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RESUMEN

La migración de las crestas néurales es un proceso complejo que involucra la

delaminac¡ón de estas células desde un tej¡do epitelial llamado neuroectodermo, y su

poster¡or desplazamiento hacia diferentes partes del embrión de los vertebrados. Este

trabajo demuestra, por primera vez, que la falta de señalización no-canónica de Wnt

afecta la migración de las crestas neurales del embrión de Xenopus /aevis. Los efectos

observados al expresar diferentes mutantes de la proteína Dishevelled, perm¡tió

concluir que la vía de señalización canónica de Wnt participaría principalmente en la

inducción de las crestas neurales, mientras que la vÍa no-canónica de Wnt controlaría

su migración. Experimentos de transplante de crestas neurales, que sobreexpresan

distintos mutantes de la proteína Dishevelled, muestran que la falta de señalización de

la vía no-canónica de Wnt es esencial para la migración de las crestas neurales.

Complementar¡o a estos resultados, mostramos que el RNAm de Wnt11 se expresa en

una región adyacente a las crestas neurales. A su vez, una subpoblación de las crestas

neurales expresan el RNAm para el receptor Wnt no-canónico: Frizzled-7.

Experimentos de pérdida y ganancia de func¡ón de Wnt11 , sug¡eren que este ligando

es necesario para la migración de las crestas neurales in v¡vo. Adernás, se demuestra

que la sobreexpresión localizada de Wnt11 es capaz de atraer a las crestas neurales

hacia regiones de mayor concentrac¡ón de este ligando. Por último, estudiando la

migración de las crestas neurales in v¡tro, se observó que la vÍa de señalización no-

canónica de Wnt participa en la estab¡lización ylo formación de los lamelipod¡os y

filopodios en las células de la cresta neural. En conjunto, estos resultados sug¡eren

fuertemente que la vía no-canónica de Wnt part¡c¡pa polarizando a las células de la

cresta neural, lo cual les permitiría orientar su migración hacia rutas específicas dentro

del embrión.
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ABSTRACT

Migration of the neural crest ¡s a complex process that involves delamination of

its cells from an epithel¡al tissue called neuroectoderm, and its subsequent movement

to different parts of the vertebrate embryo. This work demonstrates for the f¡rst t¡me,

that lack of the non-canonical wnt s¡gnal¡ng, affects the migration of neural crest cells of

xenopus /aevls embryo. The effects observed when expressing different mutants of the

prote¡n 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 ¡ts migration. Grafts of neural crest tissue, overexpressing d¡fferent non-

canonical Dishevelled mutants, show that the lack of signaling through the non-

canonical Wnt iS essent¡al for neural crest migrat¡on. Complementary to these results,

we show that wntl 1 mRNA is expressed in a region adiacent to the neural crest- ln

turn, a subpopulat¡on of neural crest expresses the mRNA for the non-canonical wnt

receptor, Frizzled-7. Exper¡ments of loss- and ga¡n-of-function of wnt11, suggest that

this ligand is required for neural crest m¡gration in vivo. Furthermore, we show that

localized overexpression of wntl1 ¡s able to attract neural crest cells to regions of

h¡gher concentrat¡on of this ligand. Finally, study¡ng the neural crest m¡grat¡on ln vifro,

we observed that the non-canonical wnt signaling pathway, part¡cipate ¡n the

stabilization and/or formation of lamellipodia and filopod¡a in the neural crest cells

Taken together, these results strongly suggest that the non-canonical wnt s¡gnaling

pathway is involved in polarizing the neural crest cells, allowing them to guide their

migration to spec¡fic routes with¡n the embryo.
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INTRODUCCIóN

Las crestas neurales (CN) son una población de células totipotentes. exclusiva

del embrión de los vertebrados de la cual se originan diferentes linajes celulares. su

apar¡c¡ón durante la evolución esta estrechamente relac¡onada con la adquisición de

estructuras cefálicas en los vertebrados (Gans & Northcutt 1983; Meulemans &

Bronner-Fraser 2004; Northcutt & Gans 1983). Desde su descubrimiento y

caracterización, las CN han sido consideradas como la "cuarta capa germinal", dado ei

vasto repertorio de tipos celulares que formarán en el indiv¡duo adulto; siendo el

endodermo, mesodermo y ectodermo las tres capas de tejido embrionario que se

forman como consecuencia de la gastrulac¡ón (Hall 2008) (fig. 1).

cétulas "en botella" lre§o.l€.mo Dorsal

Blsstocele

B¡aslocele

Figu.a I

Endodermo, mesodormoy éctodormo: las lres capas g.miñátés delémbr¡ón de los v€rtsbrados.

El esquema .epresenla los movimierios celulares que ocur.en du.anie la gastrulación en élembrión deXenopus laevis.
Todo comierza por la migración de las céluls§ "en botella" hacla el interior del émbdón justo eñ el labio dorsal del
blastoporo. Por esle mismo lu0ar, las células precursoras del mésodermo m¡gran por el techo del bla§tocele por debajo
delfuturo ectode.mo. Eslos movimienios celulares, forman el a.quénteron o inteslino pr¡mitivo, Io qLre al mismo iiempo
desplaza la cav¡dad blastocélice. Hacia el final de la gaskulación, es pos¡bl€ distinguir al rnesos tres capas dé tejido
embrionario, las que debido a su ubicación relativa, se denominan: ectodermo (capa exlema), mesodermo (capa

internedia), o endodermo (capa intemá).

[Adaptado de: Scott F. Gilbell, Deve.lopnental B¡ology 120O3)l

Las CN se originan tempranamente durante el desarrollo embrionario,

especificamente en el borde o cresta del pliegue neural (de ahí el origen de su

nombre), exactamente en el límite entre la placa neural y Ia epidermis (fig.2A). La

¡nteracc¡ón entre estos dos tqidos a n¡vel molecular, además de las señales

procedentes del mesodermo, tienen como consecuencia la inducción de los genes

maestros que controlan el desarrollo y diferenciación de ¡as CN. Algunas de las

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



hueso (BMP), el factor de crecimiento de fibrobtastos (FGF)' las proteinas Wnt' el ácido

retinoico (RA), y las proteínas Dickopf (Dkk) y Cerberus (Cer)' entre otras (fig 2B)'

(Aybar & Mayor 2002; Basch y col, 2004; Dcrsky y col' '1998; Heeg-Truesdell &

LaBonne 2004; Huang & Saint-Jeannet 2004; Knecht & Brr:nner-Fraser 2002; Mayor &

Aybar 2001).

Ectodermo Neural
fPlaca Neufal)

Fuluaás
Cre§las
Neurales

Éctodermo
lJeuralel

F§F
&.4

F¡gura 2

Lascrestasneuralesséorlglnancomocon§ecuenciadela§señáIesprocec{entesdelaepidelm¡§,delaplaca
neural, y elmesodermo.

(A) esqlema quÉ muesra la tormaciÓn de as céLrlas 
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Una vez que las CN son inducidas en el borde de la placa neural, sus células se

delaminan y migran a lo largo de rutas altamente específicas y conservadas en el

embrión de cada vertebrado (figs. 3A y B), alcanzando diferentes s¡tios donde darán

origen a una gran divers¡dad de t¡pos celulares, como: melanocitos, células del tejido

conectivo del cráneo, neuronas y células de Schwann del sistema nervioso periférico,

entre otros (fig. 3C). Algunas de las moléculas que participan en la delaminación y

poster¡or migración 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,200í; Sela-Donenfeld & Kalcheim 1999,2000; Takeichi y

col, 2000; Vallin y col, 199e). A la fecha, las señales moleculares que controlan la

m¡gración de las CN son todavía poco claras. Aún se desconoce cuál o cuales serían

los factores solubles que median la comunicación entre el medio ambiente extracelular

y el citoesqueleto al interior de las CN.

xii



"*.,j*"-r..* &
f 

neuronas Y qlia melanocitos

Notocorda

Figura 3

Las células de la cresta neural migran por rutas allamente conseryadas en el embr¡ón de Xeropus
Iaevis, y dan origan a una gran d¡versidád de lina¡es celulares.

(Al esquema .esumen de las rutas migratorias de las CN en el embrión de Xenopus laev¡s. Las flechas de
color verde represenlan las lres principales coniantes cefálicás: mandibular (ma), hyoides (hy), y bra¡quial
(br). Las fechas de coor rojo y púrpura representan las corr¡entes migratorias del tronco: 1 (ventral); 2
(dorsal); 3 (lateraD; 4 (alrededor de la cola); 5 (entéñca/aleta vent€l). e: ojo; o: vesícula ót¡ca; Nn tubo
neural. [Adaplado de: Mayo¡y col-, cútent fop¡cs ¡n Developñental aíorogy (1999I

(B) embr¡ón de Xenopus /aev,s en estadio 25 fotografiado baio luz uliravioleta. En verde (fluoresceina
dextrano), se aprecian las tres coÍientes migratonas celálicas de las CN: mandibular (ma), iryoldes (hy). y
branquial (br). lFotografia tomada por Jaimo De Gali§tol

(C) luego del ciene deltubo neural, las células de la CN delaminan y migrán a distintas regiones del embrión
de Jos veñebrados, en donde darán origen a una gran dive.sidad de t¡pos celulares-
[Adaptado d.: Acloque y col., fhe Joumal ol Clinicel ¡nvestigation (200911

El mesodermo, es otro tejido embrionario que esta en constante mov¡miento

durante etapas tempranas del desarrollo. Estudios real¡zados en el pez cebra y en

embriones de Xenopus /aevis, sugieren que la migración de las células mesodérmicas

durante la gastrulación, dependería de factores similares a los que participan en la vía

de señalización no-canónica de Wnt o PCP (Polaridad Celular Planar) en Drosophila

melanogaster (Keller 2002; Mlodz¡k 2002; Myers y col, 2002; Ueno & Greene 2003;

Veeman y col,2003a; Wallingford y co|,2002). En vertebrados, los mov¡mientos de

Huesoa
del cráneo

', 
to 

)
l,l
\L/

odontoblastoa

xr tl



extensión convergente del mesodermo también son regulados por la vía de

señalización no-canónica de Wnt, llamada también como PCP/Wnt-Ca2*. Esta vía, tiene

a la proteína Dishevelled (Dsh) como eslabón entre el receptor de wnt (Frizzled) y

otras proteínas del citoplasma. Dsh también part¡c¡pa en la vía canónica de wnt,

controlando en parte la inducciÓn de las cN a través de la activación de factores de

transcripción mediados por el complejo p-catenina/Tcf/Lef (sa¡nt-Jeannet y col, 1997)

(fis a)

A pesar de que Dsh está involucrado en dos procesos dist¡ntos durante el

desarrollo embrionario, se ha descrito que un dominio específico de esta proteína

participaría exclusivamente en la vía no-canónica de wnt (Axelrod y col, 1998; Boutros

& Mlodzlk'1999; He¡senberg y col,20OO; Tada & Smith 2000; Wallingford y col' 2000)'

Alteraciones en la vía de señal¡zación no-canónica de Wnt, afectan a los movimientos

de elongación mediolateral del mesodermo, así como la estab¡l¡zación de las

prolongaciones de la membrana plasmática de este tejido durante la gastrulac¡ón en

Xenopus /aey,s (Wallingford y col, 2002). Además, la interferenc¡a en la señalización

no-canónica de Wnt en embr¡ones de pez cebra, de Xenopus /aevis o de ratón, ya sea

genéticamente o mediante el uso de morfolinos, produce defectos en la extensión

convergente del mesodermo y 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,

2OO2: 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 señales

extracelulares que controlan el citoesqueleto.

Teniendo en cuenta la participación de la vía no-canónica de Wnt en

distintos movimientos celulares que ocurren temprano en el desarrollo de los

vertebrados, en este Seminario de Título se decidió estudiar el papel de esta vía

de señalización en la migración de las CN, usando como modelo el embrión de

Xenopus laevis,

xiv



Figura 4

La proteina Dishevelled es el factor común entre la vía canónica y

no-canón¡ca de Wñt.

Esqüer¡a que representa las diferentes vías de señalJzaclón mediada por las

.,,c,iÁin". Únt. La activaclón de ia via canónica de Wnt (en el centro de la figura)'

i"n" 
"á.o 

consecuencra la tíansiocación hacia el núcleo de 8-cateñ¡na' ia cual se

une a factores de transcripciÓn pedenecienies a la famllia Tcf/Lef, permitlendo asi la

táÁ."i¡p"lá.r¡. un conlunto paáicular de genes. En ausencra de iá 
-señalización 

wnt'
B-catenina es deqr¿dadd oor e' coo-pleló flJriprolelco APC/AXIN Por §u pane la

!"i,ruiá" á" la r¡á no-can'ón,"u de Wnire<lrenos rzqLrrerdo y de¡ecl o de ¿ frgur'r)'

rn"iááá pái¿iu"r.us qujnasas, incluyendo las proteinas Rho y Ras-GTPasas' JNK'

CaMKil, y PKC, tiene como conse"uencias un aumento intr¿celul¿r de Ca2'y la

regulación del c¡toesqueleto.

se nocillla oue la lnteracclón entre los diferentes ligandos Wnt y sus receptores

r¡.liJ-ti.i fermilirta la activacron diferencial de la proteina Dishevelled (Dsh)' y

oor ende r¿s drlerenlps v,as desc_las
iAdrptudo a", Klipp y L¡eberme¡sler. BMc Neurcscience (2006)l



HIPOTESIS

Tomando en cuenta los antecedentes mencionados anteriormente, y cons¡derando que

a la fecha no hay estudios que relac¡onen esta vía de señalizac¡ón con Ia migrac¡ón de

las crestas neurales, este Sem¡nar¡o de Título planteó la siguiente hipótesis de trabajo:

"La vía no-canónica de Wnt controla la mígracíón de las crestas neurales en el

embrión de Xenopus laevis, ya sea afectando la delaminación de sus células o su

posterior migración".

OBJETIVO GENERAL

Estudiar la participación de la vía no-canónica de Wnt durante la migración de las

crestas neurales en el embrión de Xenopus laevis.

OBJETIVOS ESPECíFICOS

1. Estud¡ar la part¡c¡pac¡ón de la vía no-canónica de Wnt en la inducción y

migración de las crestas neurales de Xenopus laevis.

2. Determinar el patrón de expresión de los ligandos y receptores de la vÍa no-

canónica de Wnt en el embrión de Xenopus laev¡s.

3. Estudiar la participación de la vía no-canónica de Wnt durante la m¡gración ,n

vitro de las crestas neurales, y su rol en la formación de filopodios y

lamel¡podios.
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MATERIALES Y MÉTODOS

Manejo de an¡males y fecundación de los óvulos de Xenopus /aevis:

Ejemplares adultos de Xenopus /aeyls se mantuvieron en cautiverio con al¡mentación

trisemanal y ciclos de luz-oscuridad conirolados. La ovulaclón se indujo art¡fic¡almente

mediante la inyección de I 000U. L de la hormona gonadotrop¡na coriónica humana en

el saco linfático dorsal de las hembras, l5 horas previo al experímento. Los

espermatozo¡des se obtuvieron mediante ¡a disgregac¡ón mecánica de los testículos de

los machos. La fertilizac¡ón se realizó en placas de Petri de vidr¡o por mezcla d¡recta de

los ovocitos y esperm¡os. Se utilizó una soluc¡ón de c¡steína al 2o/o e¡ 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 14o y 23oC en NAM 1/10. Para catalogar el estadÍo

embr¡onar¡o, se usó la tabla de desarrollo de Nieuwkoop y Faber (1967) para Xenopus

laevis.

Reactivos y soluciones:

Anticuerpos Fab-AP (Fragment ant¡gen binding-Alkaline Phosphatase) anti-

digoxigenina y ant¡-fluoresceína (Roche); BCIP (50m9/ml en 1o0o/o de

d¡metilformam¡da); BMBR (Boehringen Manheim Blocking Reagent); cisteína (Merck);

MAB (Maleic Acid Buffer) (ácido maleico 100mM, NaCl 150mM, pH 7,5); ficoll
(Polisacarosa-400, NYCOMED); HzO-DEPC (500p1 de DEPC para 1L de H2O

destilada. Dejar reposar un dÍa y luego autoclavar); hormona gonadotropina

coriónica humana (hCG 5000 U.1., lntervet, Chorulon); MBS (NaCl 88mM, KCI 1mM,

NaHCOa 2,4mM, CaNO3 0,3mM, CaCl2 0,41mM, MgSO¡ 0,82mM, gentamicina

[50p9/ml], hepes 1SmM, pH 7,6); medio de mantenc¡ón de los testículos: MBSHS

10X (para 100mL: 5,139 NaCl, 75mg KCl, 29 MgSOr.7H2O, 23,89 hepes, una vez

mezclado agregar 7mL de CaClz 0,1M y 4mL de NaCl 5M); MEMFA (formaldehfdo 4%,

MOPS 0,1M, MgSOa 1mM, EGTA 2mM, HzO-DEPC); NAM A 10x (NaCl 11OmM, KCI

2mM, CaNO3 1mM, MgSOa lmM, EDTA 0,'1mM); NAM B 10X (Na2HPO4*12H2O 2mM);

NAM C 100X (para 100mL: 0,84029 de Na2HCO3); NAM 1/10 (para 1L: 10mL de NAM

A 10X, 1OmL de NAM B 10X, 1mL de NAM C 100X,'lmL de estreptomic¡na [smg/ml]);
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NAM 3/4 (para 1L: 75mL de NAM A 10X, 75mL de NAM B l0X, lmL de NAM C 100X,

1mL de estreptomic¡na [smg/ml]); NAM 3/8 (para 1L: 37mL de NAM A 10X,37mL de

NAM 8.10X, 1mL de NAM C 100X, 1mL de estreptomicina [Smg/ml]); NBT (73m9/mL

en 7Oo/o de d¡met¡lformamida); soluciones para lavado de sonda: solución I
(formamida 50%, SSC 2X, 0j% v/v Tween-2O); solución 2 (formamida 25%, SSC 2X,

0,1o/o vlv Tween-2o); solución 3 (formam¡da 12,5%, SSC 2X, 0,1o/o v/v Tween-20);

solución 4 (SSC 2X, O,1o/o vlv Tween-2o); solución 5 (SSC 0,2X, 0,1o/o vlv Tween-2o);

solución blanqueadora (HzOz 1o/o, formamida 5olo, SSC 0,5X); tampón AP (Tr¡s

100mM, MgClr 50mM, NaCl 100mM,0,1% Tween-2o, pH 9,5); tampón citrato (SSC

20X) (NaCl 3M, citrato de sodio 0,3M pH 7,4); tampón Danilchik (NaCl 53mM,

NaHCO: 1SmM, gluconato de potas¡o 4,5mM, MgSOa 1 mM, CaClz 1mM, cocoil

isetionato de sodio (CHTOH-CH.SOzONa) 27mM, llevar a pH 8,3 con NazCOs); tampón

de hibridación (formamida 50o/o, SSC (5x), ácido r¡bonucleico t¡po Vl [1mg/ml],
heparina 100¡:g/ml, Denharts (1x), Tween-2o (0,1%), EDTA (1omM), CHAPS (0,1%),

en H2O-DEPC); tampón MBS (Modified Ba¡fh's Solution) (NaCl 88mM, KCI I mM,

NaHCO¡ 2,4mM, CaNO: 0,3mM, CaCl2 0,41mM, MgSO¿ 0,82mM, gentamicina

sopg/ml, hepes 1smM, pH 7,6).

Transcripción ¡n vitro y m¡croinyección de RNAm:

Todos los cDNAs se linearizaron y transcribieron de acuerdo al protocolo original

descrito por Harland y Weintraub (1985). En breve, la transcripción rn yftro de los

RNAm se realizó mezclando 1pg de plásmido linearizado, 2,5p1 de tampón de

transcripción 10x, 2,5p1 de DTT 0,1M, 2,5p1 de mezcla de nucleót¡dos, 5pL de CAP

GTP 2,5pM, 1pL de RNAsin (20U), 1pL de la RNA polimerasa respectiva y HrO-DEPC

hasta completar 25¡LL. La mezcla se incubó a 37oC por 20 minutos para luego agregar
'1¡:L de GTP 25pM y continuar con la incubación a 37oC. Después de 2 horas, se

agregó 1pL de DNasa I y se continuó con la incubación a 370 C durante otros 30

minutos. El RNAm se purificó por columnas (Quick SpinrM Columns) siguiendo las

instrucc¡ones del fabricante. Como marcador de linaje, se usó fluoresceína-dextrano

(FDX), el cual se co-inyectó junto a los RNAm correspond ientes, Para la microinyección

se usaron micropipetas de v¡dr¡o 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 uñ puller (Magnetic Glass Microelectrode Horizontal Puller; PN-

30/Narishige). Las m¡cro¡nyecciones se realizaron en estadíos de 2-16 células en NAM

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

Constructos para microinyección de RNAm:

Constructos donados por Masazumi Tada: Wnt11 , dnWntl l , Dsh-DEP+, Osh-AN

(Tada & Sm¡th 2000), constructos donados por Sergeil Sokol: dd'l y dd2 (Sokol 1996).

Hibridación in sifu:

Se usaron sondas de RNA anti-sentido conjugadas con digoxigenina o con

fluoresceína. Las muestras se procesaron según 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-h¡drataron con lavados sucesivos de 5 minutos cada uno con metanol 75%o,50o/o,

y 25o/o vlv en H2O-DEPC, para luego ser permeabilizados con una solución de

PBS/Tween-2o 0,1% (PTW. Los embriones se incubaron por 6 horas a 65"C en

tampón de hibridación y luego se incubaron toda la noche a 65'C con la sonda de

interés (disuelta en tampón de hibridación). La sonda se lavó mediante ¡ncubaciones

sucesivas de l0 minutos cada una con las soluciones de lavado: 1,2,3 y 4 a 65"C. El

último lavado se realizó por 30 m¡nutos con la solución de lavado 5. Luego, Ios

embriones se permeab¡l¡zaron con PTW y se incubaron con agitación leve a 4'C por 2

horas con la solución de bloqueo (MAB + 2% BMBR), y después toda la noche con el

ant¡cuerpo correspondiente (anti-digoxigenina (l/3000) o anti-fluoresceÍna (1/4000)

diluidos en solución de bloqueo). El anticuerpo se lavó seis veces con MAB por 30

minutos cada vez. Luego, los embriones se incubaron dos veces por 5 minutos en

tampón AP, y se tiñeron con los reactivos NBT/BCIP (color púrpura), o con BCIP (azul

verdoso) a 37"C en oscuridad. Para term¡nar la reacción, se lavó dos veces con

tampón AP y luego se fijó en formaldehÍdo 3,7o4 por una hora a temperatura amb¡ente.

Finalmente, los embriones se incubaron bajo luz fluorescente en solución blanqueadora

por 30 a 60 minutos.
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Constructos para sondas de RNAm anti-sentido:

Xslug (Mayor y col, 1995), F¡izzled-7 (Medina y col, 2000), Xwntl I (Ku & Melton

1993).

Sondas de RNAm anti-sentido:

Se usaron sondas conjugadas a digoxigenina o fluoresceína (NTP'i': 7,1¡rL de GTP,

CTP y ATP 100mM,4,6¡:L de UTP 100mM,25p1 UTP-digoxigenina 1OmM ó 25UL

UTP-fluoresceína 1OmM, 234pL de HrO-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 RNAm de Dsh-DEP+ y FDX en el estadío de una célula en NAM

1/10. Luego, la envoltura vitelina de los embriones donantes se removió en los estadíos

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 sólida en

uno de sus extremos) y pinzas punta f¡na (Dupont N"5) en NAM 3/8. La cirugía se

realizó en placas de Petri recubiertas con agarosa al 2o/o para evitar que las CN se

adhirieran al fondo. En los embriones receptores, se disecó una superficie similar al

tamaño de las CN donantes, dejando intacto el mesodermo. Luego, las CN se

injertaron en el embrión receptor y se cubrieron con un cubreobjetos para ayudar a la

¡ncorporación 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 estadíos

migratorios de las CN (821-23). Se utilizó un microscopio de ep¡fluorescencia para

visualizar el progreso del experimento.

Disección de las crestas neurales, cultivos in vitro, time-lapse y tinción del

citoesqueleto:

Los cultivos in vitro de las CN, se realizaron según el protocolo descrito por Alfandar¡ y

col. (2003) y Borchers y col. (2001). Brevemente, se removió la envoltura v¡tel¡na de los

embr¡ones en estad¡os 14-15,y luego, en el estadío 17, se disecaron las CN, tal como

se describió prev¡amente. Los explantes de CN se incubaron en tampón de Danilch¡k
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suplementado con 1mg/ml de BSA + Sopgiml de gentamicina por 30 minutos a

temperatura ambiente. Luego, los explantes se transfir¡eron con una p¡peta Pasteur a

una placa de Pefi que tiene en el fondo var¡os cubreobjetos redondos recubiertos

previamente con fibronectina [20p9/ml]. Los explantes se incubaron a 14-21"C por 10-

12 horas, o hasta que las CN migraron. Para registrar la migración celular, se utilizó

una cámara Jenoptik/CAM Jena, acoplada a un microscopio Nikon Eclipse E1000. La

actividad de la membrana plasmát¡ca de cada célula (denominada de aquí en adelante

como prolongaciones) se cuantificó según los siguientes parámetros: prolongaciones

nuevas; en retirada; o estables, (ambas presentes en el pr¡mer y último fotograma de la

película). Se realizó tinción con rodam¡na-falo¡dina (Sigma-Aldr¡ch) para visualizar los

filamentos de act¡na, y con el ant¡cuerpo anti-tubulina (Sigma-Aldrich) para teñir los

m¡crotúbulos. Brevemente, las células se fijaron en formaldehído dl 4o/o, se lavaron tres

veces con PBS 1X y luego se permeabilizaron por 5 m¡nutos 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 ('ll1000 en PBS/BSA 1%), o con anti{ubulina (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 ant¡-lgc FITC (1/200 en PBS/BSA 1%). Finalmente,

las células se lavaron y montaron en portaobjetos, ut¡lizando el medio de montaje

FluorSavem (Calbiochem). Los lamelipodios se denominaron como "grandes" cuando

ocuparon más de 1/3 del borde de cada célula, y como "normales" cuando fueron más

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

Preparación de los cubreobjetos recubiertos con fibronectina:

La f¡bronect¡na (Sigma) se diluyó en PBS 1X a una concentración final de 2Opg/mL. Se

agregaron 30pL de la solución a cada cubreobjeto y se incubaron a 4'C toda la noche.

Los cubreob¡etos se lavaron 3 veces con PBS 1X, y se incubaron con PBS/BSA 1olo por

2 horas a temperatura ambiente (como mín¡mo) antes del experimento. El exceso de

BSA, se lavó con MBS justo antes del experimento.
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Microscopía electrón¡ca de barrido (SEM):

Los explantes de las crestas neurales se fijaron por t hora a temperatura ambiente en

glutaraldehído al 1 ,5% en tampón cacodilato (0,1 M; pH 7 ,4). Luego, las muestras se

lavaron dos veces con tampón cacodilato, y se incubaron por I hora en 1% de tetróxido

de osmio/tampón cacodilato en oscur¡dad a 4"C. Finalmente, las muestras se lavaron

dos veces con tampón cacodilato y luego se deshidrataron con una serie creciente de

etanol (30, 50, 70, 90 y dos cambios en eianol 100%). Una vez deshidratadas, las

muestras se secaron al "punto crÍt¡co" del COz lfquido, y se recubrieron con oro antes

de ser anal¡zadas mediante SEM, tal como se describe en Sadaghiani y Thiebaud

(1e87).
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RESULTADOS

La inducción de las crestas neurales es controlada por la vía canón¡ca de Wnt

Para evaluar la participacrón de las vías de señal¡zación Wnt en la inducción de

las CN, se sobreexpresaron diferentes mutantes de la proteína Dsh Jos cuales se sabe

afectan específicamente a una de las dos vías- en embriones de Xenopus /aevls. Los

embriones se inyectaron en uno de los blastómeros en estadío de dos células, y luego

se fijaron en etapas premigratorias de las CN (E17). Los efectos de la sobreexpresión

de las proteÍnas mutantes sobre la inducción de las CN, se visualizó mediante la

técnica de hibridación rn slÍu usando como marcador de las CN la expresión del gen

Xslug. El lado inyectado, se identificó por el color azul verdoso que se obtiene de la

inmunotinción contra fluoresceína-dextrano (FDX). La fig.5A, muestra un esquema de

los diferentes constructos de RNAm de Dsh inyectados y sus efectos sobre las vías de

señalización Wnt descr¡tos en la literatura (Axelrod y col, '1998; Boutros & Mlodzik

'1999; Boutros y col, I 998; Smith y col, 2000; Sokol 1 996; Tada & Smith 2000). Los

constructos ddl y dd2, disminuyeron drásticamente la expresión del gen Xs/ug en el

lado inyectado (figs.sB-E; disminución en la tinción de color púrpura). En cambío los

constructos Dsh-AN y Dsh-DEP+, no afectaron la inducc¡ón de las CN (figs. SF-l); se

observa un patrón similar en la tinción de color púrpura tanto en el lado inyeciado como

en el control). Es importante destacar, que la sobreexpresión del inhibidor específico de

la vía no-canónica de Wnt: Dsh-DEP+, no tuvo ningún efecto sobre la inducción de las

CN (figs. 5G,l), sugiriendo que la vía no-canónica de Wnt no part¡c¡paría en la inducción

de las CN en el embrión de Xenopus laev¡s.
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La migración de las crestas neurales es controlada por la vía no-canónica de Wnt

Sobre la base de los resultados anteriores, y para no afectar la inducción de las

CN, en los siguientes experimentos se decidió utilizar únicamente los constructos Dsh-

AN y Dsh-DEP+ para el estudio de la migración de estas células. Para esto, los

embriones se inyectaron como se describió previamenle, pero esta vez se fijaron en

estadíos cuando las CN ya han comenzado su migración (E23-25). La sobreexpresión

de los constructos Dsh-^N y Dsh-DEP+ en una mitad del embrión, afectó el patrón

caracterÍstico de migración de las CN cefálicas (flgs. 6A y B; cabezas de flecha roja). El

lado ¡nyectado del embrión, mostró una distribución difusa en la tinc¡ón para el

marcador de CN Xs/zg sin evidencia de una migración normal de estas células (figs. 6A

y B: cabeza de flecha blanca).

Para descartar cualquier efecto de los mutantes Dsh sobre otras células del

embr¡ón que pudieran estar part¡cipando en la migración de las CN, y además para

¡nh¡b¡r específicamente la vía no-canónica 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 sobreexpresión de la

proteína mutante sólo afectaría a las células de la CN transplantada, y no al embr¡ón

completo. Al igual que en los experimentos anteriores, se usó FDX como marcador de

linaje, pero esta vez, de las células transplantadas- Luego de la cirugía en el estadío de

neúrula (E14-16), los embriones transplantados con las CN que sobreexpresan Dsh-

DEP+ se dejaron desarrollar hasta etapas m¡gratorias de las CN (E26). La posición y

migración de las células transplantadas, se evaluó med¡ante microscopía de

epifluorescencia. Los injertos de las CN provenientes de embr¡ones ¡nyectados sólo

con FDX (usados como control de la migrac¡ón de las CN), mostraron la clásica

distribución de las principales corrientes de migración de las CN cefálicas (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 inhibición de la m¡grac¡ón de las CN (cabeza de flecha en la f¡gs. 6E y G).
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Hasta ahora, nuestros resultados sugieren fuertemente que la vía no-canónica

de Wnt estaría involucrada en la m¡grac¡ón de Ias CN, pero no en su inducciÓn.

HM

Figura 6

La via no-canón¡ca de Wñt cont¡ola la migrac¡ón
de las crestas neurales en el embr¡ón de
Xenopus taeY/§.

(A) embr¡ones inyectados con 1ng del RNArn Dsh-

^N, 
o con 1ng del RNAm Dsh-DEP+ (B) en uno de

los b¡astómeros animales en e¡ estad¡o de ocho
células. Los embr¡ones se cullivaron hasta el eslad¡o
24, donde la expres¡ón del marcador de CN Xs/ug se
evaluó mediante h¡bridación fl s¿u El p¿trón normal
de m¡gración de las CN cefálicas se aprec¡a en el
lado no inyectado del embrión (cabezas de f¡echa
ro¡a: corrientes mandiLtular, h¡oides y b.anquial). En
cambio, el lado inyectado (cabeza dé flecha blanca)
muestra una clara alteración de la m¡gración de las
CN. Dsh-AN: 40olo (n= 60); Dsh-DEP+: 45% (n= 55)

(C) esquema deltranspiante de céluias de la CN.
(D - G) Embriones en el estadio de una célula, fueron
inyectados con FDX sin o con 1ng del RNAm Dsh-
DEP+. Luego, en el eslad¡o 14, las cN se
kansplsntaron a un embrión Gceptor no ¡nyectado.
La migración de las CN se monitorió fi vivo hasta el
estadio 26 con un m¡croscopio de ep¡lluorescencia.

(O y F) emb.ión con transplante de CN conkol,
moslrando el patrón normal de m¡grac¡ón de las CN
cefálicas (957., ,?= 30).

{E y G) embrión transplantado con células de la CN
que sobreexpresan el RNAm Dsh-DEP+. Se aprecia
una completa inhib¡ción de la migración de ¡as CN
cefálicas (95%, a= 2o).

(D y E) embr¡ones fotografiados bajo luz visible y UV
simultáneamenté

(F y G) embriones fotoqraf¡ados sólo baio luz UV
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Wntl1 y Fz7 se expresan en un terr¡torio adyacente a Ia expresión de Xslug

Los resultados anteriores, demuestran la participación de la vía no-canónica de

Wnt en la migración de las CN, por lo que el paso siguiente fue evaluar el patrón de

expresión de los genes involucrados en esta vÍa. Las proteínas Wnt4, Wnt5a y Wnt11,

han sido propuestas como posibles activadores específicos de la vía de señalización

no-canónica de Wnt (Kuhl 2OO2). Sin. embargo, los genes Wnt4 y Wnt5a no se

expresan en un terr¡torio cercano a las CN durante su migración (h¡bridac¡ones rn si¿U

realizadas por Roberto Mayor y Jaime De calisto; datos no mostrados). sugiriendo

fuertemente, que estos genes no participarían en la migración de estas células. Por lo

tanto, se decidió trabajar sólo en el patrón de expresión de wnt11 , y correlaclonarlo

con el marcador de cN Xs/ug durante d¡ferentes etapas del desarrollo de Xenopus

/aevis (fig. 7). Los resultados de la h¡br¡dación in situ para Wntl 1 , mosl¡a¡on que en

etapas previas a la migración de las CN (E17), este gen se expresa adyacente a las

primeras células de las cN que migran rostralmente hacia el eje ventral del embrión

(figs. 7A-C, E-G). Por otra parte, las células que expresan Xs/ug (figs.7A y E)' se

ub¡can justo al lado de una banda continua de expres¡ón de Wnt11 (figs. 78 y F)' Esto

se visualizó mejor al realizar una hibridación rn s,lu doble para Xs/ug y Wnt11, donde se

encontró que Wnt11 se expresa justo en el borde de Xs/ug (figs. 7C y G). Cabe

destacar, que la banda de expresión de Wnt11 , ubicada en la frontera de las CN

cefálicas, no es uniforme, sino que hay regiones donde Wnt1l se expresa con más

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

Aunque todavía no se ha identificado el receptor específ¡co para Wntl 1, existen

ev¡dencias experimentales previas que sugieren como cand¡dato a la proteína Frizzled-

7 (Fz7), ya que este receptor participaría en la vía no-canón¡ca de Wnt en vertebrados

(Carreira-Barbosa y col, 2OO3; Dj¡ane y col, 2000; Medina y col, 2000; Sumanas &

Ekker 2001; Winklbauer y col, 2001). Por ésta razón, se comparó el patrón de

expres¡ón de Fz7 con el de wnt11 y xslug. Los resultados de la h¡br¡dación in situ en

embriones en el estadío 17 mostraron que, Fz7 se expresa en diferentes regiones del

ectodermo neural (Djiane y col, 2000; Wheeler & Hoppler 1999)' las que incluirían una

parte de las CN premigratorias (figs. 7D y H), y una porc¡ón de las CN que han

comenzado a migrar (fig. 7L). AI comparar la expresión de Fz7 y Xslug, se observa que



Fz7 se expresa en una subpoblación de las CN situada adyacente a la región que

expresa Wntl1 (cabezas de flecha púrpura en la fig. 7) en el ectodermo (figs. 7E, G y

H).

En resumen, durante etapas tempranas de la migración de las CN, Wnt11 se

expresa adyacente a las primeras células de las CN que migran, las que su vez

expresan el receptor para Wnt11, Fz7 (frg. 7M). Una vez que el tubo neural se cierra,

las primeras células de las CN migrarían por debajo de la zona de expresión de Wnt11

(fis. 7N).

29



E H

ll

i,

S/ug
Slug+f77
Wntl I

F¡gura 7

Wnt1l y Fz7 ae expresan én el t¡empo y lugar adecuados para desempeñar un rol
en la m¡grac¡ón de las crestas neurales en el embr¡ón de Xenopus laevis.

Para determinar una posible participación de Wnt11 y Fz7 durante la migración de las CN
de xenopus /aevis, se analizó el patrón de expresión de ambos genes y se comparó al
del marcador de CN Xs/ug.

(A, B, l, J) vastas dorsales: (c, D, K, L) üstas laterales.
(A - H) embriones en el estadio 17 mostrando el patrón normal de expresión de: Xs/ug (A
y El. wntl1 (B y F). XsluNntll (C y Gl y Fz7 (D y H). fflecha negra: expresión
intensa de Uryntlr; flecha blanca: expres¡ón débil de Wnt117.
(E . H) cortes transversales de los embriones mostrados en (A - B).
La linea d¡scont¡nua €n (A y B) indica el lugar aproximado donde se realizaron lo§
cortes. [n: notocordai línea discontlnua en (E - H) demarca el endomesodermo].
(l - L) emb,riones en el estad¡o 23 mostrando el patrón de expresión det Xslug lll, wnt11
(Jl, Xslug/wntl1 {K\ y Fz7 (L}. lcabeza de flecha púrpura: ind¡ca la región de expresión
de Wnt11: cabeza de flecha verde: ¡ndica la L¡bicación de las conientes migratorias
cefálicas de las CN; e: ojol.
(M) esquema de un corte transversal de un embnón en el estadio premigratorio de las
CN (El7). y durante la m¡grac¡ón de las CN (E23-25). En (M), una subpoblación de las
CN expresaria Fz7, las que se ubicarían adyacente a las élulas que expresan Lryrtlr.
Postoriormente, en estadios raigratorios de las CN (Nl, Wnt11 se expresaria en una
región cercana a las CN que han comenzado a migrat [np: placa neural: nc: crestas
neurales; e: ectodermo; s: somito; nt: tubo neural; n: notocordal.
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Wntl I participa en la migración de las crestas neurales

Ya que Wnt11 y Fz7 se expresan en el lugar y momento adecuados para

desempeñar un rol en la migración de las CN, se estudió si la sobreexpresión o la

inh¡bición de Wnt11 afectaba a la migración de estas células. Para los experimentos de

ganancia y pérdida de función de Wnt11 , se inyectó el RNAm de Wntl't o un constructo

que actúa como un dominante negativo de este ligando (dnWntl 1), respect¡vamente

(Tada & Smith 2000) (fig.8A). Los RNAm se inyectaron en dos de los blastómeros

dorsales en embriones en el estadío de 8 células, para asÍ restringir la sobreexpresión

de los constructos (Wntl 1 o dnwntl 1) a las células que darán origen a las CN. Luego,

la expresión de Xs/ug se analizó antes o durante la migración de las CN. Las células

inyectadas se ¡dent¡f¡caron por el color azul verdoso que se obtiene de la inmunotinción

para FDX. La inyección de cualquiera de los constructos no afectó Ia inducción de las

CN, determinado por la expresión del marcador de CN Xs/ug, ¡ncluso en aquellos casos

en los que falló la gastrulación o los embriones presentaron problemas en el c¡erre del

blastoporo (figs. 88 y D). Sin embargo, para descartar cualqu¡er efecto en la migración

de las CN producto de un cierre ¡napropiado del blastoporo, únicamente se analizaron

embriones que presentaron una gastrulación normal. En este caso, el patrón de

expresión de Xslug en los embriones inyectados, ya sea con Wnt11 (nig. 8C) o con

dnWntl l (fig. 8E), mostraron un fenotipo similar al obtenido al usar los mutantes que

bloquean la vía no-canónica de Wnt (Dsh-AN y Dsh-DEP+, ver figs. 6A y B). En

conjunto, estos resultados apoyan la idea de que Wnt'1 I part¡ciparía en el control de la

migración de las CN, y no en la inducción de estas células.
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Figura 8

Yy¡rúr, se rsquiere para la migración de las
crestas neurales en el embrión de Xerropus
laévis-

(A) esquema de los constructos de Wnt11 y el
dnWntl'1 usados en los experimentos de
gananc¡a o pérdida de función, respectivamente.

(B y D) embriones en el estadio 17, y en el
estadio 24 (C y E) moskando la expreslón de
Xslug. La cabeza de flecha blanca marca el
lado inyectado. Las cabezas de flecha ro¡a
¡ndican las corrientes de migración cefáiicas de
¡as CN en el ¡ado no ¡nyectado.

(B) embriones inyectados con 1ng del RNAm
Wnt11, o con 2ng del dr,l,Vrt7l (C) en uno de los
blastómems animales en el estadio de ocho
células.

(B y D) la micro¡nyecc¡ón de cualqu¡era de los
constructos no afectó la ¡ndlcc¡ón de las CN
lncluso, a pesar de que alqunos embriones
presentaron fallas durante la gastrulación.

(C y E) la sobreexpresión del RNAm de Wr¡lll y
del dnwnt11, afectó la m¡grac¡ón normal de las
CN sólo en el lado inyectado del emrbión.
Wntll: 3lo/o, 1n= 55); dnWntll: 35o/o, ln= 65).
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Wnt11 tiene la capacidad de atraer a las crestas neurales

Las evidencias experimentales recopiladas en este trabajo, sug¡eren que Wntl l
es requerido para una correcta migración de las CN en el embrión de Xenopus laevis.

Además, la expresión de Wnt11 , adyacenie a la de Xslug, plantea una nueva hipótesis:

wntl1 tendría Ia capacidad de atraer a las células de /as cN hacia regiones con altos

niveles de expresión de esfe ligando, funcionando así como una molécula

quimioatrayente_ con el propósito de generar una fuente localizada de wnt11 y probar

esta hipótesis, se implantó un pedazo de ectodermo en la región dorsal del embrión el

cual sobreexpresa Wnt11 . El ¡njerto se ubicó en forma opuesta a la expresión

endógena de Wnt11, y opuesta tamb¡én a la dirección normal de migración de las CN

(fig. 9A), para asÍ determinar, si la nueva fuente de Wnt11 en el embrión tendría la

capac¡dad de atraer o alterar el patrón normal de migración de las cN. Los injertos

control (inyectados sólo con FDX), no tuvieron efecto sobre la migración de las CN (fig.

9D). Sin embargo, los ¡njertos que sobreexpresan Wnt11, afectaron la migración de las

CN (línea discontinua en las figs. 9C y E).
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St. 23-26

Figura I
wntil modula la ruta de migrac¡ón de las c¡eslas neurales.

(A) esquema del experimento de injerto de ectodermo como fuente de Wnt11. El injerto se
implantó en el lado opuesto a la ruta de migrac¡ón normal de las CN. (B - E) Embriones en
estadio de una célula se inyectaron con FDX sin o con 1ng del RNAm Wnt7r. Posteriormente,
en el estad¡o I se disecó electodermo, el cual se plegó con la ayuda de un cubreobietos y se
cultivó hasta el equivalente al estadio '14, momento en el cual se realizó la cirugía. La
migrac¡ón de las CN se evaluó mediante hibridación ,r¡ siÍu para el marcador de CN Xs/ug.

(B y O) embrión con injerio control (FDX). La linea punteada blanca demarca el territorio
normal de migración de las CN. Las flechas negras indican las corrientes cefál¡cas de
migración de las CN. No se observaron efectos en la migración de las CN.

(C y E) embr¡ón con injerto que expresa W¿tll. Note en (C), que las corientes de migrac¡ón
hioides y mand¡bular se han acortado con respecto al lado control.
[cabeza de flecha verde: ¡ndica la ubicación det injertot barras rojas: indican el limite ventral
de migrac¡ón de las CN-
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Además, cuando se usaron injertos de mayor tamaño, se detectó la expresiÓn

cle Xs/ug en la base de ellos, con una ligera tendencia a ubicarse en el interior del tej¡do

lransplantado (figs. 1 0C-E).

§ Neural Crest f No.,r,ul

,/i..+..\')i, 'i l'r' .-
¡eur¿1 er csl lrri-rtralic,n

Figura 10

Wntll t¡ene capac¡dad qu¡mioatrayenle sobre las crestas neurales'

(A) esquema del experimento de inlerto de ectodermo como fuente de Wnt11' EI iñjerto se colocó

op;eoto a la rir€ de mrgr¿, ior de l¿5 CN (B ' E).

En'rbriones en el estad¡o de una célula se inyectaron coll FDX sln o con l ng del RNAm lryntl7
p.J.r¡ormente. en el estadio 9, se olsetó el ectodermo el cual se ptegó con la ayuda de un

"!',Oi"oni"tá" 
v se cultivó h¿sta el equrvalente al estadio l4 rnomento en el cual se realizó Iá cirugíá'

ia m o,ac;¿n úc las CN se eJal'ó nred;anre h br'dacrór r¡l s/'u para Xs/¡'79

ter e;r¡rron con iniero contror (FDX). La línea punteada demarca er territorio del tubo neurar; ra

il;'";; ;;r;";l;d;;;'tu 
"ip,"tion 

de xs/(g en las cN cefálicas' las cuales migraron normalmente sin

nlayores indic¡os de ser atraídas por el inierto.

ic. D v El embriones con lnlertos que expresan Wnt11' En (C) inmunotinción contra fluoresce¡na para

:;ñ¿b*;; i;;i"r"no. ftor"nián de;mbr¡ones inyectados conectamente' La flecha negra ¡ndica

ru 
"ripre.iori 

oe x"lré en celulas de la CN que migrarón hacia el inierior del ¡njerto- La flecha blanca

rnrlrr ¿ l- mror¿cton rlorm¿l de las CN cdfál'(.¿s.
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La vía no-canón¡ca de wnt modula el citoesqueleto de las crestas neurales

Durante la gastrulaciÓn de vertebrados se ha demostrado que las células del

mesodermo que experimentan extensión convergente, orientan sus lamelipod¡os hacia

el frente de avance. Esta actividad celular, estaría controlada por la vla no-canónica de

Wnt (Carreira-Barbosa y col, 2OO3; Wallingford y col, 2000) Hasta ahora, este

fenómeno no se ha descrito en Ia migración de las cN, por Io que se decidió invest¡gar

si se repetía este comportam¡ento en células individuales de las cN, evaluando

además, si la vía no-canónica de wnt participaría en la formación de estas

prolongac¡ones. Para esto, se real¡zaron cult¡vos ln vifro 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 comparó entonces, la migración de las

células de la cN provenientes de embriones ¡nyectados con Dsh-DEP+ o con el

dnWntl 1 (figs. 12C-E). Al igual que en los experimentos in vivo (frgs 6 y 8), la

migración de las cN se v¡o alterada por la sobreexpresión de cualquiera de los

constructos utilizados. Además, para examinar el efecto que tiene la inhibición de la vía

no-canónica de wnt sobre el comportamiento y morfología de las cN, se real¡zaron

exper¡mentos de m¡gración in vitro de cN. Para esto, se analizó mediante v¡deo-

microscopía de ,'time-lapse",la forma y número de las prolongac¡ones de la membrana

plasmática de las células de la cN (f¡gs. 12F-J). Los resultados mostraron que las

células de los explantes de las cN que sobreexpresan Dsh-DEP+, em¡t¡eron menos

prolongaciones que las células de los explantes control. Además, la frecuencia de

retracción de estas prolongaciones fue mayor en las células que sobreexpresaron Dsh-

DEP+ que en las CN control (f¡g. 12J). Paru ampl¡ar estas observaciones, se visualizó

el citoesqueleto con una tinción para los filamentos de actina (usando faloidina-

rodamina), y tubulina (con un anticuerpo anti-tubulina), y luego se analizó el tamaño y

la forma de los lamelipodios (figs. 12K-P). En las células de la CN de los explantes

control, los lamel¡podlos presentaron un mayor tamaño y una orientac¡ón polarizada

hacia la dirección de avance de la célula, en comparación con los explantes que

sobreexpresan Dsh-DEP+ (fig. 124). También se analizó la morfología de los explantes

de las cN por microscopía electrón¡ca de barr¡do (sEM) (figs. 12R-T). Las células de

los explantes control, presentaron grandes lamelipodios en el frente de migración

(flechas amarillas en la figs. 12R y R'), mientras que las células de los explantes de las

37



CN inyectadas con Dsh-DEP+ (figs 12S y S'), o con el dnwntl 1 (figs' 12T y T')'

mostraron largos filopodios (flechas rojas)'

A in vitro culture
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F¡gura 12

La vía no-canón¡ca d€ Wnt modula la formación de filopodlos y lamelipodios en las crestas neuraleg del
embr¡ón de Xeropus devis.

Para estudiar en detalle los posibles efectos de la vía no{añónica de V\rnt sobre la migración de celulas indiüduales
de la CN, se real¡zaron experimentos de migración in vitro cort explantes de CN, añelizando Ia migración y el

comportamiento de la membraña plásmáticá

{A) esquemá de los experimentos de miqración ir¡ vrtro realizados.

(B-{)) migrac¡ón in y¿ro de las élulas de ¡os explantes de CN. L,na totial ausencja de lá migracióñ, se observó en las
células de los explanles inyectados con Dsh-DEP+ (n= 30) (C), o con el dnwntll ln= 12) lDl, comparado con las
células de los explantes contro (,i= 60) (B). (E) estadlstica de al menos tres experimentos ndependientes realizados.

(F, G, H, l) fotos representativas del expeñmento de t¡melapse, mostrando el comportamiento de la membrana
plasmática de los explantes contro! (F, G), y de los explantés i¡yectados con Dsh-DEP+ (H, l). (J) cuantificación de la
áctividad de la membrana plasmátice en los experirnentos de firre-lápse. L6s élulas de los explentes inyectados con
Dsh-DEP+ retrayeron lw¡thdrawn et el $áÍt@) más veces su membrana plasmática que los explantes control. En
cambio, las células de los explantes control fuero¡ "más activas' en €xtender (extended en el gráfico) su membrana
plasmáticá.

(K - P) análisis de los lamelipodios y flopodios presentes en las células de las CN fúadas durante el experimento de
migración i, vilro. (K, L, N - P) tinción coñ faloidina-rodami¡a (ojo), o con anti-tubulina (verde) (M) de las células de
los explantes de CN control(K - M), o inyecta&s coñ Dsh-DEP+(N . P). Las cabezas de flecha blanca jndican los
lamelipodios, y las flo6has blancas indican los flopodios. (Q) cuantiicación de los lamelipodios y flopodios
observados.

(R-T') análisis mediante SEM de tos explantes de CN. (R y R') células control, la flecha amarilla indica un l¿melipodio
"grande" orientado hacia el frente de avance. (S y S') células de la CN provenientes de embriones inyectados con
Dsh-DEP+, las flech¡s rojas iñdicán los fllopodios, Los cuales están preseñtes en gran cañtidad eñ comparación al
control. (T y T') élulas de la CN provenientes de embriones inyectados coñ el dnwn¡11,las llechas rojas indicañ los
flopodros lbarra de escala en R-T' rouml
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DISCUSIÓN Y CONCLUS¡ONES

Este trabajo sug¡ere la part¡c¡pación de la vfa de señalización no-canónica de

Wnt durante la migración de las CN en el embrión de Xenopus /aevls. Lo más

documentado en la l¡teratura acerca de esta vía, es el papel que juega en la

localización/organización de los pelos del ala de la mosca Drosophila melanogaster.

Alterac¡ones en esta vía, producen diferentes fenotipos en los que la orientación y

localización de los pelos se ven afectadas (Eaton & Cohen 1996; Gubb & Garcia-

Bell¡do 1982; Held y col, 1986; Strutt y col, 1997; Winter y col, 2001 ; Wong & Adler

1993). Una ¡mportante característica del mecanismo por el que operaría la vía PCP, es

la distribución asimétr¡ca de sus moléculas dentro de las células. Esto ha sido bien

estudiado en el ala de Drosophila melanogaster, donde las proteínas: Flamingo, Diego,

Frizzled, Dishevelled, Strabismus y Prickle se alinean a lo largo del eje próximo-distal

de cada célula (Axelrod 200'1; Bastock y col, 2003; Feiguin y col, 200'1 ; Shimada y col,

2001; Tree y col, 2002; Usui y col, 1999). Varlos estudios sugieren que Frizzled tiene

un papel clave en la vía PCP, en el que este receptor actuaría como un sensor de la

información posic¡onal dentro de la célula. Sin embargo, las moléculas que preceden la

activación de Wnt siguen siendo un m¡sterio. Se ha propuesto que las proto-caderinas

Fat y Dachsous, modularían la vía PCP previo a la interacción FrizzledlDsh, en donde

un grad¡ente de actividad de Fat, establecerfa la loca¡¡zación 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 aún se desconoce.

Uno de los más atract¡vos modelos de información posicional propuestos hasta

ahora, se basa en la presencia de un morfógeno que activaría a Frizzled de forma

dosis-dependiente (Adler y col, 2000; Fanto y col, 2003). La evidenc¡a experimental,

sugiere que esta molécula podría pertenecer a la familia Wnt, ya que son las únicas

proteÍnas conocidas que se unen a los receptores F rizzled. A favor de esta hipótesis,

están los resultados de este trabajo, los que muestran una expresión localizada de

Wnt11 juslo en el borde de las CN prem¡gratorias (fig. 7). Por otra parte, otros

miembros de la familia Wnt que participarían en la vÍa no-canónica -como Wnt4 y

Wnt5a-, no tienen un patrón de expresión que se correlacione b¡en con una función
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durante la migración de las CN (McGrew y col, 1992; Torres y col, 1996). Además, los

estudios funcionales ut¡lizando el dnWnt11, también apoyan la idea de que Wntl I es

esenc¡al para la m¡grac¡ón de las CN en Xenopus laev¡s.

Los experimentos de sobreexpresión localizada de Wntl1, sugieren que esta

molécula es esencial para la migración de las CN. En primer lugar, la sobreexpresión

de Wnt11 en toda una mitad del embr¡ón, alteró la migrac¡ón normal de las CN (fig. 8).

En segundo lugar, cuando Wnt11 se sobreexpresó en forma local¡zada (detrás de su

expresión normal), la migración de las CN tamb¡én fue alterada (fig. 9). En tercer lugar,

cuando Wntll se sobreexpresó en Ia ruta normal de migración de las CN, las células

migraron activamente hacia el lugar de expresión de Wnt11 (figs. 9 y 10). En conjunto

estos resultados sugieren, que Ia expresión local¡zada de Wnt1l es necesaria para

act¡var la vía no-canónica de Wnt y modular la migración de las CN. Aún se desconoce

la función molecular de la expresión de Wntl1 cercana a las CN. Sin embargo, en

Drosophila melanogaster, se ha sugerido que un gradiente de Wntl 1 permitirÍa la

expresión/localización asimétrica de proteínas en la superficie de la membrana

plasmática, lo cual orquestaría la d¡reccionalidad de migración de las células.

Además de las pruebas que sugieren que la expresión localizada de Wnt11 es

necesaria para la normal migración de las CN, los exper¡mentos usando los mutantes

de Dsh muestran que la pérdida de señalización de la vía no-canónica de Wnt,

interfiere con la migración de las CN. Por ejemplo, Dsh-DEP+ es un dom¡nante

negativo de Dsh que cont¡ene sólo el dom¡nio DEP de la proteína, y carece de los

dominios DIX y PDZ. Este constructo, ha sido un reactivo ampliamente usado para

analizar el rol de la vía no-canónica en otros modelos de migración celular, ya que

bloquea la vÍa no-canónica de Wnt sin afectar la señal¡zación de Wnt canónica (Tada &

Smith 2000). En este trabajo, al utilizar este mutante se produjo una fuerte inhibición de

la migración de las CN lanlo in v¡vo (fig. 6) como in vitro (fig. 12). La sobreexpres¡ón de

Dsh-DEP+ no afectó la expresión del marcador específico de CN Xs/ug (fig. 5),

sugiriendo que la falta de señalización no-canónica de Wnt no part¡cipa en la inducción

de estas células. Otro mutante de Dsh -dd1- también alteró Ia migración de las CN

(datos no mostrados). Sin embargo, este constructo interfiere a la vez con la vía
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canón¡ca de Wnt (Tada & Smith 2000), y por ende reduce la inducción de las CN

(Bastidas y col, 2004).

La sobreexpresión de Wntl 1 afectó la migración normal de las CN. Sin

embargo, en algunos casos tamb¡én afectó su ¡nducc¡ón (datos no mostrados). Este

efecto, puede explicarse como el resultado de una alteración en el desarrollo del

mesodermo, o inh¡bición de la vÍa canónica mediada por señales generadas por Wnt

no-canónicos (Maye y col,2OO4; Prieve & Moon 2003; Torres y col, 1996). Por otra

parte, resultados generados por nuestro laboratorio muestran que la inhibición de la vía

canónica de Wnt, util¡zando un dom¡nante negativo del factor de transcripción Tcf, no

inhibe la migración de las CN en el embr¡ón de Xenopus laevls (Romero y Mayor, datos

no publicados), lo que apoya la idea de que vías distintas participarían en los procesos

de inducción y migración de las CN.

A pesar de que el o los receptores específicos para Wntl 1 aún son

desconocidos, ex¡ste ev¡dencia experimental que involucra a Fz7 y Fz2 en la vía de

señalización no-canónica de Wnt. Sin embargo, Fz7 es la única molácula que se ha

descrito que participa en la gastrulación de vertebrados (Carreira-Barbosa y co|,2003;

Djiane y col, 2000; Kuhl y col, 2000; Medina y col, 2000; Sumanas & Ekker 2001; Wang

& Malbon 2004; Winklbauer y col, 2001). Además de estos antecedentes, este trabajo

muestra que Fz7 se expresa en una población de las CN, justo antes y durante la

migración de ellas. Cabe destacar que s¡ se compara la expresión de Fz7 con el

marcador de CN Xs/ug, sólo una subpoblación de las CN expresa el receptor para

Wnt11 (fig. 7). Las células que expresan Fz7, son las más cercanas a las que expresan

Wnt11, y serían Ias pr¡meras en inic¡ar la migración. Por lo tanto, el patrón de expresión

de Fz7 se correlaciona con el modelo propuesto por este trabajo, en el que Fz7 serÍa el

receptor usado por Wntl 1 para regular la migración de las CN. Alternativamente,

otro(s) receptor(es) podría(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 investigó si las CN lejanas a la expres¡ón de Wntl1, son capaces de

recibir o no esta señal. En relación a este mismo punto, la mayoría de los trabajos en la

literatura sugieren que Wnt funcionaría como ligando de corto alcance (Ar¡as 2003;

Christian 2000).
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La participación de la vía no-canónica de Wnt durante los movimientos celulares

que ocurren durante la gastrulación han sido bien caracter¡zada en vertebrados. Sin

embargo, los mecanismos moleculares por los que Wnt controla estos movimientos son

todavía un mister¡o. Para el caso de la migración de las CN, sus células pasan por un

dramático camb¡o conocido como la transición epitelio-mesénqu¡ma. Este fenómeno

requiere la delaminación de las células de la CN -facilitado por la degradación de la

matriz extracelular y la pérdida en la adhes¡ón celular-, y una subsecuente activac¡ón

de la maquinaria de movilidad de las células -por ejemplo, la expresión de Rho y Rac-

GTPasas para la modulación del citoesqueleto-, lo cual es esencial para la migración.

Los resultados de los experimentos utilizando los mutantes de Dsh y Wntl 1,

muestran que la inhibición de la migración tanlo in v¡vo como ln vitro son compatibles

con la idea de que existiría una inhibición ya sea en la delaminación, o en la poster¡or

migración de las CN. Conforme a esta proposición, la expresión localizada de Wnt11

(usando injertos de tejido que sobreexpresan Wnt11', figs. 9-'l 1), muestra un efecto

sobre la migración de las CN, que a su vez depende de la posición del ¡nierto, o dicho

de otra manera, depende de la ubicación de la fuente de expresión de Wnt11 .

Teniendo en cuenta estos resultados, Wnt11 podría modificar los procesos celulares

involucrados en la delaminación y/o migración de las CN, sugiriendo que las células

neces¡tarían de estas señales para una adecuada migración celular. Si la inh¡bición de

la vía no-canónica de Wnt afecta específicamente a la delaminación de las CN previo a

la migración, o a éste último proceso, es algo que falta por analizar. Sin embargo, los

exper¡mentos in vitro de migración usando explantes de las CN, que sobreexpresan

Dsh-DEP+ o el dnWntl l y su posterior anál¡s¡s med¡ante SEM, sugieren fuertemente

que la capac¡dad para formar lamelipodios y filopodios se modifica (fig. 12). Este último

resultado, podría explicarse por una perdida en la distribución polarizada de alguna de

las moléculas involucradas en procesos de migración celular, tales como Rho, Rac u

otras GTPasas.

La posibilidad de que la expresión de Xs/ug, encontrada en la base de los

¡njertos (fig. l0), se deba a una inducción de las CN en el tej¡do transplantado, y no a

una atracción de las CN endógenas, 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 señales inductivas de las CN se ha perdido previo al

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

El análisis de los filopodios y lamelipod¡os presentes en las células de las CN

durante los ensayos de m¡gración rn vlfro, sugieren fuertemente que la señalizac¡ón no-

canón¡ca de Wnt participa en la formación de estas prolongaciones. La inhibición de

esta vía med¡ante la sobreexpresión de Dsh-DEP+ o del dnWnt1 1, aumentó el número

de células con filopodios "aleatorios" o menos polarizados. Resultados similares,

también se han descr¡to durante Ia gastrulación de Xenopus /aevls y en embr¡ones del

pez cebra (Ulrich y col, 2003; Wallingford y col, 2000).

Dado los resultados obtenidos en este trabajo, se puede concluir que Wntl I

modularía la adhesión celular y/o el comportamiento del citoesqueleto durante la

migración de las CN. Su actividad, permitiría establecer de manera polarizada los

filopodios y lamelipodios involucrados durante este último proceso.
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