El andlisis de los sub-territorios habenulares a nivel de expresion de mRNA fue
realizado mediante ribosondas antisentido para determinar patrones de expresion de
marcadores habenulares simétricos: brn3a (Aizawa et al. 2005), y asimétricos: leftover
(Brisgrove et al. 1999; Thisse & Thisse 1999), dexter (Gamse et al. 2005; Gamse et al.
2003) y daam1 (Colombo, 2007; Tesis Doctoral). La hibridacion in situ fue realizada en
embriones de las lineas silvestres Tubingen, con un N minimo de 30 embriones para
cada condicién (con Morfolino Control y Morfolino de Daaml), para cada uno de los
genes analizados. El protocolo prosigue a continuacion: los embriones se dejaron
crecer hasta el estadio requerido (96 hpf), fueron anestesiados con Tricaina y fijados en
Paraformaldehido (PFA) al 4% a 4 °C por toda la noche. Al dia siguiente se removio el
PFA y se realizaron dos lavados rapidos con PBS 1X y tres lavados de 5 minutos con
PBT 0,1% (PBS 1X/Tween 0,1%) en agitacion. Posteriormente, se deshidrataron en una
bateria de metanoles de 25%, 50%, 75% y 100%, a temperatura ambiente (TA) por 5
minutos cada uno y fueron almacenados en metanol 100% a -20 °C, por toda la noche.
Al siguiente dia, los embriones se rehidrataron en una bateria descendente de
metanoles, a TA por 5 minutos cada uno, y lavados dos veces en PBT 0,1%. Luego,
fueron permeabilizados con 10ug/ml de Proteinasa K al 1X (Invitrogen) por 45 min a TA.

Posteriormente, fueron re-fijados en PFA 4% por 20 min a TA y lavados en PBT 0,1%.
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Para pre-hibridar, los embriones fueron lavados en solucién de hibridacion Hyb(+) e
incubados por al menos 2 hrs. a 67°C en Hyb(+). La sonda fue diluida en Hyb(+) pre-
calentada 20 min. Luego, los embriones fueron incubados en la sonda durante toda la
noche a 67°C. A continuacidn se retir6 la sonda y se realizaron los siguientes lavados a
67°C, pre-calentando las soluciones a la misma temperatura: 5 min. en Hyb(-), 5 min.
en 25% Hyb(-)/75% SCC 2X, 10 min. en SCC 2X, 3x 30 min. en SCC 0,2X. Luego, los
embriones se dejaron enfriar a TA y se lavaron con MAB 1X, para en seguida ser
bloqueados con Blocking Reagent (Boehringer) 2% en MAB por 2-3 hrs. a TA. Se
incubo toda la noche a 4°C con anticuerpo anti-DIG-AP (Roche; 1:500). Posteriormente,
se retir0 el anticuerpo y se lavo 4x 30 min. en MAB 1X, 30 min. en Tris-HCI 0,1M pH 9,5

y 30 min en buffer BCL, para luego revelar con sustrato BMP (Roche).

5.-Inmunofluorescencia Indirecta en Embriones Completos:

Los ensayos de inmunofluorescencia indirecta se realizaron mediante protocolos
establecidos previamente (Concha et al. 2000, Invitrogen). Se utilizaron embriones de la
linea Tg(Brn3a-hsp70::GFP) de 96 hpf, los que fueron fijados en TCA 2% por 3 hrs a TA
y permeabilizados con Tripsina (Invitrogen) 0,25% e incubados toda la noche a 4°C en
solucion de bloqueo IB. A continuacion, se incubd por toda la noche a 4°C con
anticuerpos primarios anti-GFP (Chemicon, 1:1000) y anti-Go (MBL; 1:1000) (marca
habénula completa y neuropila). Posteriormente, los embriones fueron lavados con PBS
1X/Triton 0,5% (PBTr 0,5%) 2x 15 min., 2x 30 min., y 1x 1 hr. Luego, se procedio a
bloquear los embriones nuevamente en IB por 2-3 hrs. para posteriormente incubar a

4°C por toda la noche con anticuerpos secundarios Alexa anti-mouse 488 y Alexa anti
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rabbit 568 (Molecular Probes, 1:200). Finalmente, los embriones fueron lavados por 2x
15 min., 2x 30 min., y 1 hr. con PBTr 0,5%, y se montaron en Low Melting Agarose 1%

(Invitrogen) para su observacion.

6.-Adquisicién, Procesamiento de Imagenes y Andlisis Morfo-topolégico:

Para las adquirir las imagenes de la técnicade hibridacién in situ, los embriones
fueron disectados mediante forceps Dumont n°5 y montados en glicerol 100% (Sigma)
sobre un portaobjeto. Las imagenes fueron obtenidas en un Microscopio Nikon Eclipse
80i con objetivo de 40x, mediante una Camara Fotografica Nikon Digital Sight DS-Fil
vinculada al software NIS-Elements F3.0, sin zoom fotografico. Posteriormente fueron

procesadas a nivel de contraste y brillo en el software Adobe Photoshop CS3.

Para obtener las imagenes de inmunofluorescencia, los embriones fueron
observados en Microscopio UltraView RS de disco giratorio (PerkinElmer) usando
objetivo C-Apocroméatico 40x/1.2W y posteriormente un Microscopio Invertido Olympus

IX 81 usando un objetivo UPLSAPO 40x. Las imagenes fueron procesadas con los

softwares ImageJ (http://rsbweb.nih.qov/ij/), Volocity (Improvision) y Adobe Photoshop
CS3 (Adobe). Para la construccion de proyecciones tridimensionales, stacks de 0.5um
de imagenes fueron traspasados a mascaras de dibujo, a través del software
Scnimage. Posteriormente, para la generacion de un modelo tridimensional y la
cuantificacion de parametros morfo-topologicos de los sub-territorios habenulares se
empled el software SCIAN-Soft desarrollado por SCIAN-Lab (Scientific Image Analysis,
www.scian.cl), basado en IDL (Interactive Data Processing Language, Lenguaje de

Procesamiento de Datos Interactivo) (ITT, Boulder, CO).
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7.- Andlisis de Datos y Estadistica

Para el andlisis de resultados se realizé la medicion de la expresion diferencial
de genes en la habénula del pez cebra, es decir, para cada gen en las dos condiciones
(Control y Morfante), se contabilizé el nimero de embriones segun el tipo de expresion
presentada, definiéndose una escala categorica para expresion de tipo izquierda (mayor
territorio de expresién del gen habénula izquierda), derecha (mayor territorio de
expresion del gen habénula derecha) y bilateral izquierda o derecha (territorios con
expresion equivalente en ambas habénulas). En el caso de la neuropila, se difinié el
sub-dominio de mayor contenido de neuropila (izquierdo), revertido (derecho) y bilateral
o isomeérico derecho (sub-dominio derecho con menor contenido de neuropila en ambas
habénulas). Se determind un N minimo entre 30-50 embriones para cada condicion,
para las hibridacione in situ y de 5-7 larvas para la inmunofluorescencia. Los datos
obtenidos no fueron sometidos a un test estadistico, ya que con un N superior a 30, las
tendencias son claras, recomendaciones recibidas por la Asesoria Estadistica, Fabiola
Werlinger (Escuela Tecnologia Médica, Facultad de Medicina, Universidad de Chile).
Por su parte, los resultados obtenidos a partir de las inmunofluorescencias y analisis
morfo-topoldgicos, no fue posible someterlos a analisis estadistico por falta de tiempo

y/o un N muy reducido.
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VI. Resultados

Vl.a. La ausencia de Daam1l induce cambios en la lateralidad y asimetria de la

expresion de genes marcadores de neuropila en la habénula de pez cebra

Como se plante6 en la introduccion, Daam1 estaria cumpliendo un papel dual en
la morfogénesis asimétrica de los sub-territorios habenulares, por una parte participaria
en el establecimiento de la lateralidad de las asimetrias estructurales de la habénula del
pez cebra y por otra parte estaria afectando el desarrollo de ciertas estructuras
asimétricas habenulares, como la neuropila. Para corroborar este supuesto se realizo
un andlisis de la expresion diferencial de genes asimétricos en la habénula, a través de
hibridacion in situ de sondas de ARN mensajero. Se estudié la expresion de los genes
lov y daaml, que son principalmente marcadores de la neuropila habenular
(proyecciones de las neuronas habenulares, fundamentalmente constituida por
dendritas y axones aferentes de la estria medularis), teniendo ambos genes un territorio
de mayor expresion en la habénula izquierda (Figura 9A, a y b) por sobre el 90% en la
poblacién silvestre (Figura 9B y C; n= 193 y 103, respectivamente), y que coincide con
el mayor contenido de la neuropila habenular izquierda. En ausencia de Daaml se
observan 3 fenotipos caracteristicos para lov y daam1l: (i) izquierdo (Figura 9A, a’ y b’),
(ii) derecho o revertido (Figura 9A, a” y b”) y (iii) bilateral o isomérico derecho (Figura
9A, @’ y b’’), que presentan una distribucion en la poblacién de alrededor del 30% para

cada fenotipo (Figura 9B-C). Esta distribucién coincide con los fenotipos obtenidos para
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la neuropila habenular en los embriones que carecen de Daaml, donde observamos

reversion y menor contenido de neuropila para todos los fenotipos de los embriones

morfantes (ver Figura 8, Introduccién).

Mo Control Mo Daam1
a 1 | D
>
L
- |D
g
g
k-]
lzq. | Der. | Bil. | Total
3 ey Der.
™ Izq.
Mo Daam1 — 25% lzq Lov Mo Control | 193 11 0 204
W Der. Mo Daam1 33 29 20 82
- Mo Co [N
§ Bil. Der. Daaml1 | Mo Control | 103 | 15 0 118
Z | Moooam: [N -
Mo Daam1 33 35 30 98

0%

20% 40% 60% 80% 100%

Figura 9: La pérdida de Daaml afecta la lateralidad y asimetria de genes marcadores de neuropila en la

habénula. (A) Vistas dorsales de larvas silvestres de 4dpf. Hibridacion in situ de leftover (lov; a-a””) y daaml (b-b™)

en embriones inyectados con Mo Control y Mo de daaml. Los asteriscos blancos indican el territorio de mayor

expresion, el cual se encuentra revertido en los morfantes o isomérico derecho (territorio indicado con guiones

blancos). Barra= 50 um. (B) Gréfico que muestra los porcentajes de los fenotipos observados (Izg: izquierdo, Der:

derecho y Bil. Der: bilateral derecho). (C) Tabla de distribucion de fenotipos observados en la poblacion de embriones

de Mo Control y Mo de daam1.
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VI.b. Daaml no afecta los territorios de expresion de genes marcadores de

neuronas habenulares en pez cebra.

Para determinar si la pérdida de Daam1 induce cambios en la especificacion de
sub-territorios neuronales en la habénula, se utilizaron genes que marcan
diferencialmente territorios habenulares. El primero dexter (dex), es un gen de
expresion predominante en la habénula derecha (Figura 10A, a), tendencia que en la
poblacién silvestre supera el 90% (Figura 10B y C; n= 120). Mientras que brn3a, cuya
expresion es bilateral simétrica en ambas habénulas (Figura 10A, b), tiene un 100% de
la poblacion silvestre con este patron de expresion a nivel de transcrito (Figura 10B y C;
n=150). En condiciones de ausencia de Daaml, ocurre un cambio en la distribucion
habenular de dex, un 31% (Figura 10B y C; n= 45) de los embriones presentan
reversion de la expresion de este gen y se observa un porcentaje reducido con
isomerismo (Figura 10B). En el caso de brn3a, no ocurren cambios en el patron de

expresion al comparar los controles y morfantes de Daaml.
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Brn3a | Mo Control 0 0 150 | 150
Mo Daam1 0 0 69 69

Dex Mo Control 8 120 0 128

Mo Daaml 45 94 4 143

Figura 10: La especificacion de sub-territorios neuronales habenulares no es afectada en ausencia de Daam1.

(A) Vistas dorsales de larvas silvestres de 4dpf. Hibridacion in situ de brn3a y dexter (dex), en embriones inyectados

con Mo Control y Mo de Daam1l. En los morfantes de dex se observa reversién del territorio de mayor expresion,

indicado con asteriscos blancos (a’-a”). El territorio bilateral simétrico de brn3a, indicado en guiones blancos, se

mantiene en el morfante (b’-b”). Barra= 50 um. (B) Grafico que muestra los porcentajes de los fenotipos observados

(Izg: izquierdo, Der: derecho y Bil: bilateral). (C) Tabla de distribucion de fenotipos observados en la poblacion de

embriones de Mo Control y Mo de daam1.
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Vl.c. Daaml altera la morfogénesis de las proyecciones neuronales habenulares,

pero no la especificacion neuronal.

Ademas del andlisis de transcritos de genes asimétricos y simétricos, se realizd
el estudio de la expresion de marcadores de neuropila habenular y de sub-territorios
habenulares a nivel proteico. Para esto, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia
en embriones transgénicos Tg(brn3a-hsp70::GFP), que expresan la proteina
fluorescente verde (GFP) bajo la conduccién del promotor de brn3a, por lo que GFP es
expresado en las mismas regiones que la proteina Brn3a. Este transgénico, marca el
tracto Hab-IPN, por lo que es muy util para estudiar la morfogénesis del mismo.
Ademas, para demarcar la habénula completa se utilizé el anticuerpo anti-Go a (GTP
Bindind Protein Go a Subunit), que delimita membranas neuronales y neuropila. El
territorio proteico de Brn3a abarca una mayor zona de expresion en la habénula
derecha en comparacion con la izquierda, a diferencia de la expresion del transcrito
(Figura 11A, a). En embriones carentes de Daam1l se observa tanto el fenotipo derecho
como el revertido (Figura 11A. b, b” y ¢, ¢”), sin que se evidencie alteracion de la
especificacion neuronal, de la misma manera que se muestra para la expresion del
transcrito de este gen. Sin embargo, podemos observar, mediante la tincion de Go,
reversion (Figura 11A. ¢’) y menor contenido de neuropila habenular, con una morfo-
topologia neuronal habenular aparentemente normal en los embriones morfantes de

Daam1 (Figura 11A. b’y C’).
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Mo Control Mo Daam1

Figura 11: La ausencia de Daam1 afecta el desarrollo de la neuropila habenular, sin alterar la especificacién
neuronal. Inmunofluorescencia de Go (rojo) y GFP (verde), este Ultimo delimitando el sub-territorio de Brn3a en la
habénula. Vistas dorsales de larvas Tg(brn3a-hsp70::GFP) de 4dpf. (a-a”) Control, (b-b”) Morfante Derecho y (c-c”)
Morfante Izquierdo). El borde habenular dado por Go estda demarcado por una linea punteada blanca. Los asteriscos
negros indican el territorio de Brn3a de mayor expresion. Las flechas blancas indican el mayor contenido de

neuropila. Barra= 50 um.

La distribucion de fenotipos presentada en la Tabla 1 muestra la cantidad de
embriones controles y morfantes, de fenotipo derecho y revertido, para los sub-
dominios Brn3a que se corresponden con los distintos fenotipos de neuropila. Se
observa que existe concordancia entre la reversidon de ambos territorios habenulares.

Para verificar estos resultados, es necesario aumentar el nimero de larvas analizadas.
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Mo Control (N=7) Mo Daam1 (N=9)

Tabla 1: Existe concordancia en los cambios de lateralidad de los sub-territorios y el dominio de neuropila
habenulares. Tabla de distribucién de sub-territorios de Brn3a y neuropila de acuerdo a lateralidad. Los embriones
controles (N=7) presentaron en su totalidad un sub-territorio de Brn3a mas prominente en la derecha y mayor
contenido de neuropila en la izquierda (sub-territorio de G0). En los morfantes (N=9) se observaron tres fenotipos:
sub-territorio Brn3a derecho/neuropila izquierda (total=4), sub-territorio Brn3a izquierdo/neuropila derecha (total=3) y

sub-territorio Brn3a izquierdo /Neuropila bilateral derecha (total=2).

Con el objeto de obtener resultados cuantificables, de manera de comparar los
volumenes entre los sub-territorios habenulares en relacion al contexto habenular
completo, se realizd reconstruccion 3D de stacks para los sub-territorios de Brn3a
(GFP) y Go (neuropila), tanto para la condicidon control como morfante. Para esto se
selecciond un ejemplar control, con fenotipo de mayor contenido de neuropila izquierdo
y sub-territorio derecho de Brn3a mas prominente (Figura 12A.a, representa el 90% de
la poblacion control), un morfante derecho para el sub-territorio derecho de Brn3a e
izquierdo para neuropila (Figura 12A.a’) un morfante revertido, con mayor contenido de
neuropila en la derecha y un sub-territorio de Brn3a izquierdo de mayor expresion
(Figura 12A.a”). La medicién de los voliumenes para cada condicidén, se muestra en la

Figura 12B. Para la habénula derecha obtuvimos un volumen similar en los 3 casos
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(cercano a los 100.000um®), mientras que para la izquierda, el control presento un
mayor volumen (150.354um®), respecto a las morfantes. En el caso de los sub-
territorios de Brn3a, el control (31.940,8um® y morfante derecho (31.423,9umq)
presentan volimenes casi iguales, sin embargo en el morfante izquierdo (revertido) el
volumen (51.380,7um®) es bastante mayor, escapandose a los dos anteriores. Para el
sub-dominio izquierdo de Brn3a encontramos valores disimiles para los volumenes,
entre las diferentes condiciones. Es importante sefialar que normalmente, existe
variabilidad en los tamafios de la habénula total izquierda y derecha, y entre los sub-
territorios de Brn3a entre diferentes individuos. Sin embargo, un mayor numero de
analisis volumétricos son necesarios para determinar si existe un cambio en los

volumenes habenulares en ausencia de Daam1.
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Mo Control

Mo Daam1

Volumen en pm?
Control Morfante Morfante
Derecho Izquierdo
Sub-territorio Brn3a
Derecho 31940.8 31423.9 34619.4
Sub-territorio Brn3a
Izquierdo 18145 24434.2 51402.2
Habénula Derecha
109160 99029.8 110024
Habénula Izquierda
150354 114675 110124

Figura 12: La ausencia de Daam1 produce reversiéon de territorios manteniendo el volumen habenular. (A)

Imagen del plano frontal de reconstrucciones 3D de habénulas de un embrién control (a), un embrién morfante de

territorio normal (a’) y un embrién de territorio revertido (a”), a partir de la inmunofluorescencia de Go y GFP, este

Ultimo delimitando el sub-territorio de Brn3a en la habénula. Los colores indican menor a mayor volumen, en un

gradiente en el siguiente orden: verdes, azules, rojos, blancos. (B) Tabla de volimenes (pum?®) en datos crudos de los

territorios y habénula, derecho e izquierdo, de embriones controles (N=1) y morfantes (N=2).
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VIl. Discusién

Como objetivo principal, en esta tesis se buscaba comprender el rol de Daaml en la
morfogénesis asimétrica de los sub-territorios habenulares. Especificamente se
pretendia analizar los cambios en la lateralidad de los sub-territorios habenulares

izquierdo y derecho, producido por su falta de funcién.

Vll.a. Daam1 afecta la lateralidad y configuracidon asimétrica de la habénula en pez

cebra

Daaml es expresado asimétricamente en el epitalamo a nivel de ARN mensajero,
desde estados larvarios hasta adulto en pez cebra (Colombo 2007, Tesis Doctoral).
Particularmente, se expresa en la habénula izquierda, en la misma region que presenta
mayor contenido de neuropila y que es expresado lov (Colombo 2007, Tesis Doctoral y
Figura 9A). Ademas, el patron de expresion espacio-temporal de Daaml tanto a nivel
de transcrito como de proteina coincide con la morfogénesis neuronal habenular y con
el desarrollo de conectividades del sistema PP-Hab-NIP (comunicacion personal,
Colombo A.), por lo que podria estar influenciando la morfogénesis asimétrica de la
habénula. Nuestros resultados, demuestran que tanto lov como daaml a nivel de ARN
mensajero, en ausencia de Daaml presentan cambios en la distribucién y contenido de
su expresion. Por un lado, se observd que lov y daam1 presentaban una distribucion
de alrededor de 30% de reversion e isomerismo derecho, respectivamente. Similar a la
observado en Colombo et al. 2008 en la neuropila habenular, cuya configuracién
asimétrica y desarrollo estan afectados (resultados no publicados y Figura 8). De la

misma forma, para la proteina SV2 (sinaptic vesicle 2), que marca vesiculas pre-
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singpticas y cuya distribucién coincide con el dominio de neuropila habenular, se
observé alteracion en su expresion en condiciones de falta de expresion de Daaml
(resultados no mostrados), presentando fenotipos similares a los encontrados para lov
y daaml a nivel de transcrito. Estos resultados nos indicarian que Daaml estaria
afectado la lateralidad y el desarrollo de proyecciones neuronales. Otros experimentos
de pérdida de funcién global (inyeccion del MO Daaml a nivel de 1 célula) realizados
en nuestro laboratorio, también afectan la lateralidad y asimetria de la neuropila
habenular, reversion en la ubicacion del érgano parapineal, asi como de las
proyecciones habenulares axonales a través del fasciculo retroflexo hacia el NIP
(Comunicacion personal, Colombo A.). Mientras que, ensayos de pérdida de funcion de
Daaml local (electroporacion del morfolino de Daaml en la habénula previo al
desarrollo del circuito), solo afectan el desarrollo de neuropila y fasciculo retroflexo, sin
afectar la lateralidad de las asimétrias en la habénula (Comunicacion personal,

Colombo A)).

VIl.b. La especificacion de neuronas habenulares no es alterada por la pérdida de

Daaml

Para determinar si Daaml podria estar influenciando la neurogénesis habenular,
utilizamos marcadores de especificacion de sub-territorios habenulares (brn3a y dex),
los que son expresados predominantemente en somas neuronales (Figura 10A). La
pérdida de funcién de Daam1, indujo reversion en la expresion de dex (31%), por lo que
sblo estaria afectando la lateralidad de la expresion asimétrica de este gen. Mientras
gue para brn3a no se observan cambios en la topologia, asi como tampoco en los
niveles de expresion. A nivel proteico observamos que la ausencia de Daam1, también
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generé cambios en la lateralidad de los sub-territorios izquierdo y derecho de Brn3a
(Figura 11A. b” y ¢”), lo que confirma el papel de este gen en el establecimiento de la
lateralidad de los sub-territorios habenulares. De la misma forma, resultados de nuestro
laboratorio han demostrado que para el Tg(ET16::GFP), que posee el sub-territorio
izquierdo mas prominente que el derecho, sélo existe una randomizacion de esta region
dentro de la habénula en los morfantes de Daam1 (Comunicacion personal, Colombo
A.). Ademas, al correlacionar los fenotipos del sub-territorio de Brn3a y los dominios de
neuropila habenulares (Tabla 1), pudimos observar que existe una coordinacién en la
reversion de este territorio de expresion proteica y el mayor contenido de neuropila, lo
gue confirman la participacion de Daaml en la lateralidad de los diferentes sub-

territorios habenulares.

Mediante el andlisis de reconstrucciones 3D de la expresion de GO, que delimitaba
el territorio habenular completo, y de GFP, que delimitaba el territorio de expresion de
Brn3a intentamos cuantificar posibles cambios en los volimenes de la habénula y/o los
sub-territorios izquierdos y derechos. Estos, resultados, aunque muy preliminares
indican que aparentemente no hay cambios volumétricos en la habénula al comparar la
condicion control y morfante de Daaml, sin embargo, si existe reversion de los
territorios (Figura 12). Aunque se observan diferencias considerables en algunos
volimenes, como ya mencionamos, esto puede deberse a las variaciones en los
tamafios de la habénula y de los sub-territorios habenulares encontrados en la
poblacién de embriones. Tampoco, podemos descartar errores técnicos debido a la
inmunofluorescencia (distribucién no homogénea del anticuerpo) y a la baja calidad de

la imagen confocal (por el cambio en el microscopio Spinning disk Olympus IX 81 con
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lampara HBO, debido al inesperado malfuncionamiento del Microscopio UltraView RS
de disco giratorio de PerkinElmer). Ademas, un mayor nimero de embriones son
necesarios de analizar para obtener un resultado representativo para todas las

condiciones estudiadas.

Estos resultados, nos sugieren que Daaml no participaria en la neurogénesis de
las neuronas habenulares, si no que mas bien influiria en el desarrollo de las
proyecciones neuronales de las mismas, y por lo tanto en la configuracion asimétrica de
la neuropila habenular. Sin embargo, mas experimentos son necesarios para demostrar

gue Daaml no cumple un papel en la neurogénesis de neuronas habenulares.

Vil.c. Daaml tiene un rol dual en la morfogénesis asimétrica habenular en pez

cebra

Nuestros resultados han demostrado que Daam1 tiene un doble rol durante el
desarrollo de las asimetrias habenulares: (i) Lateralidad de las asimetrias habenulares;

(i) Desarrollo de proyecciones neuronales habenulares.

Durante la especificacion temprana del eje izquierdo-derecho el 6rgano de
lateralidad denominado Vesicula de Kupffer (VK), determina hacia qué lado de la linea
media se localizaran las asimetrias tanto a nivel de visceras y corazén, como en el
cerebro de pez cebra (Essner et al. 2004, Hirokawa et al. 2006, Oteiza et al. 2008,
Hirokawa et al. 2009, Ibafies & Izpista 2009). Publicaciones recientes han demostrado
gue la via Wnt/PCP participa en la morfogénesis de la VK, de tal manera que la falta de
componentes de esta via afecta la adhesion célula-célula de las DFC (dorsal forerunner

cells), células precursoras de éste 6rgano, produciendo fallas en la formacion del lumen
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de la vesicula y alteracion en el flujo Nodal. Esto tiene como consecuencia, la expresion
randomizacion de genes de la via Nodal en la PLM (Oteiza et al. 2008 y 2010). Dado
gue Daaml es un componente de esta via de sefalizacion, su ausencia podria inducir
los mismos cambios en la expresion de Nodal, o que induciria reversion de las
estructuras epitalamicas, fendbmeno que observamos en los resultados de esta tesis y
gue se correlacionan con los resultados de nuestro laboratorio. Para verificar esta
hipétesis, se estan realizando experimentos para determinar la expresion de
componentes de la via Nodal (spaw, lefty 2 y pixt2) en la PLM y diencéfalo. Ademas,
corroborando los resultados encontrados en esta tesis, respecto al posible rol que
Daaml tendria en la determinacion a la lateralidad de las asimetrias epitalamicas, el
looping (curvatura del tubo cardiaco) del corazén en los embriones morfantes de
Daaml presenta una distribucion similar a lo que ocurre en neuropila: looping derecho
(condicién normal) reversion y ausencia looping (Comunicacion personal, Colombo A).
Es importante sefialar que en modelo de ratdn, ya se ha demostrado que Daaml esta
involucrado en la morfogénesis cardiaca (Li et al. 2011), asi como también en pez cebra
este gen es expresado durante el desarrollo del corazén (Colombo 2007, Tesis
Doctoral), de alli los fenotipos encontrados. Ademas, para descartar que la expresion
randomizada de los componentes de la via Nodal se produjo debido a un rompimiento
en la linea media, se realizaron hibridaciones in situ de sonic-hedgehog (shh)
(marcador de placa del piso y notocorda) y no-tail (Ntl) (marcador de notocorda) en pez
cebra, que confirm6é que ésta se mantiene intacta y sin alteracion (Resultados no

mostrados).
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Por otra parte, Daaml estaria regulando el desarrollo de las proyecciones
neuronales de la habénula, de acuerdo a los resultados de este trabajo en donde la
conformacién de la neuropila es afectada por la ausencia de este gen. Confirman esta
observacion, el efecto que induce la ausencia de Daam1 en la arquitectura del NIP, que
presenta desfasciculacién y menor namero de proyecciones axonales habenulares
(Comunicacién personal, Colombo A). Como ya hemos mencionado en la introduccion,
recientemente Daam1 ha sido involucrado en la morfogénesis axonal y dendritica en
cultivo hipocampales y en un circuito neuronal de mosca (Salomon et al. 2008; Matusek
et al. 2008), relacionando esta funcion a su rol en la modulacion del citoesqueleto (Ang
et al. 2010; Babayeva et al. 2010). De acuerdo a la literatura, el citoesqueleto cumple un
papel fundamental en procesos que permiten la morfogénesis de proyecciones
neuronales, como polaridad neuronal, especificacion y crecimiento axonal (Arimura and
Kaibuchi 2007; Jan and Jan 2003). En este sentido, Daaml estaria jugando una
importante funcion en el desarrollo axonal y dendritico de neuronas habenulares al
regular la dinamica del citoesqueleto y de esta manera controlar algunos de los
procesos celulares mencionados. Mas estudios se estan realizando en nuestro

laboratorio para dilucidar estos fendmenos.

La diseccion de ambos fendmenos (morfogénesis asimétrica habenular vs
lateralidad de las asimetrias habenulares), se ha realizado a través de la
electroporacién local del morfolino de Daaml, durante las etapas previas a la
morfogénesis del circuito PP-Hab-NIP y posterior al establecimiento de la lateralidad
temprana inducida por la VK y Nodal. De tal manera que en este caso, sélo se observan

alteraciones en el desarrollo de las proyecciones, sin afectar la lateralidad de las
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mismas, asi como tampoco las de los sub-territorios de expresion génica habenulares.
Estos resultados confirmar el efecto dual que Daaml tiene sobre la morfogénesis

asimétrica del sistema PP-Hab-NIP.

Finalmente podemos decir que esta tesis ha contribuido al conocimiento del
establecimiento de las asimetrias cerebrales en el pez cebra y de la funcién que Daam1

podria estar cumpliendo en este proceso durante el desarrollo embrionario.
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