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RESUMEN

La migracion de las crestas neurales es un proceso complejo que involucra la
delaminacién de estas células desde un tejido epitelial llamado neuroectodermo, y su
posterior desplazamiento hacia diferentes partes del embrién de los vertebrados. Este
trabajo demuestra, por primera vez, que la falta de sefalizacién no-canénica de Wnt
afecta la migracion de las crestas neurales del embrién de Xenopus laevis. Los efectos
observados al expresar diferentes mutantes de la proteina Dishevelled, permitio
concluir que la via de sefializacién canénica de Wnt participaria principalmente en la
induccion de las crestas neurales, mientras que la via no-canénica de Wnt controlaria
su migracién. Experimentos de transplante de crestas neurales, que sobreexpresan
distintos mutantes de la proteina Dishevelled, muestran que la falta de sefalizacion de
la via no-candnica de Wnt es esencial para la migracién de las crestas neurales.
Complementario a estos resultados, mostramos que el RNAm de Wnt11 se expresa en
una region adyacente a las crestas neurales. A su vez, una subpoblacién de las crestas
neurales expresan el RNAm para el receptor Wnt no-canénico: Frizzled-7.
Experimentos de pérdida y ganancia de funcion de Wnt117, sugieren que este ligando
es necesario para la migracion de las crestas neurales in vivo. Ademas, se demuestra
que la sobreexpresion localizada de Wnt11 es capaz de atraer a las crestas neurales
hacia regiones de mayor concentracion de este ligando. Por Ultimo, estudiando la
migracién de las crestas neurales in vitro, se observé que la via de sefializaciéon no-
canodnica de Wnt participa en la estabilizacion y/o formacién de los lamelipodios y
filopodios en las células de la cresta neural. En conjunto, estos resultados sugieren
fuertemente que la via no-candnica de Wnt participa polarizando a las células de la
cresta neural, lo cual les permitiria orientar su migracién hacia rutas especificas dentro

del embrion.
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ABSTRACT

Migration of the neural crest is a complex process that involves delamination of
its cells from an epithelial tissue called neuroectoderm, and its subsequent movement
to different parts of the vertebrate embryo. This work demonstrates for the first time,
that lack of the non-canonical Whnt signaling, affects the migration of neural crest cells of
Xenopus laevis embryo. The effects observed when expressing different mutants of the
protein Dishevelled, led us to conclude that the canonical Wnt pathway is mainly
involved in the induction of the neural crest, whereas the non-canonical Wnt pathway
control its migration. Grafts of neural crest tissue, overexpressing different non-
canonical Dishevelled mutants, show that the lack of signaling through the non-
canonical Wnt is essential for neural crest migration. Complementary to these results,
we show that Wnt11 mRNA is expressed in a region adjacent to the neural crest. In
turn, a subpopulation of neural crest expresses the mRNA for the non-canonical Wnt
receptor, Frizzled-7. Experiments of loss- and gain-of-function of Wnt11, suggest that
this ligand is required for neural crest migration in vivo. Furthermore, we show that
localized overexpression of Wnt11 is able to attract neural crest cells to regions of
higher concentration of this ligand. Finally, studying the neural crest migration in vitro,
we observed that the non-canonical Wnt signaling pathway, participate in the
stabilization and/or formation of lamellipodia and filopodia in the neural crest cells.
Taken together, these results strongly suggest that the non-canonical Wnt signaling
pathway is involved in polarizing the neural crest cells, allowing them to guide their

migration to specific routes within the embryo.
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INTRODUCCION

Las crestas neurales (CN) son una poblacion de células totipotentes, exclusiva
del embrion de los vertebrados de la cual se originan diferentes linajes celulares. Su
aparicién durante la evolucion esta estrechamente relacionada con la adquisicion de
estructuras cefalicas en los vertebrados (Gans & Northcutt 1983; Meulemans &
Bronner-Fraser 2004: Northcutt & Gans 1983). Desde su descubrimiento y
caracterizacion, las CN han sido consideradas como la “cuarta capa germinal”, dado el
vasto repertorio de tipos celulares que formaran en el individuo adulto; siendo el
endodermo, mesodermo y ectodermo las tres capas de tejido embrionario que se

forman como consecuencia de la gastrulacion (Hall 2008) (fig. 1).

células “en botella”

Blastocele BN
i?bBIID dorsal Arquénteron Mesodermo
del Blastoporo Dorsal
Mesodermo

Mesodermo Ventral

Figura 1
Endodermo, mesodermo y ectodermo: las tres capas germinales del embrién de los vertebrados.

El esquema representa los movimientos celulares que ocurren durante la gastrulacion en el embrion de Xenopus laevis.
Todo comienza por la migracion de las células “en botella” hacia el interior del embrion justo en el labio dorsal del
blastoporo. Por este mismo lugar, las células precursoras del mesodermo migran por el techo del blastocele por debajo
del futuro ectodermo. Estos movimientos celulares, forman el arquénteron o intestino primitivo, lo que al mismo tiempo
desplaza la cavidad blastocélica. Hacia el final de la gastrulacion, es posible distinguir al menos tres capas de tejido
embrionario, las que debido a su ubicacién relativa, se denominan: ectodermo (capa externa), mesodermo (capa
intermedia), o endodermo {capa intema).

[Adaptado de: Scott F. Gilbert, Developmental Biology (2003)]

Las CN se originan tempranamente durante el desarrollo embrionario,
especificamente en el borde o cresta del pliegue neural (de ahi el origen de su
nombre), exactamente en el limite entre la placa neural y la epidermis (fig. 2A). La
interaccion entre estos dos tejidos a nivel molecular, ademas de las sefales
procedentes del mesodermo, tienen como consecuencia la induccién de los genes
maestros que controlan el desarrollo y diferenciacion de las CN. Algunas de las

moléculas que participan en este proceso inductivo son: la proteina morfogenética del



hueso (BMP), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), las proteinas Wnt, el 4cido
retinoico (RA), y las proteinas Dickopf (Dkk) y Cerberus (Cer), entre otras (fig. 2B).
(Aybar & Mayor 2002; Basch y col, 2004; Dorsky y col, 1998 Heeg-Truesdell &
LaBonne 2004; Huang & Saint-Jeannet 2004; Knecht & Bronner-Fraser 2002; Mayor &
Aybar 2001).

A Ectodermo Neural Futuras
(Placa Neural) Crestas Epidermis
= Neurales

Ectodermo Crestas

“Neurales

hatoooda . Tubo Neural
Mesodermo Paraxial i )
Notocorda

Figura 2

Las crestas neurales se originan como consecuencia de las sefiales procedentes de la epidermis, de la placa
neural, y el mesodermo.

(A) esquema que muestra la formacion de las células de la CN en l embrion de Xenopus laevis. Las CN son inducidas
en el borde de la placa neural gracias a la formacion de gradientes de actividad de diferenies morfégenos provenientes
de los tejidos adyacentes (flechas de colores). Luege del cierre del tubo neural, las células de la CN se delaminan desde
la region mas dorsal del tubo neural, bajo el ectodermo, y migran hacia diferentes partes del embrion.

[Adaptado de: Heeg-Truesdell y LaBonne, Birth Defects Research (2004})]

(B) esquema que muesira aigunas de las sefiales inductivas involucradas en la formacion de las CN. Un gradiente BMP
(en rojo), permitiria la formacién de las CN en el eje medio-lateral del emnbrién. Por otra parte, “sefiales posteriorizantes”,
como Wnt, EGF y RA, serian responsables de dar la identidad anterofposterior a las CN. Dkk y Cer, son dos de los
factores involucrados en inhibir la induccién mas anterior de las CN. A: anterior; P: posterior; L: lateral; M: medio.
[Adaptado de: Aybar y Mayor, Current Opinion in Genetics & Development {2002)]
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Una vez que las CN son inducidas en el borde de |la placa neural, sus celulas se
delaminan y migran a lo largo de rutas altamente especificas y conservadas en el
embriéon de cada vertebrado (figs. 3A y B), alcanzando diferentes sitios donde daran
origen a una gran diversidad de tipos celulares, como: melanocitos, células del tejido
conectivo del craneo, neuronas y células de Schwann del sistema nervioso periférico,
entre otros (fig. 3C). Algunas de las moléculas que participan en la delaminacion y
posterior migraciéon de las CN son: caderinas, Rho y Rac-GTPasas y noggin (Borchers
y col, 2001; Bronner-Fraser y col, 1992, Henderson y col, 2000; Hoffmann & Balling
1995; Kimura y col, 1995; Liu & Jessell 1998; Nakagawa & Takeichi 1995, 1998; Perris
& Perissinotto 2000; Pla y col, 2001; Sela-Donenfeld & Kalcheim 1999, 2000; Takeichi y
col, 2000; Vallin y col, 1998). A la fecha, las sefiales moleculares que controlan la
migracion de las CN son todavia poco claras. Aun se desconoce cual o cuales serian
los factores solubles que median la comunicacion entre el medio ambiente extracelular

y el citoesqueleto al interior de las CN.
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Crestas Neurales S

4 neuronas y glia melanocitos Hueslos odontoblastos
del craneo

Notocorda

Figura 3

Las células de la cresta neural migran por rutas altamente conservadas en el embrion de Xenopus
{aevis, y dan origen a una gran diversidad de linajes celulares.

(A) esquema resumen de las rutas migratorias de las CN en el embrion de Xenopus laevis. Las flechas de
color verde representan las tres principales corrientes cefélicas: mandibular (ma), hyoides (hy), y branquial
(br). Las fechas de color rojo y plrpura representan las corrientes migratorias del fronco: 1 (ventral); 2
(dorsal); 3 (lateral); 4 (alrededor de la cola); 5 (entérica/aleta ventral). e: ojo; o: vesicula ética; NT: tubo
neural. [Adaptado de: Mayor y col., Current Topics in Developmental Biology (1999)]

(B) embrion de Xenopus laevis en estadio 25 fotografiado bajo luz ultravioleta. En verde (fluoresceina
dextrano), se aprecian las tres corrientes migratorias cefalicas de las CN: mandibular {ma), hyoides (hy). y
branquial {br). [Fotografia tomada por Jaime De Calisto]

(C) luego del cierre del tubo neural, las células de la CN delaminan y migran a distintas regiones del embrion
de los vertebrados, en donde daran origen a una gran diversidad de tipos celulares.
[Adaptado de: Acloque y col., The Journal of Clinical Investigation (2009)]

El mesodermo, es otro tejido embrionario que esta en constante movimiento
durante etapas tempranas del desarrollo. Estudios realizados en el pez cebra y en
embriones de Xenopus laevis, sugieren que la migracion de las células mesodérmicas
durante la gastrulaciéon, dependeria de factores similares a los que participan en la via
de sefalizacion no-canoénica de Wnt o PCP (Polaridad Celular Planar) en Drosophila
melanogaster (Keller 2002; Mlodzik 2002; Myers y col, 2002; Ueno & Greene 2003;

Veeman y col, 2003a; Wallingford y col, 2002). En vertebrados, los movimientos de
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extension convergente del mesodermo también son regulados por la via de
sefializacion no-canénica de Whnt, llamada también como PCP/Wnt-Ca®". Esta via, tiene
a la proteina Dishevelled (Dsh) como eslabon entre el receptor de Wnt (Frizzled) y
otras proteinas del citoplasma. Dsh también participa en la via candnica de Wnt,
controlando en parte la induccién de las CN a través de la activacion de factores de
transcripcién mediados por el complejo B-catenina/Tcf/Lef (Saint-Jeannet y col, 1997)
(fig. 4).

A pesar de que Dsh estd involucrado en dos procesos distintos durante el
desarrollo embrionario, se ha descrito que un dominio especifico de esta proteina
participaria exclusivamente en la via no-canénica de Whnt (Axelrod y col, 1998; Boutros
& Mlodzik 1999; Heisenberg y col, 2000; Tada & Smith 2000; Wallingford y col, 2000).
Alteraciones en la via de sefializacién no-canénica de Wnt, afectan a los movimientos
de elongacion mediolateral del mesodermo, asi como la estabilizacion de las
prolongaciones de la membrana plasmatica de este tejido durante Ia gastrulacién en
Xenopus laevis (Wallingford y col, 2002). Ademas, la interferencia en la sefalizacion
no-canénica de Wnt en embriones de pez cebra, de Xenopus laevis o de ratén, ya sea
genéticamente o mediante el uso de morfolinos, produce defectos en la extensién
convergente del mesodermo vy fallas en el cierre del tubo neural (Carreira-Barbosa y
col, 2003; Curtin y col, 2003; Goto & Keller 2002; Heisenberg y col, 2000; Jessen y col,
2002; Kibar y col, 2001; Kilian y col, 2003; Park & Moon 2002; Rauch y col, 1997;
Takeuchi y col, 2003; Veeman y col, 2003b), ambos influenciados por sefiales
extracelulares que controlan el citoesqueleto.

Teniendo en cuenta la participacion de la via no-candnica de Wnt en
distintos movimientos celulares que ocurren temprano en el desarrollo de los
vertebrados, en este Seminario de Titulo se decidi6 estudiar el papel de esta via
de sefializaciéon en la migracién de las CN, usando como modelo el embrion de

Xenopus laevis.
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Membrana Plasmatica

Citoesqueleto

Figura 4

La proteina Dishevelled es el factor comun entre la via canénica y
no-candénica de Wnt.

Esquema que representa las diferentes vias de senalizacion mediada por las
proteinas Wnt. La activacion de ia via canonica de Wnt (en el centro de la figura),
tiene como consecuencia la transiocacién hacia el nicleo de B-catenina, la cual se
une a factores de transcripcion pertenecientes a la familia Tof/Lef, permitiendo asi la
transcripcion de un conjunto particular de genes. En ausencia de la senalizacién Wnt,
R-catenina es degradada por el compiejo mutiproteico APCIAXIN. Por su parte, la
activacién de la via no-canénica de Wnt (exiremos izquierdo y derecho de la figura),
mediada por diversas quinasas, incluyendo las proteinas: Rho y Ras-GTPasas, JNK,
CaMKil, y PKC, tiene como consecuencias un aumento intracelular de Ca?* y la
regulacion del citoesqueleto.

Se postula que la interaccion entre los diferentes ligandos Wnt y sus receptores
Frizzled (Fz), permitiria la activacién diferencial de 1a proteina Dishevelled {Dsh), y
por ende las diferentes vias descritas.

[Adaptado de: Klipp y Liebermeister. BMC Neuroscience (2006}]
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HIPOTESIS

Tomando en cuenta los antecedentes mencionados anteriormente, y considerando que
a la fecha no hay estudios que relacionen esta via de sefializacién con la migracién de

las crestas neurales, este Seminario de Titulo planted la siguiente hipoétesis de trabajo:

“La via no-canénica de Wnt controla la migraciéon de las crestas neurales en el
embrion de Xenopus laevis, ya sea afectando la delaminacidn de sus células o su

posterior migraciéon”.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar la participacién de la via no-canénica de Wnt durante la migraciéon de las

crestas neurales en el embrién de Xenopus laevis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estudiar la participaciéon de la via no-canénica de Wnt en la induccion y
migracion de las crestas neurales de Xenopus laevis.

2. Determinar el patréon de expresion de los ligandos y receptores de la via no-
canodnica de Wnt en el embrion de Xenopus laevis.

3. Estudiar la participacién de la via no-canénica de Wnt durante la migracién in
vitro de las crestas neurales, y su rol en la formacion de filopodios y
lamelipodios.
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MATERIALES Y METODOS

Manejo de animales y fecundacién de los évulos de Xenopus laevis:

Ejemplares adultos de Xenopus laevis se mantuvieron en cautiverio con alimentacion
trisemanal y ciclos de luz-oscuridad controlados. La ovulacién se indujo artificialmente
mediante la inyeccién de 1000U.1. de la hormona gonadotropina coriénica humana en
el saco linfatico dorsal de las hembras, 15 horas previo al experimento. Los
espermatozoides se obtuvieron mediante la disgregacion mecanica de los testiculos de
los machos. La fertilizacion se realizé en placas de Petri de vidrio por mezcla directa de
los ovocitos y espermios. Se utilizé una solucién de cisteina al 2% en NAM 1/10 (pH
8,1) para remover la gelatina que protege a los huevos. Los embriones se mantuvieron
en cultivo a una temperatura entre 14° y 23°C en NAM 1/10. Para catalogar el estadio
embrionario, se usé la tabla de desarrollo de Nieuwkoop y Faber (1967) para Xenopus
laevis.

Reactivos y soluciones:

Anticuerpos Fab-AP (Fragment antigen binding-Alkaline Phosphatase) anti-
digoxigenina y anti-fluoresceina (Roche); BCIP (50mg/mL en 100% de
dimetilformamida); BMBR (Boehringen Manheim Blocking Reagent); cisteina (Merck);
MAB (Maleic Acid Buffer) (acido maleico 100mM, NaCl 150mM, pH 7.,5); ficoll
(Polisacarosa-400, NYCOMED); H,O-DEPC (500uL de DEPC para 1L de H.0
destilada. Dejar reposar un dia y luego autoclavar); hormona gonadotropina
coriénica humana (hCG 5000 U.I., Intervet, Chorulon); MBS (NaCl 88mM, KCI 1mM,
NaHCO; 2,4mM, CaNO; 0,3mM, CaCl, 0,41mM, MgSO, 0,82mM, gentamicina
[50ug/mL], hepes 15mM, pH 7.6); medio de mantencion de los testiculos: MBSHS
10X (para 100mL: 5,13g NaCl, 76mg KCI, 2g MgS0O.,*7H,0, 23,8g hepes, una vez
mezclado agregar 7mL de CaCl; 0,1M y 4mL de NaCl 5M); MEMFA (formaldehido 4%,
MOPS 0,1M, MgSO, 1mM, EGTA 2mM, H,O-DEPC); NAM A 10X (NaCl 110mM, KCI
2mM, CaNO; 1TmM, MgSO, 1mM, EDTA 0,1mM); NAM B 10X (Na;HPO,*12H,0 2mM);
NAM C 100X (para 100mL: 0,8402g de Na,HCO3); NAM 1/10 (para 1L: 10mL de NAM
A 10X, 10mL de NAM B 10X, 1mL de NAM C 100X, 1mL de estreptomicina [Smg/mL]);
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NAM 3/4 (para 1L: 75mL de NAM A 10X, 75mL de NAM B 10X, 1mL de NAM C 100X,
1mL de estreptomicina [5mg/mL]); NAM 3/8 (para 1L: 37mL de NAM A 10X, 37mL de
NAM B 10X, 1TmL de NAM C 100X, 1mL de estreptomicina [5mg/mL]); NBT (73mg/mL
en 70% de dimetilformamida); soluciones para lavado de sonda: solucion 1
(formamida 50%, SSC 2X, 0,1% v/v Tween-20); solucién 2 (formamida 25%, SSC 2X,
0,1% v/v Tween-20); solucién 3 (formamida 12,5%, SSC 2X, 0,1% v/v Tween-20),
solucién 4 (SSC 2X, 0,1% v/v Tween-20); solucién 5 (SSC 0,2X, 0,1% v/v Tween-20);
solucion blanqueadora (H,O, 1%, formamida 5%, SSC 0,5X); tampoéon AP (Tris
100mM, MgCl; 50mM, NaCl 100mM, 0,1% Tween-20, pH 9,5); tampén citrato (SSC
20X) (NaCl 3M, citrato de sodio 0,3M pH 7.4); tampén Danilchik (NaCl 53mM,
NaHCO; 15mM, gluconato de potasio 4,5mM, MgSO, 1mM, CaCl, 1mM, cocoil
isetionato de sodio (CH,OH*CH*SO,0Na) 27mM, llevar a pH 8,3 con Na,CQOj3); tampon
de hibridacién (formamida 50%, SSC (5x), acido ribonucleico tipo VI [1mg/mL],
heparina 100pg/mL, Denharts (1x), Tween-20 (0,1%), EDTA (10mM), CHAPS (0,1%),
en H20-DEPC); tampén MBS (Modified Barth’s Solution) (NaCl 88mM, KCI 1mM,
NaHCO; 2,4mM, CaNO; 0,3mM, CaCl; 041mM, MgSO, 0,82mM, gentamicina
50ug/ml, hepes 15mM, pH 7,6).

Transcripcion in vitro y microinyeccion de RNAm:

Todos los cDNAs se linearizaron y transcribieron de acuerdo al protocolo original
descrito por Harland y Weintraub (1985). En breve, la transcripcion in vitro de los
RNAm se realiz6 mezclando 1ug de plasmido linearizado, 2,5uL de tampén de
transcripcién 10x, 2,5uL de DTT 0,1M, 2,5uL de mezcla de nucleétidos, SuL de CAP
GTP 2,5uM, 1uL de RNAsin (20U), 1uL de la RNA polimerasa respectiva y H,O-DEPC
hasta completar 25pL. La mezcla se incubé a 37°C por 20 minutos para luego agregar
1uL de GTP 25uM y continuar con la incubacion a 37°C. Después de 2 horas, se
agregd 1puL de DNasa | y se continué con la incubacion a 37° C durante otros 30
minutos. El RNAm se purificé por columnas (Quick Spin™ Columns) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Como marcador de linaje, se usé fluoresceina-dextrano
(FDX), el cual se co-inyecto junto a los RNAm correspondientes. Para la microinyeccién
se usaron micropipetas de vidrio calibradas para entregar un volumen de 8-12nL/pulso.

Las micropipetas se fabricaron a partir de capilares de vidrio, estirados en sus
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extremos utilizando un puller (Magnetic Glass Microelectrode Horizontal Puller; PN-
30/Narishige). Las microinyecciones se realizaron en estadios de 2-16 células en NAM

1/10, de acuerdo a lo descrito en Aybar y col. (2003).

Constructos para microinyeccién de RNAm:
Constructos donados por Masazumi Tada: Wnt11, dnWnt11, Dsh-DEP+, Dsh-AN
(Tada & Smith 2000); constructos donados por Sergeil Sokol: dd1 y dd2 (Sokol 1996).

Hibridacion in situ:

Se usaron sondas de RNA anti-sentido conjugadas con digoxigenina o con
fluoresceina. Las muestras se procesaron segun el método descrito por Harland
(1991). Brevemente, los embriones se fijaron en MEMFA por una hora a temperatura
ambiente y luego fueron deshidratados con metanol 100% (3 veces). Posteriormente,
se re-hidrataron con lavados sucesivos de 5 minutos cada uno con metanol 75%, 50%,
y 25% viv en H,O-DEPC, para luego ser permeabilizados con una solucién de
PBS/Tween-20 0,1% (PTW). Los embriones se incubaron por 6 horas a 65°C en
tampén de hibridacién y luego se incubaron toda la noche a 65°C con la sonda de
interés (disuelta en tampoén de hibridacién). La sonda se lavdé mediante incubaciones
sucesivas de 10 minutos cada una con las soluciones de lavado: 1, 2, 3y 4 a 65°C. El
Ultimo lavado se realizé por 30 minutos con la solucién de lavado 5. Luego, los
embriones se permeabilizaron con PTW y se incubaron con agitacion leve a 4°C por 2
horas con la solucién de bloqueo (MAB + 2% BMBR), y después toda la noche con el
anticuerpo correspondiente (anti-digoxigenina (1/3000) o anti-fluoresceina (1/4000)
diluidos en solucién de blogueo). El anticuerpo se lavd seis veces con MAB por 30
minutos cada vez. Luego, los embriones se incubaron dos veces por 5 minutos en
tampon AP, y se tifieron con los reactivos NBT/BCIP (color purpura), o con BCIP (azul
verdoso) a 37°C en oscuridad. Para terminar la reaccion, se lavé dos veces con
tampén AP y luego se fijo en formaldehido 3,7% por una hora a temperatura ambiente.

Finalmente, los embriones se incubaron bajo luz fluorescente en solucién blanqueadora
por 30 a 60 minutos.
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Constructos para sondas de RNAm anti-sentido:
Xslug (Mayor y col, 1995), Frizzled-7 (Medina y col, 2000), Xwnt11 (Ku & Melton
1993).

Sondas de RNAm anti-sentido:

Se usaron sondas conjugadas a digoxigenina o fluoresceina (NTP™: 7,1uL de GTP,
CTP y ATP 100mM, 4,6uL de UTP 100mM, 25uL UTP-digoxigenina 10mM 6 25uL
UTP-fluoresceina 10mM, 234uL de H,O-DEPC).

Transplantes de crestas neurales:

Los transplantes de crestas neurales (CN) se realizaron siguiendo el protocolo descrito
en Borchers y col. (2001). Brevemente, los embriones se microinyectaron con una
mezcla de 1ng del RNAmM de Dsh-DEP+ y FDX en el estadio de una célula en NAM
1/10. Luego, la envoltura vitelina de los embriones donantes se removio en los estadios
14-15 (E14-15) en NAM 3/8. Las CN se disecaron con la ayuda de un “cuchillo de ceja”
(fabricado con una pipeta Pasteur y una ceja humana, pegada con parafina sélida en
uno de sus extremos) y pinzas punta fina (Dupont N°5) en NAM 3/8. La cirugia se
realizé en placas de Petri recubiertas con agarosa al 2% para evitar que las CN se
adhirieran al fondo. En los embriones receptores, se disecé una superficie similar al
tamafo de las CN donantes, dejando intacto el mesodermo. Luego, las CN se
injertaron en el embridn receptor y se cubrieron con un cubreobjetos para ayudar a la
incorporacién del tejido. Los embriones se dejaron por una hora a temperatura
ambiente en NAM 3/4, y luego se dejaron desarrollar a 14-21°C hasta estadios
migratorios de las CN (E21-23). Se utilizé un microscopio de epifluorescencia para

visualizar el progreso del experimento.

Diseccion de las crestas neurales, cultivos in vitro, time-lapse y tincién del
citoesqueleto:

Los cultivos in vitro de las CN, se realizaron segun el protocolo descrito por Alfandari y
col. (2003) y Borchers y col. (2001). Brevemente, se removio la envoltura vitelina de los
embriones en estadios 14-15, y luego, en el estadio 17, se disecaron las CN, tal como

se describid previamente. Los explantes de CN se incubaron en tampén de Danilchik



suplementado con 1mg/mL de BSA + 50ug/mL de gentamicina por 30 minutos a
temperatura ambiente. Luego, los explantes se transfirieron con una pipeta Pasteur a
una placa de Petri que tiene en el fondo varios cubreobjetos redondos recubiertos
previamente con fibronectina [20ug/mL]. Los explantes se incubaron a 14-21°C por 10-
12 horas, o hasta que las CN migraron. Para registrar la migracion celular, se utilizé
una camara Jenoptik/CAM Jena, acoplada a un microscopio Nikon Eclipse E1000. La
actividad de la membrana plasmatica de cada célula (denominada de aqui en adelante
como prolongaciones) se cuantificd segun los siguientes pardmetros: prolongaciones
nuevas; en retirada; o estables, (ambas presentes en el primer y ultimo fotograma de la
pelicula). Se realiz6 tincion con rodamina-faloidina (Sigma-Aldrich) para visualizar los
filamentos de actina, y con el anticuerpo anti-tubulina (Sigma-Aldrich) para tefiir los
microtubulos. Brevemente, las células se fijaron en formaldehido al 4%, se lavaron tres
veces con PBS 1X y luego se permeabilizaron por 5 minutos con PBS/Triton 0,2%.
Luego, se lavaron 3 veces con PBS 1X y se bloquearon por 30 minutos con PBS/BSA
5%. Luego, se lavaron 3 veces con PBS 1X, y se incubaron con rodamina-faloidina por
15 a 30 minutos (1/1000 en PBS/BSA 1%), o con anti-tubulina (1/2000 en PBS/BSA
1%) por una hora a temperatura ambiente. Las muestras con anti-tubulina se lavaron 3
veces con PBS y se incubaron con anti-lgG FITC (1/200 en PBS/BSA 1%). Finalmente,
las células se lavaron y montaron en portaobjetos, utilizando el medio de montaje
FluorSave™ (Calbiochem). Los lamelipodios se denominaron como “grandes” cuando
ocuparon mas de 1/3 del borde de cada célula, y como “normales” cuando fueron mas

pequefios que 1/3 del borde de cada célula analizada.

Preparacion de los cubreobjetos recubiertos con fibronectina:

La fibronectina (Sigma) se diluyé en PBS 1X a una concentracién final de 20ug/mL. Se
agregaron 30uL de la solucién a cada cubrechjeto y se incubaron a 4°C toda la noche.
Los cubreobjetos se lavaron 3 veces con PBS 1X, y se incubaron con PBS/BSA 1% por
2 horas a temperatura ambiente (como minimo) antes del experimento. El exceso de

BSA, se lavé con MBS justo antes del experimento.
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Microscopia electrénica de barrido (SEM):

Los explantes de las crestas neurales se fijaron por 1 hora a temperatura ambiente en
glutaraldehido al 1,5% en tampo6n cacodilato (0,1M; pH 7,4). Luego, las muestras se
lavaron dos veces con tampén cacodilato, y se incubaron por 1 hora en 1% de tetroxido

de osmio/tampén cacodilato en oscuridad a 4°C. Finalmente, las muestras se lavaron

dos veces con tampén cacodilato y luego se deshidrataron con una serie creciente de
etanol (30, 50, 70, 90 y dos cambios en etanol 100%). Una vez deshidratadas, las
muestras se secaron al “punto critico” del CO, liquido, y se recubrieron con oro antes
de ser analizadas mediante SEM, tal como se describe en Sadaghiani y Thiebaud
(1987).
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RESULTADOS

La induccién de las crestas neurales es controlada por la via canénica de Wnt

Para evaluar la participacion de las vias de sefializacion Wnt en la induccion de
las CN, se sobreexpresaron diferentes mutantes de la proteina Dsh -los cuales se sabe
afectan especificamente a una de las dos vias- en embriones de Xenopus laevis. Los
embriones se inyectaron en uno de los blastémeros en estadio de dos células, y luego
se fijaron en etapas premigratorias de las CN (E17). Los efectos de la sobreexpresién
de las proteinas mutantes sobre la induccion de las CN, se visualizdé mediante la
técnica de hibridaciéon in situ usando como marcador de las CN la expresién del gen
Xslug. El lado inyectado, se identificd por el color azul verdoso que se obtiene de la
inmunotincién contra fluoresceina-dextrano (FDX). La fig. 5A, muestra un esquema de
los diferentes constructos de RNAmM de Dsh inyectados y sus efectos sobre las vias de
sefializacidn Wnt descritos en la literatura (Axelrod y col, 1998; Boutros & Milodzik
1999; Boutros y col, 1998; Smith y col, 2000; Sokol 1996; Tada & Smith 2000). Los
constructos dd1 y dd2, disminuyeron drasticamente la expresion del gen Xsfug en el
lado inyectado (figs. 5B-E; disminucién en la tinciéon de color purpura). En cambio los
constructos Dsh-AN y Dsh-DEP+, no afectaron la induccién de las CN (figs. 5F-1); se
observa un patrén similar en la tincion de color parpura tanto en el lado inyectado como
en el control). Es importante destacar, que la sobreexpresién del inhibidor especifico de
la via no-canénica de Wnt: Dsh-DEP+, no tuvo ningun efecto sobre la induccion de las
CN (figs. 5G,I), sugiriendo que la via no-canénica de Wnt no participaria en la induccién
de las CN en el embrién de Xenopus laevis.
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Figura 5

La induccion de las crestas neurales en el
embrién de Xenopus laevis es dependiente
de la via candnica de Wnt.

(A) esquema de la proteina Dsh y los diferentes
constructos usados en este trabajo.

Se destacan los dominios proteicos que
participan en la via de sefializacion Wnt
candnica {B-cat), y no-canonica (PCP).

(DN): actia como dominante negativo
(-): no hay efecto observado
{+): funciona como activador

(B-l) el RNAmM de cada uno de los constructos
indicados en (A) se inyectd en el polo animal
(futuro ectodermo) de uno de los blastomeros
en el estadio de dos células. Luego, los
embriones se cultivaron hasta el estadio 17,
donde la expresion del gen marcador de CN
Xslug se evalud mediante hibridacion in situ.

(B, C, F y G) vistas dorsales de los embriones
inyectados; (D, E, H, I} cortes transversales.
cabeza de flecha: lado inyectado.

(B y D) embriones inyectados con ‘1ng del
RNAm dd2, o con 1ng del RNAm dd1 (C, E).
Ambos constructos inhibieron la expresion del
gen Xsiug en el lado inyectado {disminucion de
la tincion purpura). dd2: 35% (n= 65); dd1:
37% (n= 85).

(F y H) embriones inyectados con 1ng del
RNAm Dsh-AN (n=50), o con 1ng del RNAmM
Dsh-DEP* (n= 55) (G, ).

Ninguno de los constructos afecto la expresion
del gen Xslug. Sin embargo, en un 12% de los
emrbiones microinyectados con Dsh-AN (n=
85), se observo una leve disminucion en la
tincian para Xsfug.
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La migracion de las crestas neurales es controlada por la via no-canénica de Wnt

Sobre la base de los resultados anteriores, y para no afectar la induccion de las
CN, en los siguientes experimentos se decidié utilizar inicamente los constructos Dsh-
AN y Dsh-DEP+ para el estudio de la migracion de estas células. Para esto, los

embriones se inyectaron como se describidé previamente, pero esta vez se fijaron en
estadios cuando las CN ya han comenzado su migracion (E23-25). La sobreexpresion
de los constructos Dsh-AN y Dsh-DEP+ en una mitad del embrion, afectd el patrén
caracteristico de migracién de las CN cefalicas (figs. 6A y B; cabezas de flecha roja). El
lado inyectado del embrién, mostré una distribucion difusa en la tinciéon para el
marcador de CN Xsl/ug sin evidencia de una migracién normal de estas células (figs. 6A

y B; cabeza de flecha blanca).

Para descartar cualquier efecto de los mutantes Dsh sobre otras células del
embrion que pudieran estar participando en la migracién de las CN, y ademas para
inhibir especificamente la via no-candnica de Wnt en estas células, se realizaron
transplantes de CN provenientes de embriones previamente inyectados con el RNAm
de Dsh-DEP+ en embriones control (fig. 6C). De esta manera, la sobreexpresion de la
proteina mutante sélo afectaria a las células de la CN transplantada, y no al embrién
completo. Al igual que en los experimentos anteriores, se usé FDX como marcador de
linaje, pero esta vez, de las células transplantadas. Luego de la cirugia en el estadio de
nedrula (E14-16), los embriones transplantados con las CN que sobreexpresan Dsh-
DEP+ se dejaron desarrollar hasta etapas migratorias de las CN (E26). La posicién y
migracion de las células transplantadas, se evalué mediante microscopia de
epifluorescencia. Los injertos de las CN provenientes de embriones inyectados solo
con FDX (usados como control de la migracién de las CN), mostraron la clasica
distribucién de las principales corrientes de migracién de las CN cefalicas (puntas de
flecha de color rojo en la figs. 6D y F). En cambio, y similar a los resultados anteriores,
los injertos de las células inyectadas previamente con Dsh-DEP+/FDX, mostraron una

completa inhibicion de la migracion de las CN (cabeza de flecha en la figs. 6E y G).
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Hasta ahora, nuestros resultados sugieren fuertemente que la via no-candnica

de Wnt estaria involucrada en la migracién de fas CN, pero no en su inducciéon.

Figura 6

La via no-candnica de Wnt controla la migraciéon
de las crestas neurales en el embrion de
Xenopus laevis.

(A) embricnes inyectados con 1ng del RNAm Dsh-
AN, o con 1ng del RNAm Dsh-DEP+ (B) en uno de
los blastémeros animales en el estadio de ocho
células. Los embriones se cultivaron hasta el estadio
24, donde ia expresion del marcador de CN Xslug se
evalud mediante hibridacién in situ. El patron normal
de migracion de las CN cefélicas se aprecia en el
lado no inyectado del embrion (cabezas de flecha
roja: corrientes mandibular, hicides y branquial). En
cambio, el lado inyectado (cabeza de flecha blanca)
muestra una clara alteracion de la migracion de las
CN. Dsh-AN: 40% (n= 60); Dsh-DEP+: 45% (n= 55}

(C) esquema del transplante de células de la CN.

(D - G) Embriones en el estadic de una célula, fueron
inyectados con FDX sin o con 1ng del RNAm Dsh-
DEP+. Luego, en el estadio 14, las CN se
transplantaron a un embrién receptor no inyectado.
La migracién de las CN se monitori¢ in vivo hasta el
estadio 26 con un microscopio de epifluorescencia.

(D y F) embrién con transplante de CN control,
maostrando el patrén normal de migracion de las CN
cefalicas (95%, n= 30).

(E y G) embrion transplantade con células de la CN
que sobreexpresan el RNAm Dsh-DEP+. Se aprecia
una completa inhibicién de la migracion de las CN
cefélicas (95%, n= 20).

{D y E) embriones fotografiados bajo luz visible y UV
simultaneamente.

(F y G) embriones fotografiados sélo bajo luz UV.

C fmtrol
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Wnt11y Fz7 se expresan en un territorio adyacente a la expresion de Xslug

Los resultados anteriores, demuestran la participacion de la via no-canénica de
Wnt en la migracion de las CN, por lo que el paso siguiente fue evaluar el patron de
expresion de los genes involucrados en esta via. Las proteinas Wnt4, Wnt5a y Wnt11,
han sido propuestas como posibles activadores especificos de la via de sefializacion
no-canénica de Wnt (Kuhl 2002). Sin embargo, los genes Wnt4 y Wntda no se
expresan en un territorio cercano a las CN durante su migracion (hibridaciones in situ
realizadas por Roberto Mayor y Jaime De Calisto; datos no mostrados). Sugiriendo
fuertemente, que estos genes no participarian en la migracion de estas células. Por lo
tanto, se decidié trabajar sélo en el patron de expresion de Wnt11, y correlacionarlo
con el marcador de CN Xslug durante diferentes etapas del desarrollo de Xenopus
laevis (fig. 7). Los resultados de la hibridacion in situ para Wnt11, mostraron que en
etapas previas a la migracion de las CN (E17), este gen se expresa adyacente a las
primeras células de las CN que migran rostralmente hacia el eje ventral del embrion
(figs. 7A-C, E-G). Por otra parte, las células que expresan Xslug (figs. 7A y E), se
ubican justo al lado de una banda continua de expresion de Wnt17 (figs. 7B y F). Esto
se visualizé mejor al realizar una hibridacion in situ doble para Xslug y Wnt11, donde se
encontré que Wnt11 se expresa justo en el borde de Xslug (figs. 7C y G). Cabe
destacar, que la banda de expresién de Wnt71, ubicada en la frontera de las CN
cefalicas, no es uniforme, sino que hay regiones donde Wnt11 se expresa con mas

fuerza (comparar la flecha blanca y la negra en la fig. 7C).

Aungue todavia no se ha identificado el receptor especifico para Wnt11, existen
evidencias experimentales previas que sugieren como candidato a la proteina Frizzled-
7 (Fz7), ya que este receptor participaria en la via no-canénica de Wnt en vertebrados
(Carreira-Barbosa y col, 2003; Djiane y col, 2000; Medina y col, 2000; Sumanas &
Ekker 2001; Winklbauer y col, 2001). Por ésta razén, se comparé el patrén de
expresion de Fz7 con el de Wnt11 y Xslug. Los resultados de la hibridacion in situ en
embriones en el estadio 17 mostraron que, Fz7 se expresa en diferentes regiones del
ectodermo neural (Djiane y col, 2000; Wheeler & Hoppler 1999), las que incluirian una
parte de las CN premigratorias (figs. 7D y H), y una porcién de las CN que han

comenzado a migrar (fig. 7L). Al comparar la expresion de Fz7 y Xslug, se observa que
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Fz7 se expresa en una subpoblacién de las CN situada adyacente a la region que
expresa Wnt11 (cabezas de flecha parpura en la fig. 7) en el ectodermo (figs. 7E, G y
H).

En resumen, durante etapas tempranas de la migracién de las CN, Wnht11 se
expresa adyacente a las primeras células de las CN que migran, las que su vez
expresan el receptor para Wnt11, Fz7 (fig. 7M). Una vez que el tubo neural se cierra,
las primeras células de las CN migrarian por debajo de la zona de expresion de Wnt11
(fig. 7N).
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Figura 7

Wnt11 y Fz7 se expresan en el tiempo y lugar adecuados para desempefiar un rol
en la migracion de las crestas neurales en el embrion de Xenopus laevis.

Para determinar una posible participacion de Wnt11 y Fz7 durante la migracion de las CN
de Xenopus laevis, se analizd el patron de expresion de ambos genes y se comparo al
del marcador de CN Xsiug.

(A, B, |, J) vistas dorsales; (C, D, K, L) vistas laterales.

{A - H) embriones en el estadio 17 mostrando el patrén normal de expresién de: Xslug (A
y E), Wnt11 (B y F), Xslug/Wnt11 (C y G) y Fz7 (D y H). [flecha negra: expresion
intensa de Wnt17; flecha blanca: expresion débil de Wnt11].

(E - H) cortes transversales de los embriones mostrados en (A - B).

La linea discontinua en (A y B) indica el lugar aproximado donde se realizaron los
cortes. [n: notocorda; linea discontinua en (E - H) demarca el endomesodermo].

(I - L) embriones en el estadio 23 mostrando el patrén de expresion de: Xslug (1), Wnt11
(J), Xslug/Wnt11 (K) y Fz7 (L). [cabeza de flecha purpura: indica la region de expresion
de Wnt11, cabeza de flecha verde: indica la ubicacion de las corrientes migratorias
cefdlicas de las CN; e: ojo].

(M) esquema de un corte transversal de un embrion en el estadio premigratorio de las
CN (E17), y durante la migracién de las CN (E23-25). En (M), una subpoblacion de las
CN expresaria Fz7, las que se ubicarian adyacente a las células que expresan Wnt11.
Posteriormente, en estadios migratorios de las CN (N), Wnt71 se expresaria en una
region cercana a las CN que han comenzado a migrar. [np: placa neural; nc: crestas
neurales; e: ectodermo; s: somito; nt: tubo neurai; n: notocordal.
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Wnt11 participa en la migracion de las crestas neurales

Ya que Wnt11 y Fz7 se expresan en el lugar y momento adecuados para
desempefiar un rol en la migraciéon de las CN, se estudié si la sobreexpresiéon o la
inhibicion de Wnt11 afectaba a la migracion de estas células. Para los experimentos de
ganancia y pérdida de funcién de Wnt11, se inyecté el RNAm de Wnt11 o un constructo
que actiia como un dominante negativo de este ligando (dnWnt11), respectivamente
(Tada & Smith 2000) (fig. 8A). Los RNAm se inyectaron en dos de los blastomeros
dorsales en embriones en el estadio de 8 células, para asi restringir la sobreexpresion
de los constructos (Wnt11 o dnWnt11) a las células que daran origen a las CN. Luego,
la expresion de Xslug se analizé antes o durante la migraciéon de las CN. Las células
inyectadas se identificaron por el color azul verdoso que se obtiene de la inmunotincién
para FDX. La inyeccion de cualquiera de los constructos no afecté la induccion de las
CN, determinado por la expresién del marcador de CN Xs/ug, incluso en aquellos casos
en los que fallo la gastrulaciéon o los embriones presentaron problemas en el cierre del
blastoporo (figs. 8B y D). Sin embargo, para descartar cualquier efecto en la migracién
de las CN producto de un cierre inapropiado del blastoporo, Unicamente se analizaron
embriones que presentaron una gastrulacion normal. En este caso, el patron de
expresion de Xslug en los embriones inyectados, ya sea con Wnt11 (fig. 8C) o con
dnWnt11 (fig. 8E), mostraron un fenotipo similar al obtenido al usar los mutantes que
bloquean la via no-canénica de Wnt (Dsh-AN y Dsh-DEP+, ver figs. 6A y B). En
conjunto, estos resultados apoyan la idea de que Wnt11 participaria en el control de la

migracion de las CN, y no en la induccién de estas células.
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Figura 8

Wnt11 se requiere para la migracion de las
crestas neurales en el embrion de Xenopus
iaevis.

(A) esquema de los constructos de Wnit11 y el
dnWwnit11 usados en los experimentos de
ganancia o pérdida de funcion, respectivamente.

(B y D) embriones en el estadio 17, y en el
estadio 24 (C y E) mostrando la expresion de
Xslug. La cabeza de flecha blanca marca el
lado inyectado. Las cabezas de flecha roja
indican las corrientes de migracion cefalicas de
las CN en el lado no inyectado.

(B) embriones inyectados con 1ng del RNAm
Whnt11, o con 2ng del dnWnt11 (C) en uno de los
blastémeros animales en el estadio de ocho
células.

(B y D) la microinyeccién de cualquiera de los

| constructos no afectd la induccion de las CN.

Incluso, a pesar de que algunos embriones

| presentaron fallas durante la gastrulacion.

(C y E) la sobreexpresion del RNAm de Wni11 y

del dnWnt11, afectd la migracion normal de las
- CN sdlo en el lado inyectado del emrbion.
- Wnt11: 30%, (n= 55); dnWhnt11: 35%, (n= 65).
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Wnt11 tiene la capacidad de atraer a las crestas neurales

Las evidencias experimentales recopiladas en este trabajo, sugieren que Wnt11
es requerido para una correcta migracion de las CN en el embrién de Xenopus laevis.
Ademas, la expresion de Wnt11, adyacente a la de Xslug, plantea una nueva hipotesis:
Wnt11 tendria la capacidad de atraer a las células de las CN hacia regiones con altos
niveles de expresion de este ligando, funcionando asi como una molécula
quimioatrayente. Con el propésito de generar una fuente localizada de Whnt11 y probar
esta hipotesis, se implanté un pedazo de ectodermo en la region dorsal del embrion el
cual sobreexpresa Wnt11. El injerto se ubicé en forma opuesta a la expresion
endégena de Wnt11, y opuesta también a la direccion normal de migracion de las CN
(fig. 9A), para asi determinar, si la nueva fuente de Wnt11 en el embrién tendria la
capacidad de atraer o alterar el patron normal de migracién de las CN. Los injertos
control (inyectados sélo con FDX), no tuvieron efecto sobre la migracion de las CN (fig.
9D). Sin embargo, los injertos que sobreexpresan Wnt11, afectaron la migracién de las

CN (linea discontinua en las figs. 9C y E).
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Figura 9
Wnt11 modula la ruta de migracion de las crestas neurales.

(A) esquema del experimento de injerto de ectodermo como fuente de Wnt11. El injerto se
implanto en el lado opuesto a la ruta de migracién normal de las CN. (B - E) Embriones en
estadio de una célula se inyectaron con FDX sin o con 1ng del RNAm Wnt71. Posteriormente,
en el estadio 9 se diseco el ectodermo, el cual se pleg6 con la ayuda de un cubreobjetos y se
cultivd hasta el equivalente al estadio 14, momento en el cual se realizd la cirugia. La
migracion de las CN se evalué mediante hibridacion in sifu para el marcador de CN Xslug.

(B y D) embrién con injerto control (FDX). La linea punteada bianca demarca el territorio
normal de migracion de las CN. Las flechas negras indican las corrientes cefalicas de
migracion de las CN. No se observaron efectos en la migracion de las CN.

(C y E) embrion con injerto que expresa Wnt11. Note en (C), que las corrientes de migracion
hioides y mandibular se han acortado con respecto al lado control.

[cabeza de flecha verde: indica la ubicacion del injerto; barras rojas: indican el limite ventral
de migracion de las CN.
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Ademas, cuando se usaron injertos de mayor tamafio, se detectd la expresion
de Xslug en la base de ellos, con una ligera tendencia a ubicarse en el interior del tejido

transplantado (figs. 10C-E).
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Figura 10
Wnt11 tiene capacidad quimioatrayente sobre las crestas neurales.

{A) esquema del experimento de injerto de ectodermo como fuente de Wnt11. El injerto se coloco
opuesto a la ruta de migracion de las CN (B - E).

Embriones en el estadio de una célula se inyectaron con FDX sin o con 1ng del RNAmM wnt11.
Posteriormente, en el estadio 9, se diseco el ectodermo el cual se plegd con la ayuda de un
cubreobjetos y se cultivd hasta el equivalente al estadio 14, momento en el cual se realizd la cirugia.
La migracién de las CN se evalué mediante hibridacion in situ para Xsiug.

(B) embrién con injerto control (FDX). La linea punteada demarca el teritorio del tubo neurak; la
flecha blanca indica la expresion de Xslug en las CN cefélicas, las cuales migraron normalmente sin
mayaores indicios de ser atraidas por el injerto.

(C, D y E) embriones con injertos que expresan Wnt11. En (C) inmunotincidn contra fluoresceina para
comprobar que los injertos provenian de embriones inyectados comectamente. La flecha negra indica
la expresion de Xsiug en células de la CN que migraron hacia el interior del injerto. La flecha blanca
indica la migracion normal de las CN cefélicas.
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La via no-canénica de Wnt modula el citoesqueleto de las crestas neurales

Durante la gastrulacién de vertebrados se ha demostrado que las células del
mesodermo que experimentan extension convergente, orientan sus lamelipodios hacia
el frente de avance. Esta actividad celular, estaria controlada por la via no-canénica de
Wnt (Carreira-Barbosa y col, 2003; Wallingford y col, 2000). Hasta ahora, este
fenémeno no se ha descrito en la migracion de las CN, por lo que se decidié investigar
si se repetia este comportamiento en celulas individuales de las CN, evaluando
ademas, si la via no-canénica de Wnt participaria en la formacién de estas
prolongaciones. Para esto, se realizaron cultivos in vitro de explantes de las CN (fig.
12A) los que se cultivaron sobre un sustrato de fibronectina, tal como fue descrito
previamente por Alfandari y col. (2003). Se comparo entonces, la migracion de las
células de la CN provenientes de embriones inyectados con Dsh-DEP+ o con el
dnWnt11 (figs. 12C-E). Al igual que en los experimentos in vivo (figs. 6 y 8), la
migracion de las CN se vio alterada por la sobreexpresion de cualquiera de los
constructos utilizados. Ademas, para examinar el efecto que tiene la inhibicion de la via
no-canénica de Wnt sobre el comportamiento y morfologia de las CN, se realizaron
experimentos de migracion in vitro de CN. Para esto, se analiz6 mediante video-
microscopia de “time-fapse”, la forma y numero de las prolongaciones de la membrana
plasmatica de las células de la CN (figs. 12F-J). Los resultados mostraron que las
células de los explantes de las CN que sobreexpresan Dsh-DEP+, emitieron menos
prolongaciones que las células de los explantes control. Ademas, la frecuencia de
retraccion de estas prolongaciones fue mayor en las células que sobreexpresaron Dsh-
DEP+ que en las CN control (fig. 12J). Para ampliar estas observaciones, se visualizé
el citoesqueleto con una tincién para los filamentos de actina (usando faloidina-
rodamina), y tubulina (con un anticuerpo anti-tubulina), y luego se analiz6 el tamafio y
la forma de los lamelipodios (figs. 12K-P). En las células de la CN de los explantes
control, los lamelipodios presentaron un mayor tamafio y una orientacion polarizada
hacia la direccion de avance de la célula, en comparacion con los explantes que
sobreexpresan Dsh-DEP+ (fig. 12Q). También se analizé la morfologia de los explantes
de las CN por microscopia electrénica de barrido (SEM) (figs. 12R-T). Las células de
los explantes control, presentaron grandes lamelipodios en el frente de migracion

(flechas amarillas en la figs. 12R y R’), mientras que las células de los explantes de las
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CN inyectadas con Dsh-DEP+ (figs. 12S y 9), o con el dnWnt11 (figs. 12T y T),

mostraron largos filopodios (flechas rojas).
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*leyenda de figura 12 en la pagina siguiente.
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Figura 12

La via no-candnica de Wnt modula la formacién de filopodios y lamelipodios en las crestas neurales del
embrion de Xenopus laevis.

Para estudiar en detalle los posibles efectos de la via no-candnica de Wnt sobre la migracion de células individuales
de la CN, se realizaron experimentos de migracién in vitro con explantes de CN, analizando la migracion vy el
comportamiento de la membrana plasmatica.

(A) esquema de los experimentos de migracién in vitro realizados.

(B-D) migracién in vitro de las células de los explantes de CN. Una total ausencia de la migracién, se observo en las
células de los explantes inyectados con Dsh-DEP+ (n= 30) (C), o con el dnWnt11 (n= 12} (D), comparado con las
células de los explantes control (n= 60) (B). (E) estadistica de al menos tres experimentos independientes realizados.

(F, G, H, 1) fotos representativas del experimento de fime-/apse, mostrando el comportamiento de la membrana
plasmaética de los explantes contral (F, G), y de los explantes inyectados con Dsh-DEP+ (H, 1). (J) cuantificacion de la
actividad de la membrana plasmatica en los experimentos de time-lapse. Las células de los explantes inyectados con
Dsh-DEP+ retrayeron (withdrawn en el grafico) mas veces su membrana plasmatica que los explantes control. En
cambio, las células de los explantes control fueron “mas activas” en extender (extended en el grafico) su membrana
plasmatica.

(K - P) anélisis de los lamelipodios y filopodios presentes en las células de las CN fijadas durante el experimento de
migracion in vitro. (K, L, N - P) tincidn con faloidina-rodamina (rojo), o con anti-tubulina (verde) (M) de las células de
los explantes de CN control (K - M), o inyectadas con Dsh-DEP+ (N - P). Las cabezas de flecha blanca indican los
lamelipodios, y las flechas blancas indican los filopodios. (Q) cuantificacion de los lamelipodios y filopodios
observados.

(R-T') analisis mediante SEM de los explantes de CN. (R y R’) células control, la flecha amarilla indica un lamelipodio
“‘grande’ orientado hacia el frente de avance. (S y §’) células de la CN provenientes de embriones inyectados con
Dsh-DEP+, las flechas rojas indican los filopodios, los cuales estan presentes en gran cantidad en comparacién al
control. (T y T’) células de la CN provenientes de embriones inyectados con el dnWnt11, las flechas rojas indican los
filopodios. [barra de escala en R-T"; 10um].
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Este trabajo sugiere la participacion de la via de sefializacién no-canénica de
Wnt durante la migracién de las CN en el embrién de Xenopus laevis. Lo mas
documentado en la literatura acerca de esta via, es el papel que juega en la
localizacién/organizacion de los pelos del ala de la mosca Drosophila melanogaster.
Alteraciones en esta via, producen diferentes fenotipos en los que la orientacion y
localizacién de los pelos se ven afectadas (Eaton & Cohen 1996; Gubb & Garcia-
Bellido 1982; Held y col, 1986; Strutt y col, 1997; Winter y col, 2001; Wong & Adler
1993). Una importante caracteristica del mecanismo por el que operaria la via PCP, es
la distribucién asimétrica de sus moléculas dentro de las células. Esto ha sido bien
estudiado en el ala de Drosophila melanogaster, donde las proteinas: Flamingo, Diego,
Frizzled, Dishevelled, Strabismus y Prickle se alinean a lo largo del eje préximo-distal
de cada célula (Axelrod 2001; Bastock y col, 2003; Feiguin y col, 2001; Shimada y col,
2001; Tree y col, 2002; Usui y col, 1999). Varios estudios sugieren que Frizzled tiene
un papel clave en la via PCP, en el que este receptor actuaria como un sensor de la
informacion posicional dentro de la célula. Sin embargo, las moléculas que preceden la
activacion de Wnt siguen siendo un misterio. Se ha propuesto que las proto-caderinas
Fat y Dachsous, modularian la via PCP previo a la interaccién Frizzled/Dsh, en donde
un gradiente de actividad de Fat, estableceria la localizaciéon asimétrica de estas
moléculas (Ma y col, 2003; Rawls y col, 2002; Yang y col, 2001). Sin embargo, el

origen del gradiente de actividad de Fat aun se desconoce.

Uno de los mas atractivos modelos de informacion posicional propuestos hasta
ahora, se basa en la presencia de un morfégeno que activaria a Frizzled de forma
dosis-dependiente (Adler y col, 2000; Fanto y col, 2003). La evidencia experimental,
sugiere que esta molécula podria pertenecer a la familia Wnt, ya que son las Unicas
proteinas conocidas que se unen a los receptores Frizzled. A favor de esta hipotesis,
estan los resultados de este trabajo, los que muestran una expresion localizada de
Wnt11 justo en el borde de las CN premigratorias (fig. 7). Por otra parte, otros
miembros de la familia Wnt que participarian en la via no-canoénica -como Wnt4 vy

Whnt5a-, no tienen un patrén de expresién que se correlacione bien con una funcién
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durante la migracién de las CN (McGrew y col, 1992; Torres y col, 1996). Ademas, los
estudios funcionales utilizando el dnWnt11, también apoyan la idea de que Wnt11 es

esencial para la migracion de las CN en Xenopus laevis.

Los experimentos de sobreexpresion localizada de Wnt11, sugieren que esta
molécula es esencial para la migracion de las CN. En primer lugar, la sobreexpresion
de Wnt11 en toda una mitad del embrién, alteré la migracion normal de las CN (fig. 8).
En segundo lugar, cuando Whnt711 se sobreexpresé en forma localizada (detras de su
expresion normal), la migracién de las CN también fue alterada (fig. 9). En tercer lugar,
cuando Wnt11 se sobreexpresé en la ruta normal de migracién de las CN, las células
migraron activamente hacia el lugar de expresion de Wnt11 (figs. 9 y 10). En conjunto
estos resultados sugieren, que la expresion localizada de Wht11 es necesaria para
activar la via no-canénica de Wnt y modular la migracién de las CN. Aun se desconoce
la funcién molecular de la expresion de Wnt11 cercana a las CN. Sin embargo, en
Drosophila melanogaster, se ha sugerido que un gradiente de Wnt11 permitiria la
expresion/localizacién asimétrica de proteinas en la superficie de la membrana

plasmatica, lo cual orquestaria la direccionalidad de migracién de las células.

Ademas de las pruebas que sugieren que la expresion localizada de Wnt11 es
necesaria para la normal migracién de las CN, los experimentos usando los mutantes
de Dsh muestran que la pérdida de sefializacién de la via no-candnica de Whnt,
interfiere con la migracién de las CN. Por ejemplo, Dsh-DEP+ es un dominante
negativo de Dsh que contiene sélo el dominio DEP de la proteina, y carece de los
dominios DIX y PDZ. Este constructo, ha sido un reactivo ampliamente usado para
analizar el rol de la via no-canénica en otros modelos de migracion celular, ya que
bloquea la via no-candnica de Wnt sin afectar |la sefializacion de Wnt canénica (Tada &
Smith 2000). En este trabajo, al utilizar este mutante se produjo una fuerte inhibicién de
la migracién de las CN tanto in vivo (fig. 6) como in vitro (fig. 12). La sobreexpresion de
Dsh-DEP+ no afecté la expresiéon del marcador especifico de CN Xslug (fig. 5),
sugiriendo que la falta de sefializacion no-canénica de Wnt no participa en la inducciéon
de estas células. Otro mutante de Dsh -dd1- también alterd la migracién de las CN

(datos no mostrados). Sin embargo, este constructo interfiere a la vez con la via
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candnica de Wnt (Tada & Smith 2000), y por ende reduce la induccién de las CN
(Bastidas y col, 2004).

La sobreexpresion de Wnt11 afectdé la migracién normal de las CN. Sin
embargo, en algunos casos también afectdé su induccién (datos no mostrados). Este
efecto, puede explicarse como el resultado de una alteracion en el desarrollo del
mesodermo, o inhibicién de la via canénica mediada por sefiales generadas por Wnt
no-candnicos (Maye y col, 2004; Prieve & Moon 2003; Torres y col, 1996). Por otra
parte, resultados generados por nuestro laboratorio muestran que la inhibicién de la via
canonica de Wnt, utilizando un dominante negativo del factor de transcripcién Tcf, no
inhibe la migracién de las CN en el embrion de Xenopus laevis (Romero y Mayor, datos
no publicados), lo que apoya la idea de que vias distintas participarian en los procesos
de induccién y migraciéon de las CN.

A pesar de que el o los receptores especificos para Wnt11 aun son
desconocidos, existe evidencia experimental que involucra a Fz7 y Fz2 en la via de
sefializacién no-canénica de Wnt. Sin embargo, Fz7 es la Unica molécula que se ha
descrito que participa en la gastrulacién de vertebrados (Carreira-Barbosa y col, 2003;
Djiane y col, 2000; Kuhl y col, 2000; Medina y col, 2000; Sumanas & Ekker 2001; Wang
& Malbon 2004; Winklbauer y col, 2001). Ademas de estos antecedentes, este trabajo
muestra que Fz7 se expresa en una poblaciéon de las CN, justo antes y durante la
migracion de ellas. Cabe destacar que si se compara la expresién de Fz7 con el
marcador de CN Xslug, sélo una subpoblacion de las CN expresa el receptor para
Wnt11 (fig. 7). Las células que expresan Fz7, son las mas cercanas a las que expresan
Whnt11, y serian las primeras en iniciar la migracién. Por lo tanto, el patrén de expresion
de Fz7 se correlaciona con el modelo propuesto por este trabajo, en el que Fz7 seria el
receptor usado por Wnt11 para regular la migracién de las CN. Alternativamente,
otro(s) receptor(es) podria(n) estar involucrado(s), ya que se ha descrito que existe un
cierto grado de promiscuidad entre los ligandos usados por los receptores Frizzled. En
este trabajo, no se investigd si las CN lejanas a |la expresién de Wnt11, son capaces de
recibir 0 no esta sefial. En relacion a este mismo punto, la mayoria de los trabajos en la
literatura sugieren que Wnt funcionaria como ligando de corto alcance (Arias 2003;
Christian 2000).
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La participacion de la via no-canénica de Wnt durante los movimientos celulares
que ocurren durante la gastrulacion han sido bien caracterizada en vertebrados. Sin
embargo, los mecanismos moleculares por los que Whnt controla estos movimientos son
todavia un misterio. Para el caso de la migraciéon de las CN, sus células pasan por un
dramatico cambio conocido como la transicién epitelio-mesénquima. Este fenémeno
requiere la delaminacién de las células de la CN -facilitado por la degradacion de la
matriz extracelular y la pérdida en la adhesién celular-, y una subsecuente activacion
de la maquinaria de movilidad de las células -por ejemplo, la expresion de Rho y Rac-

GTPasas para la modulacion del citoesqueleto-, lo cual es esencial para la migracion.

Los resultados de los experimentos utilizando los mutantes de Dsh y Wnt11,
muestran que la inhibicién de la migracion tanto in vivo como in vitro son compatibles
con la idea de que existiria una inhibicién ya sea en la delaminacién, o en la posterior
migracion de las CN. Conforme a esta proposicion, la expresion localizada de Wnt11
(usando injertos de tejido que sobreexpresan Wnit117; figs. 9-11), muestra un efecto
sobre la migracién de las CN, que a su vez depende de la posicion del injerto, o dicho
de otra manera, depende de la ubicacion de la fuente de expresion de Wnt11.
Teniendo en cuenta estos resultados, Wnt11 podria modificar los procesos celulares
involucrados en la delaminacion y/o migracién de las CN, sugiriendo que las células
necesitarian de estas sefiales para una adecuada migracién celular. Si la inhibicién de
la via no-canénica de Wnt afecta especificamente a la delaminacién de las CN previo a
la migracién, o a éste ultimo proceso, es algo que falta por analizar. Sin embargo, los
experimentos in vitro de migraciéon usando explantes de las CN, que sobreexpresan
Dsh-DEP+ o el dnWnt11 y su posterior analisis mediante SEM, sugieren fuertemente
que la capacidad para formar lamelipodios y filopodios se modifica (fig. 12). Este ultimo
resultado, podria explicarse por una perdida en la distribucién polarizada de alguna de
las moléculas involucradas en procesos de migracion celular, tales como Rho, Rac u
otras GTPasas.

La posibilidad de que la expresiéon de Xs/ug, encontrada en la base de los
injertos (fig. 10), se deba a una induccién de las CN en el tejido transplantado, y no a

una atraccion de las CN endégenas, se puede descartar por evidencia experimental
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previa (Bastidas y col, 2004; Mancilla & Mayor 1996), ya que la capacidad del
ectodermo para responder a las sefiales inductivas de las CN se ha perdido previo al

momento en el que se realiz6 el trasplante (E12).

El analisis de los filopodios y lamelipodios presentes en las células de las CN
durante los ensayos de migracion in vitro, sugieren fuertemente que la sefializacion no-
canénica de Wnt participa en la formaciéon de estas prolongaciones. La inhibicién de
esta via mediante |la sobreexpresion de Dsh-DEP+ o del dnWnt11, aumentd el niumero
de células con filopodios “aleatorios” o menos polarizados. Resultados similares,
también se han descrito durante la gastrulacién de Xenopus /aevis y en embriones del
pez cebra (Ulrich y col, 2003; Wallingford y col, 2000).

Dado los resultados obtenidos en este trabajo, se puede concluir que Wnt11
modularia la adhesion celular y/o el comportamiento del citoesqueleto durante la
migracién de las CN. Su actividad, permitiria establecer de manera polarizada los

filopodios y lamelipodios involucrados durante este Ultimo proceso.
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