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1. RESUMEN

Las neuranas se convierten en células asimetricas polarizadas mediante el crecimients de un
Unico axdn, gue transmite los potenciales de accion a largas distancias, v varias dendritas
ramificadas. Esta asimetria e define en estadios tempranos del desarrollo embrionario y es
ezencial para |a formacidén v el funcionamiento de los circultos neurales (Kriegstein and MNoctor,
2004}, La gran mayonia del conocimiento acerca de la regulacion del establecimiento de la
polaridad neuronal se obtuve wtilizando cultives prirarios de neuronas piramidales de
hipocampo (Daottl &t al,, 1988), una herramienta gue ha side de gran utilidad en el estudio de
diferentes aspectos de la diferenclacidén neuronal, Un avance metodolégice Impormante en los
ultimos afios involucrd el desarrollo de técnicas de transfeccién de ADM v ARN “in situ™ como
por ej. la electroporacidn "in dtero” (Saito and Makatsuji, 2001}, que permite estudiar la
diferenciacion neuronal en su ambiente natural, La neocorteza en sus primeras etapas de
crecimiento v desarrolle experimenta una acelerada expansion, resultando en la formacidn de
seis capas horizontales, gue contienen poblaciones celulares maolecular v funchonalmente
distintas. Diferentes factores de crecimiento y sus receptores juegan un papel preponderants
en la regulacion de la diferenciacidn de estas neuronas, generando sefiales necesarias para
gue las neuronas puedan orientarse, desarrollase y migrar para ubicarse en estratos superiones
de |a corteza en un patron de adentro hacia afuera,

Esta tesis doctoral se enfoca en el estudio de los receplores de dos Factores troficos, uno
denominado receptor del factor de crecimiento similar a insulina tipo 1 (IGF-1R), que ha sido
ampliamente estudiado por nuestro grupo v el otro el receptor del factor de crecimiento
transformante B2 (TGF-B2R), sugerido come un factor de crecimiento importante para el
establecimiento de la polaridad neuronal {Yi et al, 2010}, Nuestros primeros experimentos
fueron disefados para estudiar los efectos de la activacldn del TGEF-A2R sobre el
establecimiento de polaridad en eélulas de hipocampo en cultivo, Donde demostramas gue la
activacion de este receptor no promueve el establecimiento de polaridad neuronal
Experimentos de electroporacion “in utero” demostraron por su parté que [a supresion de fa
expredldn tante de IGF-1R coma de TGF-B2R condupn a fallas en la migracion neuronal en
distintas fases, aparejadas con distintos defectos en el desarrollo. También estudiamos la
implicancia de PI3k (fosfatidilinosital-3 kinasa), el primer efector intracelular de |a cadena de
senalizacion del IGF-1R y gue ha sido invelucrado en el establecimients de polaridad neuronal
de células de hipocampo en cultivo (Shi y col, 2003; Lauring v col.2005) Nuestros
experimentos demostraron que la sobreexpresion de una forma constitutivamente activa de
PI3k permitic restablecer al programa de desarrollo &n neuronas silenciadas para IGF-1R pero
no &n neurenas silencadas pare TGF-B2R. Esto fortalece la participacidn esencial de PI3k en la
diferenclacién neuronal y el establecimients de polaridad necronal como primer efector
intracelular de la wia PI3k-AKT.

En, resumen, los experimentos realizados en el presente proyecto tendieron a estwdiar y
profundizar la implicancia de la cascada de sefializacidn de IGF-1 v TGFRZ en el neurodesarralio
mediante los modelos "ex wivo™ e “in situ”.



2. INTRQDUCCION

2.1 El cerebro v la neurona

Existen distintos tipos de neuronas si bien cada una de ellas es altamente especifica en su
funcidn, todas thenen un rasgo en comin, ¥ e4 su marcada asimetria morfoldgica. En neuronas
corticales o hipecampales, entre otras, se pueden distingulr morfolégicemente dos
compartimientos funcional y bioguimicamente distintos. Uno llamade comparimento somato-
dendritico, compuesto por &l soma celular, legar de sintesis de proteinas donde ademas
emergen varias prolongaciones cortas llamadas dendritas [entre 4 a B), encargadas de
recolectar la informacidn proveniente de neuronas weconas, El segundo compartimento
lamads axdn, &5 una dnlea fibra de callbre delgado v extremadaments largo (Arimura and
Kalbuchi, 2007), v su funcidn primordial es trasmitir el impulse nervioso gue culmina con &
liberacién de neurstransmisores con el objetive de transmitic la informacidn a la neurona
contigua [sinapsis). Esta pequeha descripcitn sobre la morfologla v funcidn de una neurona,
genera mas preguntas, JComo logra una neurona desarrcllarse v adguirir semejante
asimerria? J0uéd procesos esternos e internos estén involecrados en |3 especificacion y
elongacidn de un axdn? Estas interrogantes son las de mayor interés para nuestro grupa,

3. DESARROLLO NEURONAL: MODELOS "EX WIO" VS
MODELO "/ SITL

La gran mayoria de los datos que se conocen a la fecha, provienen de estudios "ex wive”
utilizando cultives de neuronas disociadas de hipocampo de roedores. Aungque los estudios “ex
vive” han generado muchas hipdtesis sobre los candidatos invelucrados para axogenesis, hay
varias diferencias importantes respects a los modelas "in 2itu”™ e “ax viva™ (Nector et al., 2004).
Ef cultive, despuds de la disoclacidn, las newronas wuelven a2 restablecer sy estructura
polerizada con un solo exdn y varias dendritas, Este crecimiento sucede en wn ambionte
isotrapico. Actualmente las nuevas metodologias permitieron el desarrollo de técnicas de
trasferencia genética “in situ” (Saite, 2006], que permite realizar estudios de pérdida y
ganancia defuncidn en la corteza cerebral de embriones. En este contexto las neuronas “in
sit”™ deben ocupar sitios distintos a Jos sitios de nacimiento, interacclonando en un ambiente
pofarizads, dende los gradientes y contactos célula-célula marcan la orientacién en a2 cual las
neuronas deben migrar con precisa direccionalidad, Ctro hecho particular es gue el axon y el
drbol detritico siempre se extienden desde un lado de la célula [Ayala et al., 2007).

Es interesante destacar que los mecanismos para dirigir el crecimiento axonal son similares a
los utilizados en la migracidn de una neurona piramidal de corteza (Geraldo and Gordon-
Weeks, 2009].

11| Pagina



4. DESARROLLO NEURONAL: EVENTOS DE POLARIDAD ¥
DIFERENCIACION NEURONAL “EX VIVO"

Como mencionamos las neuronas son celulas altamente especializadas con una compleja
organizacidn morfeldgica y funcional, Santiago Raman v Cajal fue el primere en describic la
estructura del sisterma nervioso, la cual esta constituida por células independientes conectadas
antre ellas para transmitic impulsos nerviosas, Donde cada neurona posee estructuras
recepioras v emisoras gue permiten la transferencia de informacién entre neuronas, dendritas
W axon.

Entender los procesos que goblernan el desarrolle y diferenciacion de las neuronas, en
particular las causas que llevan a la “formackon del axdn”, fueron posibles graclas al cultive
primario de neuronas piramidales del hipocampo |Dottl et al,, 1988). El principal atractivo de
les cultivos prirmarios de células nerviosas es la posibilidad de acceder de manera inmediata a
neuronas vivas para su observacidn y manipulacion; permitiendo definir y clasificar los cambios
morfoldgicos e inmunogquimicos gue estan presentes en el desarrollo newronal,

4. I Cultivo Primario: Un modelo “ex vivo™

A finales de los afos B0, s establecieron las baces del cultive primaric de neuronas de
hipecampe “ex wive” (Dot et al., 1988), En principio, las cultvos neuroneles primarios pueden
prepararse de cualguier region del cerebro, sin embargo, 2l hipotampo representa una de las
regiones del cerebro més utilizada debido a que su poblacién neuronal es bastante
homogenes. La poblacién neuronal del hipocampo estad representada por las neuronas
piramidales las cuales constituyen el B5% a 90% de la poblacion en esta estructura [Jareb and
Banker, 1997) . Las nevronas piramidales en cultivo sxpresan muchas de las caracteristicas
fenotipicas proplas de una neurona, como son el desarrollo de wn 2xdn simple, ¥ numerosas
dendritas basales mas cortas, manteniendo su identidad en cultivos “ex wivo® a lo largo del
tiempo (Craig and Banker, 1294}, De esta manera se puede identificar tanto beguimica eama
morfoldgicamente 5 estadios de desarrolle [Figura 1) (Craig and Banker, 1994; Dotti et al.,
13EE8],

4.1.1 Estadio 1
La disociacion de hipocampos de cerebros embrionarios de rata a estadio embrionario 18
{E18). Se& reallza atreves de mecanismo quimicos vy fisicos permite obtener células neuronales
B suspension, Luego de ser sembradas, los neurcbliastos comienzan a interaccionar con
custrats. Inmediataments lat neuronas adguisren un aspecto redondeada. En la periferia de
las neuronas comienza a desarrollarse una estruectura altamente dinamica llamada lamelipodia,
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asociada a unos pocos filopodios, estructuras ricas en filamentos de actina ¥ proteinas
asociadas (a-actinina, filamina, vinculina, etc.).

4.1.2 Estadio 2
A| cabe de un par de horas (entre &12h.) la estroctura lamepodicea comienza a cambiar,
dejando al descubierto pequefias protrusiones Hamadas newritas. Estos procesos menores
inmaduros, son morfoldgicamente idénticos. Poseen una distribucidn uniforme alrededor de la
neurona {4 a & procesos), encontrandose en un evento dindmico de crecimiento v retraccién
contined, Aungue no & visible morfoldglcamente, se desencadena un programa de ewventos
termpranas de polaridad a nivel molecular,

4.1.3 Estadio 3

El siguiente evento (entre 12 ¥ 24 horas), es |la ruptura de la asimetria morfoldgica, danda
como resultado el crecimienta neta de una dnica neurita. Este desarralle acelerada dard fugar
al futura axdn, Durante este process podemos distingulr una nueva estructura llamada “cono
de crecimlenta®. Esta estructura encargada de guiar el crecimiento axonal, censa el espacio
extracelular en respuesta a diferentes sefiales moleculares (factores de crecimiento, moléculas
sefial presentes en el sustrato, interacciones célula-matriz-, etc.). Estos estimulos pueden ser
tanto de cardcter atractivo como repulsive, Coma $ fuera poco &l cono de crecimiento es el
fugar donde se adiciona nueva membrana plasmdtica permitiendo el crecimiento del axdn,

4.1.4 Estadio 4

Las neuritas remanentes a la especificacidn axonal, comienzan a crecer v desarrollarse, Esta
transformacion se caracteriza por un aumento del calibre de estas neuritas, aparicion de
ramificaciones en "Y', v el adelgazamiento prosimo distal de los tallas neuriticos, morfalogia
tipica de las dendritas. Es importante destacar que la diferenclacidn de las dendritas ocurre
aproximadamente de 2 a 3 dias posterior al crecdimiento axonal ¥ no es consecuencia de un
programa temporal fijo, sing que depende del desarrollo previo del axdn [Kosik and Caceres,
1991).

4.1.5 Estadio 5
Al cabe de 7 dias de cultivo comienza el paso final de maduracidn, Mo invelucra cambios en la
polaridad, pero se refiere a la continua maduracian del arbal dendritico v axonal, Incluyendo
ramificacién dendritica, sinaptogénesis y formacidn de espinas dendriticas. En esta etapa se
observan contactos sindpticos funcionales pudiéndose generar corrientes eléctricas (Bartiert
and Banker, 1984; Segal, 1983},
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Figura 1. Esguema de desarrolic de neurcnas hipocampaies “ex whe™ ¥ su divisidn siguiendo una
tecuencis de 5 estadios diferenciables, Adaptada (Barnes snd Polbeus, 2009)

2.1 Organizacion de la Corteza

La corteza de mamiferos superiores, posee seis capas horizontales, cada una con distintas
poblaciones neuronales que presentan diferentes caracteristicas bioguimicas v funcionales,
Durante la formacién de la corteza deben suceder distintes eventos celulares como la
neurogénesis, migracidn neuronal y desarrollo neuronal, en un tiempo precise (Figura 2).

Las primeras neuronas n nacer, aparecen al dia embrionarie 10.5 (E 10.5] las cuales formar la
capa Hamada rona ventricular (2V]), ubicada adyacente al ventnculo, ¥ s¢ hace presente desde
gue se derra el tubo nedral. El dia E11.5 aparece el pre-plato [PP), situdndose inmediatamente
arriba de ZV. El PP v ZV son capas primigenias gue se dividen en capas superiores e inferiores
respectivamente, Entre los dias E12.5 —E13.5 aparece |a zona sub ventricular [Z5V], ubicada
arriba de la ZV v surge previo a la aparicidn del pico de neurogénesis [corticogénesis) en la
corteza cerebral de bos vertebrados (Bayer et al., 1991). En esta etapa sa generan las neuronas
de todas las capas supericres, Le 25V se divide v aparece la ZI {Zona Intermedia] y a partir del
PP emergen sub-placa [SP), la placa cortical [PC) y la zona marginal [ZM). La PC, dard lugara la
neocorteza (varias capas), que se desarrolla en medio de estas dos capas (SP y ZM), de manera
que las peuronas que nacleron mas tarde legan a la placa cortical ¥ migran pasando a las
neurenas gue nacleron antes, modelo de adentro hacia afuera [Melyneaux et al., 2007}, Por o
tanto cada nueva ronda de division celular genera las distintas capas que termina por definir la
corteza. Por ej. el E12.5 se generan las céfulas corticotalamicas {capa Vi), el E13.5 aparecen las
neuronas de proyecciones sub-cerebrales (capa V), el E14.5 las neuronas granulares (IV) y las
neuronas con proyecciones al cuerpo calloso (11711 [(Greig et al., 2013]).
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- iy - Figura 2. Representacion de los
- eventos temporales gue |levan a la
formacion de |as distintas capas de
le corteza [coticogénesic). Notese el
modelo de adentro hacia afuera,
Las mneuronas gQue  nacieron
inicialmente ocupan capas mds
B profundes. Adaptado de
| Melyneaux et al,, 3007

Wl

[k Fi& 118 Bt 1.4

9.2 Neurngénesis: Zonas proliferativas de la corteza

La corteza de un cerebro adulte contiene entre 20-25 miles de millones de neuronas y entre
30-40 miles de millones de células gliales (Pelvig et al., 2008). Curiosamente esta proliferacion
y diversidad celular sucede en un breve pero muy intense mamento, Por ), 5 mil millones de
células nacen entre |as semanas 13 v 20 de gestacidn (Ayala et al., 2007), esto quiere decir que
1000 nuevas neuronas son producidas cada segundo durante el perlodo de mayor desarrello
en la corteza,

Las células neurcepiteliales [CNP), son los primeros progenitores neurales ubicados en una
delgads capa pseudoestratificada, ellas se dividen simétricamente [ver la siguiente seccidn],
expandiendo el nimero de células pluripotentas. Por otro lada, las CNP también se pueden
dividir asimétricamente generando las primeras neuronas de la corteza, Con el progreso de la
neurogemesis, las CNP se trasformaran &n las célules gliales radiales (GR). Las GR son los
principales precursores neuronales ubicados en la zona ventricular [ZV). Estas células de
maorfolegia bipolar, ubican su soma en la IV con su proceso descendiente en coniacto con el
lurmen ventricular, mientras gue el proceso ascendente se extiende v hace contacto con la
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membrana de la pia [Figura 3). Las GR proporcionan el andamiaje que dicta la organizacidn de
la corteza cerebral y el guiado de neuronas recién nacidas a través de la corteza, en un proceso
de migracion conocido come migracidn radial (Geraldo and Gordon-Weeks, 2009; Rakic,
1971). La zona sub wentricular (Z5V), se encuentra arriba de la ZV y aparece justo antes de la
aparicién del pico de neurogénesis en la cortera cerebral de log vertebrados [Bayer et al,
19591). Las celulas precursoras de la 25V son generadas también por el células GR en la IV
[Moctor at al., 2004), luego migran radialmente y se establecen en la 25V (Bayer et al., 1991},
La GR ademnds puede generar un movimiento ascendente de su ndcles hacia la I8V, donde
también puede dividirse asimetricamente aumentando la poblacién de neuronas piramidales
de corteza, Los precursores de 25V son conccidos por el nombre de Glia Radial externa [exGR)
{Bellion et al., 2005) y progenitores intermedios (PI) (Moctor et al., 2004). Durante los estadios
prenatales del desarrolle cortical bos Pl también producen neuronas corticales. (Hansen et al,,
2010; Miyata et al., 2001; Nieto et al., 2004; Moctor et al., 2004}, Los cuales migran radialmente
a lo largo de las fibras radiales para ubicarse tambigén en el CP {Vallee et al., 2003},
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Figura 3. Esquema de la corteza de raton. Zone ventricular (siglas en ingles VZ), rona intermedia {siglas
& ingles |7), plats cortical (de sus siglas en ngles CP). Representacldn de |as distintas poblacioneas
celulares durante el nevrodesarrolls de la corteza, Células Neuroepiteliales [ENP], Glia Radial [GR), Glia
Radial externa [exGR), Meurona Piramidal de corteza (MPC), Progeniter intermedia|P), Adaptado de

5.3 Progenitores neurales: division simétrica y asimétrica

En la seccidn anterior dimas a conocer a los progenitores principales v también la tona donde
se ubican en la cortera. Cabe preguntarse JCAmo estos progenitores llevan la tarea de poblar y
expandir la corteza? Existen dos modelos de divisidn celular que explican la neurogénesis,
amadas divisidn simétrica v division asimétrica,
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5.3.1 Division Simétrica:
Este caso es el menos comuin de divisian {9,6%) en @ cual una GR se divide an dos hijas que a
su wez pueden dividirse simétrica o asimétricamente, Este paso particular de division
asimetrica se da en los estadios més tempranos de neurogénesis cortical, Este tipo de divisidn
es responsable de la expanzién de |a poblacidn proliferativa celular (Figura 4).

£.3.2 Divisién Asimétrica:

Este tipo de division celular es el mas comdn (78,9 %), es llevado a cabo por GR en la ZV. El
resultado de esta division genera dos células hijas una GR y una newrona piramidal de corteza,
Dentro de |a division asimétrica encontramos 3 subtipos. La division principal [65.8%)] es para
neurogénesis de neuronas piramidales de corteza [NPC] mds una GR, ¢l segunde subtipo
{7.3%} division asimétrice de progenitores, ambas hijas [una es GR y Pl), comienzan de nuevo
un ciclo de division donde los Pl migra hacia la 25V, Por Oitimo, encontramos una division
asimetrica final (26.9%], en este caso las GR pierden su contacto con IV y migran fuera de |z
ZV [Figura 4). Un 11.5% no ha sido clasificado dentro de ninguno de los dos modelos. En la 25V
también suceden divisiones celulares, como mencionamos los Pl generados de la IV se
translocan hacia 25V, donde un 10,5% de las divisiones dan origen a 2 nuevos Pl, mientras que
el resto son B9.5% da origen a 2 NPC gue migran hacla la corteza, Los progenitores neurales
son responsables de midltiples tareas de wital importancia. Su gran actividad proliferative
durante los procesos iniciales de crecimiento explica Iz asombrosa expansién en el pimero de
células gue pueblan una corteza en desarrollo. En las fases finales de la mayoria de los
progenitores neurabes dan lugar a dos células hijas que se diferencian en neuronas provocando
la desaparicicn de los precursores neurales.
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Figura 4. Representacion de los modelos de divisién simétrica y asimétrica durante el
desarrollo de la cortera. Adaptado de [Paridaen and Huttner, 2014].

Une de los aspectos de mayor importancia durante la neurogénesis, es gue las neuwronas
pdultas, no se ubican en su lugar de nacimiento, sino que deben migrar grandes distancias
hasta ubicarse an sitio final en la corteza. La migracion radial, constituye el principal modo de
migracién de las neuronas piramidales durante el desarrollo de la corteza cerebral v es el
fendmeno responsable de le corticogénesis, La migracion tangencial es el otro modelo
conocido de migracidn v es realizado por la mayoria de las interneuronas corticales Inhibitorias
{Avala et al., 2007), del cual no trataremos en esta tesis.

Durante el transcurse de la migracion las mewronas adguieren su morfelogia bipofar
caracteristicas siendo el primer cambio morfolagico importante durante la migracion. En esta
etapa se extienden dos procesos, por una lado en el sentido de la migracion se encuentra el
Proceso guia [PG), mientras gue en el sentido opuesto se extiende &l Proceso de Arrastre [PA)
el cual mira al venbriculo (Moctor et al., 2004). Las funciones del PG es controfar el movimiento
secuencial del nacles y de la direccionalidad de la célula adaptandose a las demandas del
ambiente gracias a su capacidad de responder a gradientes quimiotacticos. El PG se encuentra
#n estrecho contacto con las fibras de las GR (FGR), por el contrario PA no hace contacio can
FGR v 3e extiende lejos de ella [Ayale et al, 2007). Ambas estructuras dan origen al arlbaol
dendritico y al axdn respectivaments.,

6.1 Modelos de Migracion

La Migracidén multipolar sucede en las primeras 24h luego del nacimienta de una neurona
piramidal de corteza, La mayoria de cdlulas multipelares permanece dentre de una banda
estrecha entre VZ v Z5V llamada MME (del inglés “multipolar marginal zone”) {Vallee et al.,
2009}, Este tipo de migracion se caracteriza por desplazamientos en diferentes direcciones
adoptands una morfologls multipolar |a cual no estd asoclada a ningune FGR. En este estadin
las neuronas extienden y retraen sus procesos con gran dinamica (Kornack and Rakic, 1995).
Luege de un dia las neuronas cambian a una morfologia bipolar para empezar la etapa de
migracién por locemockdn, Durante esta etapa fag neuranas interaccionan con las fibras de las
GR, para ascender, & lo largo de estas fibras, hacia los estratos superiores de la cormeza
|Geralde and Gordon-Weeks, 2009). Este tipo de locomecidn se caracteriza por poseer
periodos si ningdn movimiento ¢ periodos de répido movimiento hecis la pia. Por lo tanto las
neuronas gue tienen este tipe de movimientos necen de GR v usan sus fibras come soporte
para su posterior migracian [Figura B).

La translecacién del Soma no invelucra a las FGR para que suceda (Rakic, 1971), Este tipo de
movimientos involucra el desplazamients del nocles a traves del proceso externo, El soma
celular se mueve hacia la pia, mientras que el proceso guia se mantiene en contacto con la
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superficie de la pia (Geraldo and Gordon-Weeks, 2009]. Interesantemente el proceso de araste
pierde su contzcto con la IV, y el proceso guia se va hadiendo mas corto & medida gue el
cuerpa celular se va moviendo hacia la ZM (Figura 6}, Este tipo de locomocién se debe a que la
divisidn asimétrica de GR, en donde una de las células hijas heredd el proceso guia se convierte
en wna célula postmitética, mientras que su hermana se convierte en la proxima generacion de
GR (Vallee &t al., 2009],
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Los tres modelos (Translocacidn Somal, Locometidn y Migracdn multipalar), mo son procesos
independientes, En diferentes stapas del decsrralla las neuronas pueden desplazarie con un
modela y cambiar a otro tipo de locomocién. Como mencionamos cade tipo de
desplazamiento estd ligado a una etapa de su desarrollo, v a ciertas poblaciones neuronales.

7. ESTADIOS DEL DESARROLLO "IN SITU"

El marco tedrico desamrollado en las secciones anteriores nos permite introducir las distintas
etapas del desarrollo de neuronas piramidales de corteza (Figura 7).
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Figura 7. Estadios de desarrollo neuronal "in site®, Adeptade [Barnes snd Polleus, 2009)

El pico de neurcgénesis sucede entre los dias embrionarios 11 al 17 (E11-E17}. La GR (1} se
divide asimétricarnente, generands una neurona postmitdtica multipalar (2-3). Al final de la
fase multipalar, el procese menor especificade como futuro awén comienza & establecerse
comii gl proceso de arrastre [PA) previo a la formacion del proceso guia (PG] (4) (Namba et al.,
2015). Este cambio morfoldgico, de multipelar a bipolar, permite que la neurona interacciones
con las FGR y comience a migrar, Cuando la neurcona llega a la Z1 el PA se elonga
tangencialmente mientras la neurona sigue ascendiendo hacia la ©P [5). Este proceso continua
hasta que |la neurona se ubica un una zona especifica de CP y el PA sigue creciendo
tangencialmente formando el axdn (B-7). El PG comienza a desarrollar ramificaciones que
seran el futuro drbol dendritico en la IM [B). Una nueva ronda de divisidn celufar comienza,
donde las neuronas recién nacdas se desplazan hacia los sitios ocupados por neuronas maés
antiguas, Es por ello gue las neuronas gue nacieron antes museven su soma celular hacia abajo
(hacia el wentricula), generando espacio para que se ubiquen las células de nacimiento
posteriores (9-10]. La ditima etapa las neuronas adguieren su arborizacidn a nivel somal,
crecen espinas dendriticas, v se observa el segmento inicial del asdn.

8. EVENTOS INTRACELULARES Y EXTRACELULARES: PISTAS
NEUROMNALES

Las neuronas piramidales de corteza se vaben de distintos procesad intracelulares camao
extracelulares para poder realizar los eventos que desencadenan |os procesos de orlentacian,
migracion y desarrollo de manera conjunta. Dentro de los eventos Intracelulares podemas
mencionar la relacidn funcional del aparate de Golgl v el centrosoma. Ambas organelas se
mugven hacia el proceso gula (Umeshima et al,, 2007) v desde all, &1 huso mitdtico supeta al
nuclea generando la fuerze motora gue lo moviliza durante l& migracién, este procesoc es
concclda como nucleokinesis v ez el mecanismo clave involucrado en los procesos de
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migracién. El citoesqueleto de actina ¥ los microtdbulas son necesarios para gue se produzea
esta asociacion (Brownhill et al., 2003). Inicialmente un subconjunto de microtibulos son
esencidles pars conectar al Gelgl fragmentada, ubicados en |a periferia de la célula [Miller et
al., 2005} Luego bos microtdbulos del centrosoma capturan & la membrana del Golgi,
transportandola hasta el centro de la célula (Cole et al, 1998). Cuando &l camplejo s
encuentra ubicado en el centro de Iz célula, la actina es imprescindible para mantener al
complefo centrado [Valderrama et al., 19%E). De esta manera el Golgi v el centrosoma se
asocian para fermar wna estrectura de anclaje que genera la fuerta mobora necesaria para la
migracion neuronal desde |a base del procesa gula,

Orro aspecto observable en la formacidén de la coreza es la gran acumulackdn de eélulas, en
contacto mutuo. El contacto célula-célula es otro de los mecanismos que utilizan las neuronas
nacientes para migrar correctamente, Durante su estadio multipolar, la interaccion célula-
célula juegs un rol muy importante en los movimientos faterales gue se suceden, Los niveles
de Integrinas son esenciales parg repular la migrackdn newronal. Por ejemplo la baja en la
expresion de |a integrina o afecta migracion neurcnal arrestando a las newronas corticales en
IV/SIV, con formas multipolares aberrantes, pero no afecta I morfologia de las células
radiales gliales, necesarias para dar soporte a fla migracion de las neurcnas nacientes
{Marchetti et al,, 2010). OQueda en evidencla gue fa interaceidn de las edlulas durante al
neurodesarrodlo, aporta Informacién gue genera ajustes continuos de fos niveles de expresidn
de proteinas de adhesion y de receptores de superficie permitiendo coordinar todos los
eventos necesarios para gue las neuronas se diferencien durante la migracion,

8.1 Vias de sefalizacidn celular: Sefales para el desarrollo neuronal “ex

vivo' e “in sifu”

Paor lo axpuesto anteriorments resulta evidente que el crecimiento neuritico estd influenciado
par sefales extracelulares que desencadenan cascades de sefializacion, las cuales actdan sobre
la sintesis de proteinas, |la expresion gémica o la localizacidn sub-celular de protelnas. La
influencia de factores de crecimiento durante el desarrcllo nevronal, particularmente el
establecimiento de polandad neuronal ha sido de gran aporte en los ditimos afios, En la
presente tesis abordaremos dos wvias de sefalizacidn de gran importancia, la cescada de
sefializacion IGF-1/1GF-1R v en el dltimao tiempo la cascada de sefializacion TGF-B/TGF-BR como
um nuewa factor involucrado en el establecimiento de polaridad neuronal “ie site”,

8.1.1 IGF-1R/PI3k

La principal ruta de sefializacion en el establecimiento de la polaridad newronal es la via que
integra IGF-1/IGF-1R/PI3k-Akt. PI3k [fosfatidilinositl-3 kinasa) regula mdltiples funciones
biclbgicas entre las que se incluyen la supervivencia, la expresion génica, el establecimiento de
la polaridad celular ¢ la especificacidn avonal (Barnes and Pollews, 2009; Shi et al,, 2003] P13k
regula la via de sefializacién de Akt (o PKB; protein kinase B) la cual constituye uno de los
principales nodos de sefializacidn neurcnal. El silencizmignto y blogues espacifico del receptor
de 1GF-1 {IGF-1R}), previenen la formacion del axon {50sa et al,, 2006). La activacidn de IGF-1R
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implica la activacidn de PI3k. Esta enzima v su principal producte el fosfolipido fosfatidilinosit!-
[3.4,5)-trifosfato [PIP3), se ubican en ¢l tercio distal del futuro axdn en crecimiento, elementos
invalucrados en el erécimiento nedritico v especificacidn axonal {Laurine et al., 2005; Menager
et al., 2004; Shi et al., 2003). Ademds la inhibicidn farmacoldgica de la FI3k con LY294002 o
Wortmaninna previene la formacion del axdn, mientrac gue la sobre expresidn de subunidad
catalitica de PI3k {p110) constitutivamente activa permite |z formacion de mdltiples axones
[Shi et al., 2003}, También existen evidencias que cultivos de células hipecampales en estadio 2
al ser estimulados con IGF-1 presentan un enriquecimiento del receptor fosforilado de IGF-1R,
Este es un evento temprano de polaridad previo a la formacidn del axdn, conservindose esta
distribucidn en estadio 3 cuande 2 estd formando el axdn [Sosa et al,, 2008).

Muchos autores remarcan el rol de los factores de crecimiento similares a insuling {1GFs) v IGF-
1R durante el nuercdesarrcllo “in situ”, Llas cantidades de IGFs durante el desarrollo son
abundantes en el liguide cefalorraquides (producido en plexo coroideo) v IGF-1R e encuentra
expresado en la superficie ventricular donde se ubican los progenitores newrales [Lehtinen et
al., 2011), permitiendo 3 |los progenitares neuronales ser expuestos a altos niveles de IGFs
desde las zonas epicales del ventricubo. Paor lo tanto IGF-1 y su receptor regulan el desarroilo,
prodiferacidn y diferenciacion de las glias radiales (loseph D'Ercole and Ye, 2008) (Figura 8). Por
lo tanto IGF-1/IGF-1R son reguladores del tamafio del cerebro [Popken et al., 2004).Es
interezante remarca gue la formacion del gradiente de IGF-1 desde la rona ventricular puede
ser un factor impostante para el edtablecimiente de polandad neuronal en laz neuronad
piramidales de carteza,
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Figura &. Adaptado de [Lehtinen et al., 2011}

8.1.2 TGF-fi /Smads
La familia de factores de crecimiento transformante-B | de sus sighas en inglés “Tranforming
Growth Factor-B° TGF-B} constituye &l prototipe de factores de crecimiento multifuncionales

que regulan contextualmente una gran variedad de procesos celulares;, como por ejemplo
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especificacion celular, migracian, proliferacion v apoptosis (Massagué and Chen, 2000} tanto
durante ¢ desarrollo embrionario como en la edad adulta, Los mecanismos de sefalizacion de
la superfamilia TGF-B, s¢ encuadra en un moedele bien aceptado, gue invelucra complejos
receptores de membrana (| y I} los ceales pueden dimerizar formando un tetramero gue e
sutofosforila (actividad serina-trecnina guinasa), proteinas efectoras y reguladoras de la
transcripcion denominadas Smads (wia de sefalizacion candmica), y otras cascadas de
sefializacidn no cangnicas independientes de Smads [Zi et al., 2012}

Las yias de sefializacidn candnicas involucran las proteinas Smads, que en base a su funcidn
celular se dividen en tres grupos (Heger et al,, 2008; Schmierer and Hill, 2007):

# [as Smads reguladas por receptor (R-Smad), son sustrato de fosforilacidn por log
receptores tipo | Smad2/3 se activan por TGF-fs v 5mad1/5/8 son activadas por BMPs.

* Las Smad mediadora comin (Co-Smad) es la Smadd, actda como mediador comin, a
traves de la formackan de un complejo heterotriménco con las R-Smads que se traslocan al
nucleo para modular la transcripcion de genes diana.

# Las Smads inhibidoras (1-Smad), pertenecen & este grupos Smadb y 7, Tienen una fumcion
neutralizadora de la sefial de la superfamilia TGF-B .5mad7? inhibe preferentemente la via
de TGFHEs, mientras que Smads inhibe preferentemente la via de BMPs [Santibanez et al.,
2011}

Entre lzs wvias de sefializacion no-Smad mejor estudiadas se encuentran MAPKs gquinasa
activada, TGF-f (TAK-1), Erk, p38-MAPK y c-lun [INK)]; la fosfatasa dependiente de caldo
calcimeurina-NEATe: quinasas de erecimiento y supervivencia PI3k/AKT/mTOR; y proteinas G
peguehas tipo Ras, Rho, Rac y Cdedd, La versatilidad de |a sefalizacion por proteinas S5mad y
lzs interacclones funcionales de los mecanismos de sefializacidn de las proteinas Smad y no-
Smad definen a menwdo la respuesta celular a TGEF-Bs v otras protelnas de la familia
(Massague, 2012).

Estudios realizados en culthve primario de neuronas granuleares demostraron gue iz inhibicidn
farmacoldgica del receptor de TGF-f, asi como & silenciamiento de 5mad2, reportaron
aumentos de la longitud axonal, (Stegmuller et al., 2008). Estos autores relacionan a Smad2
coms un regulador negative de la vis Cdhl-APC/SnoM (de sus siglas en inglés "E3 ubigquitin
ligase Cdhl-anaphase-promating complex”) Factor Trascripcian) la cual estd ascciada al
crecimiento axonal (Konishi et al,, 2004), como asi tamblén a un rol neuroprotective [Tesseur
and Whyss-Coray, 2006} v no asi en el establecimiento de pelaridad neuronal,

En el dltimo tiempo la participacion de TGFE v su receptor han tomado refevancla como
nuevos factores nevrotrdficos “in situ”, Ambos recepiores [TGF-P1 y 2] se expresan en la zona
garminal (IV) v lamina &, mientras que la sefal de TGF-B1R es difusa en |a ZI de la corteza, la
sefial TGE-B2R slgue prevaleclendo, Ademas la sefial de TGF-B2A aumenta sustancialmente
desde estadios embrionarios 14 al 18 (Y] et al,, 2010). También se observd que TGF-f se
eupresa en el sisterna nervioso de mamiferos durante el desarrollo [Mecha et al., 2008) y su
receptor también se encuentra presente en la corteza en desarrollo (Tomoda et al., 1936),
Mientras gue “ex wive”, la aplicacién local de TGF-B en una neurita en estadio 1, promueve la
extensidn de esa neurita para convertirse en axon [Yi et al,, 2010). Ademas, la deplecion de
TGF-BR2 “in sity™ [receptor 2 de TGF-B), promueve el mismo fenotips de neuronas sin axdn, en
donde se produce un retardo en la migracion radial en la Z1 (¥i et al., 2010]. Estos autores
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indican qua |a sefiales axogénicas dependientes de TGF-B son mediadas por la activacién de
Par, Curinsamente |a actividad de PI3k es necesaria para el reclutamiento polarizado de Par 3
y &, &l cual ez fundamental para la polaridad neuronal {Shi et al,, 2003},

Indudablemente las vias de sefializacidn de IGF-1/IGF-1R v de TGF-B/TGF-BR juegan un papel
muy importante sobre el neurodesarrollo. A pesar de ellos los mecanismos de sefializacién
comienzan a ser caracterizados. Por otro lado cabe preguntarse si éLos efectos de estas vias de
sefalizacion son preponderantes en distintas etapas del desarrollo? Este tipo de interrogantes
son los gue se discutirén en la sigulente seccldn,
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9. HIPOTESIS

El silenciamiento génico de IGF-1R v TGF-B2R afectarian distintas etapas del neurodesarralio
tanto “ex vive™ como “Te situ”, a traves de PI3K .Donde IGF-1R seria necesario en etapas

temprana de la migracion (orientacion, establecimiento axonal). Mientras que TGF-B2R seria
necesario en etapas avanzadas de la migracion (desarrollo del arbol dendritico v elongacion

axonal).

10. QBJETIVOS

# La implementacidn de la técnica de electroporacion “in utero” como una
herramienta de trasferencia genética “in situ”.

® Examinar la vinculacion de estos receptores vy sus vias de sefalizacion en la
especificacidon axonal y desarrollo neuronal, trazanda un paralelismo entre los
modelos de estudio "ex viva™ e "in situ”.

Especificamente proponemos:

+ Examinar el rol de TGF-B2 y su receptor en la polaridad neuronal
“ex vivo",

o Estudiar la presencia de TGF-P en cultivos primarios
o Estudiar los efectos de la perdida de funcidn del receptor de TGF-
B2

» Estudiar “in situ” si los receptores IGF-1 y TGF-B2 son necesarios
para el desarrollo neuronal de la corteza.

o Estudiar los efectos de a2 perdida de funcidn de los receptores de
IGF-1 y TGF-P2.

e Estudiar si P13k es un efector de los receptores de IGF-1 y TGF-
p2.
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11. RESULTADOS PARTE I: RESULTADOQS “EX IVD"

1 1.1 Anilisis de la influencia de TGF- # 2 v su receptor en el crecimiento

neuronal

11.1.1 Determinacion de concentraciones fisiologicas de TGF-f 2 en
cultivos primarios

Desde el marce tedrico generado en la introduccidn, podemos establecer que unos de los
sventos mas significativos para el desarrallo de neuronas piramidales de hipocampo en cultive
es ¢l establecimiento de polaridad neuronal {Banker and Goslin, 1988; Goslin et al., 1988). Los
fentmenos que suceden en este espacio temporal definido, permitiran establecer el rol de
distintas proteinas para el desarrollo neuronal. Particularmente en nuestro caso estudiar la
presencia de factores de crecimiento [TGF-Bf TGF-BR} durante esta etapa, permitird establecer
una relacion de estos con el desarrollo neuronal, Para ello desarrollamos un conjunto de
experimentos, utilizanda el cultive primana de neuronas hipocampales de embriones 8 E18
come marce metodeldgico {ver "Materiales y Métodes®].

Uno de los primero interrogantes a analizar es saber si; { Las newronas en cultivo son capaces
de secretar niveles endogenos de TGF-B gue activen sus propios receptores?, Durante esta
gtapa también fue de nuestro interds plantear dos escenarios para llevar a cabo estos
axperimentos. Por wh lade un grupe de eélulas fuersn culthvada: en condiciones de alta
insulina (1500 aM) v &l otro grupo en condiciones de baja insulina (5 nh de Insulina), €5 muy
interesante detensrmos en estos dos contextos. Insuling es una hormona de vital importanca
para el manteniendo y scbrevida de las neuronas piramidales en cultive, Pero el excesa de
intulina es capaz de activar los recetares de 1GF-1 ¢ asi activar las cascadas de sefializacidn que
promueven fa especificacidn y crecimients axonal; enmascarade las funciones de IGF-1, como
estimuladar del desarrolle. Por otro lado la ausencla total de insulina en el medio afecta la
sobrevida de las células en cultive. Por lo tanto una condicion necesaria para realizar este tipo
de experimentos es aguella donde |a cantidad de insulina en el medio es tal que no permite
activar los receptores de IGF-1 pero si sus propios receptores (baja insulinal.

Para detectar las concentraciones fisiologicas de TGF-§ en cultvos, obtuvimos los
sobrenadantes de estos cultives primarios a 24, 48, v 72h en medios de baja y alta insulina, Los
mismos fueron utifizados en un ensayo de Elisa tpo sdndwich para los ligandos de TGF-81, 2 v
3 ver “Materiales v Métodos”] [Figura 9).

28 |Pagina



HM DETGF-B

24hs Ashg Tihs
B A inming @ Baa nuling

Flpura 9: Cuantificacidn de la concentracidn de TGF-Bs en sobrenadantes de culthve de neuronas
piramidales de hipocampo. Ensayo de Elisa tipe sindwich, 5e muestran las concentraciones |+/-5EM),
del ligando TGF-f en sobrenadantes de cultives neuronales a 24, 48 y T2h Los dates no w8 observaron
diferencias significativas entre los sobrenadantes &n alta insulina comparados con |os sobrenadantes a
baja insuling. p= 0,86 24h, p< 0,87 48h. p20.95 T2h 0o 3 experimentos Independlentes, Test estadistico
eplicada test t no apareado.

Efectivamente las neuronas son capaces de producir concentraciones pequefias de TGF-fs
{aprow, 0,025 nM}, Ademis el exceso de insulina no genera varaciones en la concentracion de
este ligando cuando s& lo compard con los medios de baja insulina

Las concentraciones observadas en ambos casos no seran suficlente para activar sus proplad
receptores los cuales tienen una constante de disociacion de 5 oM para TGF-BR

11.1.2 Estudio de la presencia de la cascada canonica de TGF-§
sobre Particulas de cono de Crecimiento (GCPs|) y cultivo primario

Las condiciones fisiologicas en cultiva primario no representan un escenario completo que nos
permita discriminar & la cascada de sefalizacion es efectva para activar sus propios
receptores. Ademas en condiciones fisiologicas pueden existir otras fuentes de este ligando,
coma atros tipos de eélulas come por ) les ghas, Ademas se sabe gue TGF-fs s& expresa
durante el desarrollo del sistems nervicso |Krieglstein et al., 2002].,

Las concentraciones observadas no son suficlentes pare activar sus proplos receptores, no es
indicativo gue estos receptores no estén presentes o que su cescada no 58 encusntre activa,
Par este motivo se decidic ewaluar con distintos ensayos bioguimicos si la cascada canonlca de
sonalizacion TGF-B/ TGF-BA/Smad? se encuentra presente y 5i kla misma puede de ser activada.
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En primera fnstancia realizamos estimulacicnes en agudo de particulas de conos de
crecimiento, denominadas GCPs (del inglés Growh Cone Particles, wer “Materiaies v
Métodos”], La téecnica de GOPs permite aislar conos de crecimiento, con la maguinaria
miclecular gue se encuentra alll presente

A partir de cerabros totalas de embriones de rata de 18 dias de gestacidn, & abtienen los GOCP
gue previamente fueron incubados por 40 min en hielo para reducir su actividad basal,
Disminuyende la actividad metabdlicas de las distintas vias de sefalizacién celular, A
continuacidn fueron estimulades con & ¥ 10 nh de TGF-B2 por 5 v 10 min. Luege los GCPs
fueron lisados para liberar su contenids e incubade con un anticuerpo especifico que reconoce
al efector secundario activo {(fosforilado) cascada abajo del recepror de TGE-B, lamado
pimad? [Figura 10).

Figura 10: Western blot de

TGF—ﬁE estimulaciones en agudo de GCPs

; - con TGF-f2 emdgeno. Motese el

5min 10min incremento  de la expresion  de

JGFE2 B 10nM Bl 10mM pimandd, luege de la estimulackén

e con TGF-B2 tanto 2 Smin como 10
k 5 pSmad2 minutos,  Contrel  de  cerga

aTubulina.
e @P a» a» b

Se observd qgue la estimulaciéon de GCPs con Gnbd tanto como con 10nM de TGF-P2 promueve
la activacion de la proteina Smad2 en los dos tiempos de estimulacidn utilizados. Este
resultado indica la presencia TGF-BR en la superficie de la membrana de los GCPs capaces de
ser estimulados por TGF-B2, que en consecuencia desencadenan la activacion de la via de
cefializacion gue involucran a la protelna Smad? activa cascada abajo

El siguiente paso fue evaluar si especificamente esta wvia de sefalizacion también se
encontraba presente en neuronas piramidales de hipacampo, | donde 5o realizd el siguiente
disefic experimantal. En este caso las neuronas piramidales de hipocampo fueron culthvadas
por 24h, ¥ posteriormente fueron deprivadas con un medio minime por 5h con el objetivo de
evitar la activacldn de cualguier wia de sefalizackdn presente. Luegs se estimuld en agudo los
cultivas con TGF-B. Una de faz condiclones experimentales fue simultdneamente astirmulada
con TGF-f2 e incubadas con un inhibider especifico del receptor de TGF-B, llamado 58431542
{Caraci et al,, 2008} (Figura 11). El uso de inhibidores selectivos, permite evidenciar si la
cascada de TGF-B es activada por otros factores ademds del propio TGF-B. Luego las células
fueron levantadas de la placa de cultiva v lisadas con el uso de detergentes especificos para tal

fin [wer Materiales y Métodos), posteriormente se analizd los niveles de proteina mediante
‘Western Blot.
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Figura 11: Wester blot de neuronas piramidales

..,fnﬂ' ._ff"" de hipocamps gue fueron cultivadas por 24h,

TGF-p2 ,,ﬁp ﬂ?‘} Kotese el decrecimiento de |a expresidn del
efector activo casceda abajo (pSmed?) con el

i pSmad? =0 del inhibidor especifice para el recepior
. TGF-f1 |5B431542). Contral de carga aTubulina

- - — aTubuling

Los resultados son consistentes con los observados para GCPs, donde los cultivos sin estimular
poseen una actividad basal demostrada por la presencia de |a proteina activa Smad2, mientras
gue la estimulacidn con TGF-f2 aumenta considerablemente los niveles de pSmad, sin
embarge en presencia del inhibidor se reduce en gran parte la presencla de pSmad?,
Corroborandos que efectivamente se logrd estimular selectivamente la vie de sefalizaeidn TGF-
B/ TGF-pR/Smad2, tanto en GCPs come en cultivo primario.

El siguiente paso fue observar gue sucedia al estimular con TGF-B2 cultivos celulares en
medios de baja de Insuling, Para ellos realizamos cultives primarios que se cultivaren por un
espacio de 24h v & los cuabes se les suministrd cada Bh cantidades de &nbd ¢ 10 nM de TGF-82
para estimular los cultives con las mismas concentraciones wtilizadas en GCP: v en cultiva
primario. 5e agregd TGF-P2 cada Bh para mantener constante la actividad de a wia durante el
experimento, & cabo de 24h los cultivos fueron fijados y cuantificados sus estadios de
desarrollo (ver seccion “4.1") [Figurs 12).

PORCENTAIES DE CELUILAS
& ¥ £ 5 5 E 3 B

Estadio 1 Estadio2 Estadiod
Al imuing  CObsja Fsuling  DTEF-E260M [bajalrodina] B TER-A2 100k [baja eulina)
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Figura 12: Cuantiffescidn de bos estadios de desarrallo newranal en cultivo primario con el agregado
exdgens de TGF-f2. Se muestras los porcentajes [+/-50) de neuronas pare cada estadic. Culthve
nevronal de 20-24h aprox. Tanto las neuronas tratadas con el shTGEF-A2 como las tratadas con el s5RNA
poseen el mismo fenotipo de desarrollo. Donde se obserdaron diterencias significativas (***)F =0.0004
n: 3 mxperimentos indapendientes, Test astadistico aplicada AMOWA de una via aplicands &l Post Hac
Turkey's,

En los datos proporcionades por la cuantificacion podemos observar que el agregado de TGF-
B2 en las concentraciones evaluadas no promueve a las células a pasar de un estadio 2 & um
estadio 3, Aproximadamente el B0% de las células estimuladas con 6nM y 10 nM de TGF-B2
guedan arrestadas en un estadio 2, de modo significativaments similar a un cultive de baja
insulina. Mientras que en cultivos de alta insulina un 50% consiguen llegar al estadic 3 de
desarrollo, donde apenas un 25% de células estimuladas con TGF-A2 logran Hegar a estadios 3.
Los dates suministrados en esta seccidn, sugieren en su conjunto que, la estimulacién exdgena
con TGF-B v posterior activacion de la cascada de sefializacion TGF-fR/pSmad2, no estaria
involuerads en los sventos moleculares que permiten a las nevrona pasar del estadic 2 &
estadio 3,

11.1.3 Estudios sobre el efecto de pérdida de funcidn de

TGF-f ZR: Silenciamiento especifico mediante shRNA.

El siguiente paso fue estudiar los efectos de la perdida de funcidn del receptor de TGE-B2R.
Una de las formas de fograr I3 pérdida de funcion de uma proteina es mediante al
silenciamiento génico. Disminuyendo los niveles probeicos y por lo tanto redudir o eliminar su
funclén dentro de una célula. El silenciamiento de la expresion genica del receptor del TGF-B2
e llevo a cabo utilizeando shANAs (del inglés, small halrping ANA} Insertade en plasmidos
dicistronicos (wer “Materiales y Metodos™). Estos contienen 2 marcos zblertos de lecturas,
unos codificante para la proteina fluorescente verde [GFP), utilizada como marcador de células
gque incorporan el shRNA y el ofro marco utilizado para insertar la secuencia gue regula la
eyxpresién del shRMA. En este caco una secuencla especifles para silenctar el receptor de TGF-
B2,

Ademds del disefio de shRNAz ecpecificos para el silenciamiento de TGF-IR, se disenid una
secuencia control llamada secuencia Scrambled [ssRMA), la cual no es complementaria a
ninglin gen de rata evitando un silenciamients nespecifico funcionando como un control del
silenciamiento~El siguiente paso fue evaluar la capacidad de silenciamiento, para el shRMA
disefiado.

La velidacidn se logrd a través de método de transfeccidn de DNA por medio de lipofectamina
[ver "Materiales y Métodos™), en |a linea celular de glioma de cerebro de rata (C6). [En este
caszo las lineas neuronakes permite evaluar el silenciamiento de los shANA, debido a la alta
eficiencia de transfeccion gue se logra en estas lineas celulares respecto & la obtenida en
cultivos primarios de neurcnas hipocampales. Los bajos niveles de transfeccidn en cultlve
impiden detectar las diferencias en Ia expresidn proteica como resultado del silenciamiento

genico mediante matodos biogquimicos
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La transfeccién fue realizads con distintas concentracionss de los plasmidos shTGF-A2R Y
ssAMNA. Posteriormente las células fueron colectadas v procesadas para ‘Wester Blot (ver
“Mlatariales ¥ Mél'.-::lll:l:li:l. donde medianie el uio de Anticuerpos cgpl:cl'ﬁe;us. contra el receptor
de TGF-i2 se evaluaron los niveles endagenos del receptor en las diferentes condiciones
[Figura 13A). 5e observd gue la transfeccidn con 2,5ug del shRMA contra los receplores de
TGF-A2 disminuyen los niveles enddgenos de dicha proteina mientras que la situacidn control
en la misma concentracion de ADN no se ocbizervaron cambios en los niveles de TGF-A2R. Por lo
tanto podemos declr que el shTGF-B2R es efectiva para el silenciamiento de la proteina TGF-
IR, mientras gue el sBNA no afecta lad concentraciones endogenas de la proteina en
ESRUdIG,

Ademids de la validacion bloguimica realizamos cultives primarios de nevronas del hpocampo
que fueron transfetadas con los plismidos validados ssRNA o shTGF-B2R para evaluar e
desarrollo de dichas células a traves de su morfologla. Reglizamos inmunoflucrescencia con el
anticuerpo selective para TGF-B2R [enti-TGF-B2R] [Figura 13B)

GFP arli-TGF -[12R
ssRNA !:I'ITGF-l!-E
t.5sm 2560 1508  Z8ug %
.= ————
PR—1 _-—. P—— =l T %
]

— — — e Ui

shTGF-p2

Figura 13: Ar Wester Bot de células de la lines calular C6 gque feeron fransfectadas con shTGF-FER ¥
cultivadas por 24h post- transfeccion, 5e utilizd una secuencla Scrambled |ssRAA) como contral de la
transfeccion. Motese el decrecimiento de la expresidn del receptor de TGF-B2, luspe del silenciamiento
con YhiNA especifico. Control de carga aTubulina. B} Micrografia de cdlulas neuronales tranfectadas
|GFP) oon ssAlA y shTGF-2 e inmunoteridas con anticuerpo contra TGF-G2R. S& puede observar nivedes
menores de expresion TER-RE2R owando se trasfecta con shTGF-[E2R, mientras gue B expresion de TGF-
B2R nao se ve afectade con el uto del Serarmbled (safMA) cama cantial,

En este experimento se observd gue las células tresfectadaz: con shTGF-BAR presentan
morfelogia de newronas en estadio 3 de desarrcllo, Donde wno de sus procesos posee
caracteristicas morfoldgicas de axdn. Para corroborar la existencia de axones maduros en
células silenciadas para TGF-BZR, se realizaron cultive gue fueron transfectados utilizando la
técnica de transfeccion en suspension (ver “"Materiales v Métodos”). Esta técnica, permitic
expaoner 8 las neuronas al ADN a tiermpo cero de cultive, antes de ser sembradas y adheridas al
sustrato donde posteriormente se desarradlan, Luego las neuranas fueron cultivadas por 38 b,
fijadas v tefiidas con anticuerpos especificos contra Taw-1 [marcador axonal) (Figura 14 y 15),
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La cuantificacion se realiza evaluando los diferentes estadios del desarrollo neuronal "ax vive™,

considerando a las celulas gue presemtarcn marcacicon Tau-1 positiva como REUrDnas gue se

ancontraban en estadic 3, mientras gue squellas gue no presentaron dicha marca en sus

procesns newriticos se consideraron en el estadic 2 de desarrolio

EFP

shTGFIE ssRMNA

PORCENTAJES DE CELULAS

anfiTau-1

Figura 14: Micrografia de células
transhectadas [GFP) con ssRMA v
shTGF-f2 e Inmunctefikdas con
andi Tau-1 (rojo). Cultiva neuronal
de 3Bh. Tante la= celulas
transfectadas con ssAMA 6 shTGF-
BIR, pressmten mercs pass Tau-1,
indicando que posean un aEon
diseernible tanta bioguimica como

miarfoldgicamente a 38h,

E2

mashMA @ ShTEF-AIR

Figura 15: Cuantificacion del ensayo de shTGF-82A ws ssANA. Se muestras los porcentajes (250 de
neuranas transfectadas con shTGFR2 o stRNA respactrvamenie. Cultivad neurcnales de 380, Tanis lag

neuranas tratadas con el shTGF-A2/, como las tratadas con el ssENA poseen el mismo fenctipo de
desarrello. Los dates no fueron estadisticamente significetives enfre estadios, ps, U105 [E2] ¥ ps,0-1025
[E3). m: 4 ¢ 3 experdmentos Independientes respectivamente. Test estadistico aplcado fest t no

apareado
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Las neuranas que fueron tratadas con shTGF-B2R exhibieron marca para el anticuerpo contra
Tau-1 indicando la presencia de axones. También podemos indicar que los fenotipos
morfolégicos fueron similares en neuronas tratadas con s3RMA o con el shTGF-E2R, indicando
que la pérdida del receptor de TGF-B2 no afectd la capacidad de las neuronas para establecer
axones maduros (Tau-1 positivas). El andlisis cuantitative de los datos permitié observar gue
ambos grupos experimentales (shTGFB2R v ssRNA), se cbservd que el mismo nimero de
neuranas lagran llegar al estadio 3 de desarrolle (aproximadamente el B0% de s neuronas)
desarrollaron una morfologla polarizada, a 38 h de cultive,

A|Pégina



12. DISCUSION PARTE L

12.1 Objetivo I: Examinar el rol de TGF-#2 v su receptor en la polaridad

neuronal “ex vivo”

Los resultados cbhtenidos en esta seccidn tratan de establecer el rol de TGF-P2 v su receptar
coma actores relevantes en el establecimiento polaridad neuronal.

Desde una perspectiva general, la cascada de sefalizacion de TGF-B se encuentra en un gran
numere de tipos celulares, los cuales incluyen linfocitos, macrdfagos, fibroblastos, miocitos,
células epiteliales, células del pancreas, células de placenta, células tumorales, etc. [Lyons and
Moses, 19590). Estas citocinas son reguladores multifuncionales de wpa gran variedad de
procesos celulares, coma por ejemplo especificacidn celular, migrackdn, proliferacidn,
diferenciacion y apoptesis durante el desarrolle embrionarlo, como también en edad adulta
(Massagué and Chen, 2000). Aunque pueden tener efectos mitdticos, TGF-8s (TGF-B1.2.y 3)
también puede actuar como potentes inhibidores de la proliferacidn de células epiteliales y
linfocitas (Sporm, 2006].

Cama mencionamas anteriormente la activacidn de los receptores de TGF-B puede iniciar la
cascada de seflalizacién de la via candnica (a través de las proteinas Smads) ¥ no candnica
(efectores alternativos gue no involucran a las protefnas Smads). La activaclén de Srmads
permite la unidn con el ADN, el cual actia como un factor de transcripcion que regula la
expresién de aproximadamente entre 100-300 genes (Massague et al, 2005}, Indicando la
gran versatilidad funcional de esta via,

Par otra parte, centréndonos en la regulacién a nivel neuronal por TGF-Ps, se conoce por
sntecedentes previos, gue median Iz regulacidn de la sobrevida neuronal [Krieglstein et al,,
2002). Estos autores ademds indican gque los ligandos TGF-Ps por sl mismos no son
meurotréficos, pero tienen la capacidad de aumentar los efectos neurctraficos de factores de
crecimiento como GONF (del inglés “Glia Derived Neurotrophic Factor™).

Par otro lado, la actividad de Smad2 regula negativamente la via Cdh1-APC/SnoN (de sus siglas
en inglés "E3 ublguitin ligase Cdhl Anaphase-Promoting Complex™/ Ski-related novel protein
W} en neuronas (Stegmuller et al., 2008) durante el crecimients axonal (lkeuchi et al,, 2009;
Lasorella et al, 2006]. En este sentido Smad2f3 activos permiten reclutar Smol para ser
degradado por Cdhl-APC. Por lo tante la inhibicién enddgena de Smad por silenciamiento
estimila la elongacidn axonal en neuronas granulares (Stegmuller et al., 2008).

MNuestros resultados describen un escenario, donde el silenciamiento de TGF-B2R “ex wive™ no
afecta ol sstablecimients axonal en neuronas piramidales de hipocampo, Por otro lado,
considerando que el silenciamienta génico de bos receptores de TGF-A2 disminuye la activacion
de la proteina Smad2, podria esperarse un crecimiento axonal considerable, sin embargo no
cbservamos un crecimiento axonal exacerbado en nevronas hipocampales en cultive,

Muestros resultados demostraron que los niveles enddégenos del ligands TGF-f nos zon
suficientes para activar al recepior TGF-B2, Indicando que las neurcnas en cultlve no son
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capaces de estimularse endogenamente, por otro lado los efectores de la via de sefializacidn
de TGF-3Z se encuentran presentes en neuronas piramidales de hipocampo cuando son
estimuladas en exogenamente con este ligando, dado gue las newronas de hipocampo en
cultivo fueron capaces de actlvar al efector secundario Smad? (psmad?). En este escenario la
estimulacidn exdgena con TGF-B2 v |la consecuents activacldn de pSmad? en cultives prirmariad
en medios condicionados de baja insulina, no presentaron un efecto de estimulacion en el
crecimiento axonal, la sola estimulacidn con TGFB2 no fue suficiente para el desarrollo de wn
fenotipe polarizade en neuronas del hipocampo an cultive,

Una posible explicackdn a nuestros resultados v considerando ademas los antecedentes previos
{Konishi et al,, 2004), Seria gue TGF-B y su via de sefalizacidn candnlca estarian vinculadas con
la elongacion y no con la especificacion axonal, ya gue el silenciamiento génico de Smad2
produce axones significativamente més largos v el silenciamiento de los receptores de TGF-B
no afecta al establecimiento de la polaridad neuronal. Una diferencia entre la especificacion v
¢l crecimiento axonal es que, la especificacion anonal sucede cuando una neurita menor, en
celules morfoldgicamente simeétricas adquiere la capacidad de convertirse en el futuro awdn,
Miantras gue el crecimiento axomal se produce cuamdo una de las neuritas menores
especificada como futuro axdn, rompe la simetria celular para dar lugar al futuro axdén.
Debemos hacer una salvedad con estos experimentos (Konishi et al, 2004), en ellos los
cultives posesn concentraciones altas de insuling, donde la insuling puede estimular los
receptores de IGF-1 en estos experimentos. Por lo tanto es posible la activacidn de esta via
desencadene los efectos de especificacion axonal. En esta tesis como ya mencionamas los
cultivos de baja no permiten la activacion de |a cascada de sefializacion de IGF-1,
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13. RESULTADOS PARTE Ii:

Hasta el momento la mayor parte de los experimentos mostrados fueron realizados utilizando
el madelo de cultive primario. El estudio generado a través del modelo “ex whio®, genero y
genera fmportantes apoftes, para el entendimients del ral de distintoe Ffactores de
crecimiento, duranmte el desarrollo neurcnal, El crecimignto neurcnal en culthve, s ung
representacion simplificada del complejo contexto para el estudio del sistema nervioso, La
impartancia de entender el contexto fisiologico en el cual las nevronas se desarrellan, aporta
mayar informacion respects a los procesas claves para el crecimiento neuronal (orientacian y
migracian, entre otros eventos),

En la presente tesis se wtilizd un models “in sitw” llamado IUE [del ingles “in wierma®
electroporation, ver "Materigles ¥ Métodes), para profundizar en la funcidn génica en el
cerebro.

Uno de los objetivos de esta tesis fue poner a punto ademds de adquirir todo lo necesario para
fa implementacidn rutinaria de esta compleja técnica,

La IUE es un sistema de trasferencia genética "in situ™ elegido en la actualidad. El ADM ez
inyectado en e ventriculo lateral de ratones embrionarios, gue luego son sometidos & una
corriente eléctrica controlada (electroporacion), generando la incorporacidn de ADN especifico
en neuronas piramidales de corteza. Luego del procedimiento quirdrgico se reintroducen los
cuernas uterinos (embrioned) en su madre para poder completar su eiclo de desarralla.

En la corteza se pueden distingulr subcapas que abarcan desde la rona ventricular (ZV), rona
subventricular (25V), zana intermedia (Z1), v la placa cortical {CP) {wer esquema siguiente). Se
han publicade varios trabajos que demuestran transfecciones exitosas en neuronas de la
corteza cerebral por electroporacion tanto en embriones de raton come de rata donde |a tasa
de transfeccion es alrededor del 97% (Fukuchi-Shimogori and Grove, 2001; Saita and
Makatsuji, 2001; Tabata and Nakajima, 2001). La combinacian de ILE con |3 tecnologia del
shRMA para producir silenciamiento o transfeccion de ADN codificante hace posible la
realizacion de experimentas de pérdida ¢ ganancia de funcidn en neuronas piramidales de la
corteza cerebral (Bai et al_ |, 2003 )
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Esguems representativa de la téenbea de electroporacién “in ubere™ [IUE]. A) Dibujo del animal de
maparimentacion donde se distingee el utero con o3 embriones, Ademas en & amplificacion del
ambrion s5e puede observar la rona del cerebro conde se produce la inyeccibn del ADN v la orentacion
de la pinza utilirzads para disparar el impules ebéetrico. B} Corte corenal de un cerebro embrionans de
raten donde se visualiza en azul los nucleos celulares tenidos en AP v en verde |GFP) ks neuronas
carticales translecadas, C) Micrografia de corte poronal del cerebro de un ratén electroporado donde
se encuentran en azul los nucieos celulares tefiados en DAPL y en verde |GFP) las neuronas corticales
transfectadas

13.1 Efecto del silenciamiento de IGF-1R a distintos tiempos sobre la

migracian de neuronas piramidales de corieza

Una vez puesta a punto la técnica de IUE, 5e evalud la participacian IGF-1R y su via en el
desarralle neuronal “in site”, La ides prin:'ipai fue realizar E-upl!'r'imer'l‘tﬂs. de pérdlda de funcidn
del receptor de 1GF-1, con el propdsito de slfenciar la cascada de sefalizacion IGE-1f 1GF-
1R/PI3k. Para ello se utilizaron shBEMNA comerciales de la empresa SIGMA ya validades gue
permitieron  (ver Materiales vy Meatodos] los cuales conocer las niveles exactos del
cilenciembento aspecifico para la proteine blance. Por otro lado los plasmidos adguirides no
eran dicistrénicos come los utilizados "ex wiva®, por lo tanto para marcar las neuronas
silenciadas “fa sifu”, ze cotrensfectd con un pliésmide gue codifica para ks protelns
fluorescente verde [GFF) donde nos aseguramos gue el promotor utilizado en dicho vector era
adecuado para la técnica IUE (wer Materiales y Métodos), Es interesante remarcar gue los
niveles de cotransfeccion para esta técnica son realmente altos, alrededor del B0% [Bai et al,,
2003) por lo tanto la mayoria de las calulas que presentan la marca del GFP tienen una alta
posibilidad de haber incorporade el plasmido para el silenciamiento

En primera instancla, se evalud ¢l efecto de este silenciamiento sobre la migracidn neuronal a
través del tlempo. Con el fin de establecer una wentana temporal gue sbargue desde estadios
embricnarios hasta post-natales tempranos, Tedos los experimentos gue fueron disefados en
la presente tesis toman comoc punto de partida el dia 15 del estadio embrionaric (E15) {ver
“Materiales y Métodos”). Durante los dias embrionarios 14 v 15 de un ratdn, sucede el pico
neurcgenico de la peblacion de neuronas piramidales de corteza con proyecciones al cuerpo
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calloso {capa 11V de la corteza). Por lo tanto, nuestro primer Interrogante ue si LIGF-1R gstéd
Involucrade en el desarrollo de las neuromas corticales “in situ®? Para ello realizamas IUE de
ratones & E15, con shIGF-1R ¥ CAG-GFP, que postericrmente continuaron su gestacidn normal
y @ los dias seleccionados E19, F2 v Pd (también se analizaron los tiempos PE v PR se
calectaron los cerebros electroporados identificéndolos por la presencis de la proteina
flugrescente verde (GFP). En este sentido se confecciond una curva temporal v se evaluaron
los perfiles migratorios de neuronas silenciadas para IGF-1R [Figura 16).

A juEE1ssEm B IUE E152P2 C IUE E15>P4

kel -TH  Dag o fpi shiGF-1R Cagp i Dap

vk g 3

Figuwra 16; Curva temporal, efectos del silenciamiento del receptor de IGF-1R. Co-slectroporacidn “in
utera™ al ¢la E15 con CAG-GFP, contral ¥ ShRBMA dirigido contra & receptor de [GF-1 desde estadios E12
ial, P2 (B} y P4 (C). Notese quae el arresto sucede en la VISVl desde estadios tempranos,
prolongandoce en el empo a estadios postnatales, Barra de calibracidn 100pm

1B Dap

En todos los casos descriptos sa observo gue los perfiles migratorios fueron distintos
comparades con su respective control, En estadios embrionarios E19, se observd un arresto
embrionario en fa IV, y un consecuente retado migratorio en neuronas para llegar a la PC
Indicando que los efecto del shiGF-1R se manifestd en etepas tempranas del desarrolle (panel
derecha A}, Debemos tener presente que |a cortesa estd en formacion ¥ gue la poblacion
cefular todavia se encuentran en neta migracldn (panel irquilerds &),

Durante estadio postnatal P2 sigle ocurriendo |la neurogenesis con gran actividad, y la
formacidn de [a cortezs s& sncuentra mas avancada (panel B izguierda). La poblacion celular
de las capas correspondientes {I-1¥) sigue aumentado. La migracion sigue sucedienda pera &n
menor escala respecto el estadie embrionario. En contraparte en la poblacidn que fue
silenciada para I1GF-1R, encontramos un escenario donde la migracion en zonas intermedias
fue reducida o casi nula v las capas corticales presentaron wn notorio descenso en su
poblacién, manteniendo un porcentaje de células arrestada en 2onas germinativas IV/ZSV/ZI
(penel derecho B),

Avanzade en el estedio postnatal P4, se observd que el arresto celular se acentla (panel
derecha €], mientras que en e control las células meyoritariamente abandoparon la fona
germinativa (panel izguierde C), Es Interesante remarcer gue el mayer fenotipe por el
silenciamisnto de IGF-1R ocbservado ocurre a P4, Esto puede deberse & gue las etapas
anteriores persisten procesos de neurcgenesis activos.
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Se cuantificd los efectos del silenciamiento tanto para estadios embrionarios (E19) v para el
estadio posinatal (P4) donde el efecto del silenciamiento es mas pronunciado [Figura 17 A y
C). Loz datos del arresto migratorio fueron cuantificados para ambos estadios (Figura 17 B y
D).

Para comprobar que el silenciamiento es especifico sabre el receptor de IGF-1R, realizamod
cotrafecciones con shiGF-1R v IGF-1R OPT. IGF-1R OPT es una version del receptor de HGF-1
que poses mutaciones puntuabes sobre codones redudantes. Como resultade obuvimos una
proteina gue en su secuencla protelca es identica a la proteina endogena, Pero su secuencia de
ARMm esta modificada &l punto que es resistente al silencliamlente gpenerada por shiGF-1R
Este tipo de control s el mas recomendado para descartar los efectos inespecicos de |os
shANA (efectos off-target]l. De esta forma podemos determinar que lo efectos del
silenciamiento fueron especificas sobre el receptor de IGF-1 (Figura 17C panel izquierdo).
Podemos obisrvar que an el silenciamiento de IGF1R una poblacion celular escapa del
arresto, permitiendo gue las neuronas plramidales migren y ocupen la zona de la corteza que
les corresponds, Este fendmenc pueds ser debido a gue el silenciamiente en sus primeras
etapas no es tan efectivo debido a que la expresion del shRNA no es suficiente para lograr el
silenciamiento que genere la perdida de funcién per o tanto una poblacien celular puede
escapar del control shRNA, El silenciamiento génico con el use de shEMA peérmite tener
diferentes porcentajes en la disminucidn de la protelne blance, con puestros resultados
observamos un gradiente en el silenciamiento, que nos permite ver al menos 3 escenarios
posibles. Por un lado, células que logran legar a las capas 11V, donde posiblemente exista un
silenciamiento parcial a npuld [neuronas que escapan temporalmente al silenciamiento),
segunda en las neurongs gue & encueentran en la rona Intermedia, sobre [as cuales podemes
asumir gue existe un porcentaje de silenciamiento un poco mayor al caso anterior. Finalmeante,
tercero, se observaron células con mayor arresto en la migracidn, probablemente debido al
silenciamiento génico en su mayor proparcidn, Par otra parte fogramos restablecer el perfil
migratorio, cuando las células Tueron co-transfectadas con el IGF-1R OPT indicando que ol
efecto del sileciamienta es aspecifico para este receptor, (Figura 17C panel central),
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Figura 17: Slenclamiento selective del recepte de IGF-1, Co-electroporacion “n utero” al dia E15 con
ihRMA dirigido contra & receptor de 1GF-1 desde estadios E19 (A} v P4 (C). Cuantificackin del perfll de
migracian para £19, B) £l 50% de las neuronas quedan arrestadas en ka 2V 2521, mientras que mas del
35% de a2 neurones control logran establecerse en la PC. Los detos estadisticamente en las distintas
capas son VE (**) p, 00088, IZ |n.s) p=0.09% y CF (*] ps,0,1025 [CP), n:3 experimentos independientes
respectivamente. Test estadistico aplicade pest t no apareado D) El sllenciamiento de 1GF-1R arresta un
70% de aewronas en la IV/ZSVT, comparado con aproxdmadamente un 99% de células control Began al
PC. Motese gue el porcentaje de silenciamiento &3 restablecido cuando 3@ utilize IGF-1R OPT &n mas de
un 75% en estadio P4. Barra de calibracion 100pm. [onde se observaron diferencias significativas [** %)
p =0.0001 n: 3 experimentos independientes. Test estadistico aplicano ANOYA de una wia aplicande el
Post Hoc Turikey s

13.2 Recuperacion del perfil migratorio con la sobreexpresion de Pl3k

En la descripeldn de la seccidn anterior se ohservd gue el silenciamiento de IGF-1R causa un
marcado defecto migratorio, observandose wn fenotipo heterotréfico en la WISSVE,
extendiéndose desde estadios prenatales hasta estadios postnatales.
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Coma menclonamaos: en la Intreduccldn la cascada por la cual se desencadenan los avantos de
establecimiento de polaridad neuronal, invaliscra a la entima PI3k como un efector cascada
abajo del receptor de IGF-1 gue recuits ecencial en el establecimiento de un axdn (Lauring et
al.,, 2005). El siguiente paso fue estudiar los efectos del silenciamiento de 1GF-1R en presencia
de la subunidad catalitica de la PI3k constitutivamente activa (pl10CAAX). Por lo tanto ila
sobreexpresion de esta enzima es suficiente para restablecer el patrén de migracion, en
neufcnas silenciadas para MGF-IRY Para responder este interrogante se realisd co-
electroporacidnes con los plasmides shiGF-1R y pl10CAAK. Luego los perfiles migratorios
fueron cuantificados para las distintas condiciones mostradas en la (Figura 1B A y B).
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Figura 18: s sobreexpresidn de Pl3k recupera la migrachkdn de neuronas sllenclades, A) Co-
electroporacion “in utero™ ol dia E15 con CAG-GFP, control y shENA dirigido contra el receplor de IGF-1
a P4. La sobre expresidn de F110CAAX es capaz de restablecer la migracidn neuronal slfenciadas en
aproimadamente un 50%. Barra de calibracion 100pm. B). Cuantificacidn del perfil migratorio Donde se
observaron diferenclas significathvas (***] p 20.0001 n: 3 experimentos independientes, Test estadistico
aplicado ANOVA de wra vig aplicands el Post Hoc Turll.E',".':_.

Estos resultados indican |a relevancia del IGF-1R para la migracion y consecuente desarrollo
neuronal, Ya gue la falta del receptor genera un arresto celular en las zonas progenitoras
[ZW/ZSV/IZ), probablemente debido a gue estas neuronas no lograron migrar desde el
memento de su nacimiente, indicando que el receptor de 1GF-1 resulta crucial para lograr e
cofrecto perfil migratorio. Ademas =e observo gue |as neuronas arrestadas se encuentran en
fese multipadar, esto indice que el arresto sucede antes de que |la neuronas puedan establecer
axones (ver seccldn sigulente).

El restablecimiento dé la migracion & traves de la reactivacidn de la via cascada abajo por el
wso de P110CAAX en células silencladas. Establece a PI3k, como un efector cascades abajo del
IGF-1R, durante el dezarrollo neuronal “ia sifu”. Estos resultados concusrdan con bos datos
obtenidos previamente en un sistema de cultivo primario *ex wive®, por el laberatorio (Lauring
et al., 2005; Soza et al., 200&).

En conclusién los datos mostrados establecen que la via IGF-1R/PI3k es necesaria para la
correcta migracian y desarrolle neuranal,
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13.3 Bfecto_del _silenciamiento_de IGF-1R sobre la morfologia y la

maduracion en neuronas piramidales de corteza.

Comao hemos mancionado, un aspecto a tener en cuenta en el modelo "ie 9" e gue las
fEuronEs nacientes deben migrar mientras s& van desarroliando. Este concepto permite dech
gue =i lags peduronas se encuentran arrestadas posiblemente su programa de desarrollo se
encuentre afectado de igual manera. Por lo tanto |8 poblacidn arrestada en las ronas
progenitoras podna ser una consecuancia de la imposibilidad de las neuranas en cambiar de su
estado multipolar [estadio 2} a un estadio bipolar (estadio 3).

Para elle se& comprobo por observaciones microscopicas, los aspectos morfolégicos de
meuronas control unbicadas en PC respecto a newronas shlGF-1R positivas arrestadas en la
IVIISV/EI (Figura 19). El fenotipo de las newronas control (panel izguierdo), presentd una
morfologia tipica de una neurona normal, donde el proceso gula da lugar al drbol dendritico en
maduracion (cabeza de flecha superior) v el proceso de arrastre comienza a extenderse y
establecerse como el futuro axon [cabeza de flecha inferior). Estas caracteristicas son proplas
de neuronas bipolares en proceso de maduracidn a P4, Un escenario distinto fue observado en
celulas silenciadac con el shiGF-1R. Agui las neuranas basicaments s& encantraron formando
un aglomerado celular desorganizado en distintas direcclones (fenctipo heteratrdpico)
Adamas como se indica en la imagen del penel de la derecha, muchas de estas neupronas
poseen multiples procese inmadurcs [cabeta de flecha), representando una morfologia
multipoelar inmadura no prepla de estadio P4

Control shiGF-1R

IUE E15=P4

Figura 1% Aspectos morfoldgicos de newronas silencladas para IGF-1R. Folemicrografias de radajas de
cerabros gue muestran la morfologia de necronas contra! v nedrenas silenciadas para IGF-1K. Ndtese
gue en la imagen de neursnss ShiGF-1R 42 opbierva aglomeraciones de neuronas [fenotipo

heterotropico). Barra de calibracion 10um
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Las neuronas silenciadas para MGF-1R posesn un fenotipo Inmaduro caracteristleo de la zana
donde se encuentran [ZVFZISV/f2). En la introduccidn describimos & la ZVWfZ5V como la regidn
de proliferacicn neuronal, donde sbunde el fenotipo multipofar. Pero en este escenario
debemos agrogar que este estadio multipolar dura aproximadamente 24h. Tenigndo en cuenta
este concepta, las celulas tratadas con shiGF-1RE mantuvigron un fenatino multipolar gue
perdurs casi 10 dias (tenisnde en cuenta los 21 dias de gestacidn para un ratdn). Par lo tanta
el impedimenta en k& migracidn neuronal podria ser consecuencia del arresto morfologico en
el estadio multipolar {estado inmaduro de desarrolio].

Para comroborar gue las neuronas sikenciadas son inmaduras, se realizaron ohservaciones
morfoldgicas de neuronas inmunotefiidas para ankirna G (ANKG), que permite marcar el
segrmento inicial del axdn. Este es de extrema Importancia en la neurona, y la fiskologla
neufonal depende de su correcta funcién. En este sitio se genera el impulso nerviose, y
ademds actiz como una barrere gue diferencia el dominio somato-dendritice del dominio
axonal, controlando el trafico de proteinas hacia el axon. Por lo tanto las tinciones de ANKG
permitieron evaluar la presencia de axones maduros y funcionales

Durante &l silenciamients para IGF-1R 22 obtuvieron tres escenarios, 1) Células gue llegan & las
capas I-1V [migrecidn normal) 2] células parcialmente arrestadas con capecidad de migracion
an ranas ntermedias (reterdo en la migracion) y 3} celulas arrestadas en la zonas ventricular
larresto total]. De estos tres escenarios realizamaos tinciones para ANKG [Figura 20).

MG NERGE

Figura 20 Aspectos morfoldgicos de meuronas slenciadas
para IGF-1R, tincidn con ANKG. Fotomicrografias de rodajas
de cerebros que muestran la marca de ANK G en neuronas
wr-eleckroporadas con CAG-GFP, control y shRMA dirigide
contra & receptor de IGF-1 & Pd. Notese gque los de |os
escenarios encontrados para neuronas silenciadas para 1GE-
1R, las neuranas ublcadas an s I'l.l'fE"ul'lurII Ao posesn marca

para AMK G, ademas de posesr una orientacion horlzontal a
la direccion de |a cortezs. Las neuronas que Hegaron hasta |
KA puede sbservar marca para ANK G (cabeza de lechas)
L migmo sucede para bas neursnas gue Hegan a las capa |1-1Y

|cabeza de Necha). Barra de calibracion 10pm

IVE E15=P4

Los resultados indican gue las celulas, gue se ubican en la base del ventriculo (paneles
inferiores) fueron notablemente mas afectadas ya que no presentan marca para ANKG,
gvidencia que soporta lo mencionado anteriormente. Estas neuronas no gOsEEN axones, ni una
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maorfologia caracteristica de neuronas maduras, En el caso de las neuronas ubicadas en 2I,
observamos una leve marca para ANKG (cabeza de flecha, panel medio), en |la porcién distal
del proceso de arrastre, ademas esta neurona posee una morfologia bipolar caracteristica de
neurcnas en procesos intermedios de desarrollo. Consistente con o mencionado
anteriormenta, el process de arrastre posee una disminucibn en su calibre v alargamienta
caracteristicos de un axon en desarrollo. En el caso de neuronas que logran llegar a la capas li-
W, sus rasgos morfoldgicos de desarrollo se acentdan mostrando mayor marca para ANKG
[cabeza de flecha, panel superior). En consecuencia el silenciamieto de |GF-1R es proplo de
neuronas inmaduras arrestadas en las primeras etapas de su desarralla,

Los datos morfologicos, confirman gue las neuronas silenciadas para el receptor de IGF-1
poseen una morfologia multipolar v ademas no presentan axomes tefiidos con ANKG. Por lo
tanto IGF-1R tiene una participacion preponderante en los mecanismes gue permiten a las
neuronas pasar del estadio multipolar al bipolar, Ademis este receptor resulta esencial para el
establecimiente de axenes caracteristica fundamental para el correcto desarrollo de la corteza
cerebral, nuevamente estos resultados concwerdan ampllamente con los obtenldos “ex wiva®
en este laboratorio,

13.4 Efecto del silenciamiento de IGF-1R en la maduracion y erientacién

de neuronas piramidales de corleza

Las alteraciones fenotipicas observadas se manifiestan tempranamente durante ¢l desarrallo,
y coma se indicd los efectos fueron caracterizados por un arresto temporal v espacial dentra
las primeras 24h [estadio multipolar]. En fase multipolar las newronas deben censar su entorno
polarizado v recibir distintas sefiales que le indican la orientacidn correcta para poder iniciar
sus etapas de migracidn, En esta fase de orientacidn se establece &l futuro axén como el
process de arrastre (PA), resultado de wital importancia para el posterior cambio morfoldgico
de multipalar & bipolar. [Namba et al, 2015). Esto quiere decir que las neuronas deben
comprender su entorno para poder establecer su programa de desarrolle, por lo tanto
podemaos preguntarnos sl ilas neuromas silenciadas para IGF-1R, pierden la capacidad de
discriminar su entorno?

Lin indicador termpranc de arientacion en estadios multipolares es el aparate de Galgi. El Galgl
coma el centrosoma forma una estructura caracteristica gue sirve para generar traccion
permitiendn el desplazamiento del nicleo meuronal (nucleokinesis) (ver “introduccion seccion
&.1%). Por lo tante un evento temprance gue indica la orentacidn nevronal en fase multipolar
s el Golgi v & centrosoma en posicién hacia la pia. En otras palabras s conocemaos la
ubdcacidn de estes organelas, es factible determinar cudl es la orientacidn celular de una
neurona con morfologle multipolar,

Para daterminar la ubbcacién del Golgl, =e utilizd wn pldsmido gue permite expresar a la
proteina Galt2-YFP |proteina residente del Golgi} y se observd su ubicacién respecto &
neuronas marcadas con la proteina fluorescente roja (DsAed) en fase multipolar. Para poder
observar la fase multipolar se electroporaron los embriones al dia E15 y los cerebros fueron
procesados a EL7, (Figura 21).
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Figura 21: Desorientacidn &n neuronas silenciadas para IGF-1r. Co-electroporacian “in whera” al dia E15
con Dsfled v Galt? (control] y DeRed, Galt? y shRNA dirighde contra e recepbor de IGF-1 & E17.4)
Obsérveza gue la distribecion del Golgl tanto en control como en edlulas silencadas (cabezas de flechal
B} Cuanilicacidn Barra de calibracion 50pm, Los datos estadisticamente para neuronas gue miran a la
CRI™*) p=, UDD16,. n:3 experimentos independientes Test estadistico aplicado test t no apareado.

Las neuronas control poseen une poblacidn gue s encuentran en su mayoria arientadas en
direccicn a la cara cortical mientras que las células silencladas para IGF-1R se hallan en un
estado de desarientacion mas pronunciada, estas células no presentan aingldn patrdn de
orientacion especifico por lo que las newronas se orentan indistintamente hacia cualguier
region de la corteza, Es interesante notar que la diferencias en la orientacion entre las dos
poblacionales fueron estadisticamente signiflcativas, sin embargo estas discrepancias no
fuercn pronunciadas. Esto puede deberse a que el fendmena de orentacion celular tiene una
fase de movimientos aleatorios previos a la orientaciin finel de la cdiule, fa cual 38 encuentra
dirigida por kos factores extracelulares de su entorno.

El segundo evente tempranc observable que debe enfrentar una neurona piramidal de corteza
luego de arientarse, es cambilar de marfologia multipolar a bipalar. Durante las primeras 24h
de vida las neuronas se encuentran en su forma multipoler, ubicadas présimas a la MMMZ (del
inglés “Multipolar Marginal Zone®™), En esta regidn principaimente las neuronas poseen
maorfologla multipolar, Posteriormente deben adoptar una morfologia bipolar, la cual e
permite interaccionar con las filbras de las Glias Radiales para ascender v abandonar la region
MME para ubicarse en RMZ [del inglés "Radial Marginal Zone™), La mayoria de las nevronas
residentes de esta rpona poseen morfologia hipalar necesaria para migran radialmente, hasta
alcanzar los estratos superiores de l& corters ¢ continuar con su programa de desarrallo. Por
tal motive se decidic evaluar si HGF-1R es relevante el cambio fenotipico de multipolar a
bipolar, para ellos s& compard las pablaciones contral v shliGF-1R por su estado morfoldgica
teniendo en cuenta la posicidn en la cusl se ublcan a las 48h post-electroporacién (Figura 22),
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Fipura 72: Distribucidn de neuronas silenciadas para IGF-1R en RMZ. Co-electroporackin “in utera® al
dia E15 con DaRed y shAMNA dirigide contra el receptor de MGF-1 a E17. Como se puede observar un
mayor nimero de celulares muktipolares fueron observadas en la AME en células gue no expresan
cantidades Tuncionaies del recepior de WEF-1R. Barra de calibracidn S50pm. Lot datos estad=ticaments
para neurcnas multipofares en la RME (%) pg, 0.01,.0:3 eaparimentos independientes Test estadistico
aplicada test t no apareado

Se ancontrd an el contral gue las neuranas residentes en Al fusren &en una Eran proporcion
neurcnas bipolares.  Mientras gue en neuronas shiGE-1R la refacidn  cambia
considerablemente. En &l escenario de silenciamisnto, una poblacidn de células multipolares
5@ ubicd en RML. En consecuencia |as nevronas silenciadas perdieron la capacidad de cambiar
morfoldgicamente a bipalar por ko gue su migracion e5 en estado multipolar (ver seccidn 6.1)
en la BMZ. Esto indica gue [Bs neuronss silenciadas nao pusden establecer contactos con las
fibras de las Glias Radiales, slendo un evento necesaric para la formacidn del axin (Ku et al.,
2015)

5 absered & mayor magnificacion la marfologia de neuronas silenciadas gue logran ascender a
la AMZ con mofolopia multipolar ¢ 22 la compard ean neurones control que logran
establecerse en la AME. Motese las diferencias morfoldgicas en ambas situaciones (Figura 23).

DsRad
DsRed shIGF-1R

Figura 23; Morfologia de neuronas multipolanes
an RME. Co-electroporacicn “in uterc® al dia E15
con Dsfed y shAMA dirigido contra el recepbor
de hzF-1 a £17, Motese la morfologia multipolar
{panel superior derecho) v la morlelogia bipolar
de la neurona (paned superior izouierdo). Barra

de calibracion 10pm

IUE E15>E17
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En conjunto los resultades expuestos en esta seccidn sugieren que IGF-1R y PI3k son esenciales
en etapas tempranas (orentacian, combdo morfoldgico de multipolar a bipolar y migracion ) del
desarrallo neuronal. Indicanda gue esta via de sefalizacidn es necesaria para la especificacion
axomal.
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14. RESULTADOS PARTE i RESULTADOQS IV SITU"PARA EL
SILENCIAMIENTO DEL RECEPTOR DE TGF-B2.

| 4.1 Bfecto del silenciamienio de TGF- £ 2R a distintos tiempos sobre la

migracion de neuronas piramidales de corteza

En esta seccion se evalud la via de sefializacion TGF-2R/TGF-i2 y se establecia su rol en el
desarrollo. Para ello, se siguid el mismo esguema experimental de la teccidn anteror donde e
utilizaron diferentes shANA comerciales para el receptor de TGF-12. A partir de los mismos se
realizaron IUE co-electroporando los shTGF-H2R con el plasmido CAG-GFP donde e evalud el
patron de migracian, abarcandao desde el estadio embrionario (E19) hasta estadios postnatales
[P2 y P4 [Figura 24].

A IUE E15=E1% B ILUE Et18=>P2 IUE E15=P4

I Lot Dol w1 TCFAFR  Deaps

Figura 24: Silenciamiento del recepto de TGF-A2A. Co-slectrogaracion “in viero” al dia E15 con shRMA
dirigido cantra &l receptar dé zF-1 desde estadios E19 [A) v P2 (B) v P4 [C). Barra de calibracidn 100um

Lo resultados expusstos sobre el silenciamiente de TGF-[12R permiten indicar en términos
generales gue los efectos fenotipicos fueron mas sutiles v gue Iz poblacion afectada es una
pequefia poblacion meurcnal, Los efectos a estadios embricnarios parecen ser leves, donde [a
distribucion de células respecto al control es similar, exceptuando un ligero retraso en nimero
de cefulas gue llegan a2l plato cortical. En P2, una pequefia poblacion posee un retraso en su
migracidn, aungque las caracteristicas de este retraso fueron difusas, Avanzando a P4 la
diferencia entre las poblaciones se acentia, conformade dos poblaciones discretas, Un grupe
Iogra sortear el silenciamiants v CoNsigUe ||+'H_atr a la CP, mientras gue &= mtro grupo gueda
tatalmente definide al final de 3, Cabe remarcar gue la 21 es ficiimenta identificada con la

utifizacion de Dapl (marcador nuclear), debido & gue esta 1ona es pobre en somas celulares, la
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cual forma una franja mas tenue entre la placa cortical y la zona subventricular (ver
*introduccion seccidn 5.2"). Es interesante notar que las peurcnas gue na logran sortear la 71
poseen rasgos de neusronas maduras como asl tambéén de neurana inmadura, Indicando que
posiblemente estas neuranas se encuentras blogueadss en una fase intermedia del desarrollo
(a3 aspectos morfaldgicos se veran mas adelante),

14.2 La sobreexpresian de P13k no rescata el perfil migratorio

Hasta el momento, el silendamiento selectivo de IGF-18 y TGF-[12R pressnta dos fenctipos
marcagamente distinkos. A partir de los antecedentes expuestos en la introduccion uncs de los
interrogantes gue surgieron fue s JPI3k es un efector casceda abajo de [ wia de TGF-?
Wumerasos datos bibliograficos sefalan gque existe una relacion entre TGF-A2 v PI3k (via no
candnlca o po-Smad)] {Moustakas and Heldin, 2005). Pos esta razdn s¢ sobreexpraso®I3k en
newuronas silencladas contra TGR-B2R v observar ¢ perfil migratorio (Flgura 25).

shTOF-poE

BmTGFHIN Dapi P -H-hm Dap

IUE E15>=P4

L
Czsriend
B shTGF-B2R
E ShTOF B3R + PTIDCAKK
}
0¥ 70 3 40 50 B0 70 BO B 03
Parcentaje de Células GFP postlivas

Figura 25: La sobreexpresién de Pi3k no recupera la migracién de neuronas silenciadas para TGF-f2R.
A} Co-glectroperacion “in utero™ al dia E15% con CAG-GFP, control v shAMNA didgldo centra &l receptor de
TGF-B2 & P4 La sobre expresidn de P1IDCAAK no es capes de restablecer la migracidn neuronal
silendiadas obtervindose un perfil migratorio similar a las neuronas silenciadas, BlCuantificacidn del

perfil migratorio Donde se abservarpn diferenclas significativas (***| p 20.0001 en CP, (***| p 000007
en 12y [*] p 200019 WZ/ZEV ni 3 experimenios independientes, Test estadistico aplicado ANOVA de una
via aplicando el Post Hoo Turkey s, Barra de calirackin 100pum.

Los datos abservades permiten indicar gque la presencia de Pi3k durante el silenciamiento de
TGF-2R, no restablecid la distribucion de células silenciadas. Por el contrario mantiene el
fenctipo de arresto en la Z1. 5i evalwamos los perfiles migratorios podemos observar gue, un
15% de neurcnas corticales se encuentras arrestadas cuando son silenciadas con shTGF-B2R en
Zl, Este patrdn e repite en newronas transfectadas con shTGF-B2R v P13k al misma tiempo.
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Podemos observar gue PI3k no restablecia el perfil migratoric como sucedié en los
experimentos con shiGF-1R

Por lo tante PI3K no es wn efector cascade abajo para receptor de TGF-f2, gue esté
irenlucrado en los fenomenos migratorios “in site”. Indicando gue Pi3k no presanta reaccion
crizada con TGE-E2R en fases avanzadas de [a -".ig-'.':::ﬁn. Pasiblemente & sfecte catcada

abaja s&a su propio efector candnico pSmad?

14.3 Efecto del silenciamiento de IGF- 2R sobre la_morfologia vy la

maduracion en neuronas piramidales de coreza

i

Como fue mencionado, el fenotipo chservado para el silenciamiento de TEE-H2R, invalucra un
arreste en la migracién de upa pequefa poblacidn nevronal en la zona Intermedia. La
naturalera del silenciamiento parece afectar sstadios posteriores del desarrollo de neuronas
piramidales de corteza, si lo comparamos con los efectos del silenciamienta para IGF-1R. En

este contexto se evalud la morfologia celular luege de la vtilizacion del shTGF-{32R (Figura 26).

Control shTGF-B2R

IUE E15>P4

Figura 26: Aspectos marfoldgloos de neuronas sllenciadas para TGF-BZA. Fotomicrografias de rodajas
de cerebros que muestran la morfologia de neuronas cantrol ¥ neurgnas silencisdas para TGF-F2R
Malete gue an la IMagen de NEUrsEas BPITGF-E-EFC e pbsenva aglomeracione: de meuronas I:fE‘I'II:ItlD"‘E'

heteroctropion), Barra de calibracion 10pm.

Las evidencias de um arresto en la 2, mostraron gue fas neuronas afectadas lograron
ectablecer parte de su programa de desarrollo, pero gue el mismo no fue concluide. La
observacion morfobogica, mostro gue el process guia da paso a wna arborizacion dendritica
mas acortada a la altura del soma {cabeza de flecha). El soma celular parece termer una
morfologia mas alargada; donde la forma piramidal se encuentra ligeramente distorsionada,

Estos rasgos pueden deberse a dos sitvaciones; por un lade al arresto en su maduracion o
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simplemente alteraciones merfzn!ﬁu.g.:ai debida al silenciamiento. Asimismo el proceso de
arrastre dio origen a un proceso alargado, con un calibre levemente mayor a los ohservados an
feufohas control Este proceso alargado posiblemente tenga caracteristicas de axon en vias de
desarrolio, Por este motivo se decidid ewvaluar, i las neurcnas sibenciadas para TGF-p2R
presentan marca para ANEG. Determinandose efectivamente gue el proceso de arrastre &5
capaz de origingr un axén a partir de nevronas silenciadas para TGF-[ 28 en ZI (Figura 27).

ShTGF-B2ZR AMNKG

Figura 27: Aspectos meorfoldgicos
de neuraned slenciadas para TGF-
BRZ, tincign =) ANKG,
Fotomicrografias de rodejas de
cerebros gue muestran la marca de
ANKE G e&n REUfOnEL co-
electroporadas con  CAG-GFP
shiFMA dlr:g.-u-:- contra el recepton
de TEF-A2A a P4, MNotese que las
neuronas gue legaron hasta la £
s puede observar marca para AnNE
G [cabera de flechas). Lo mEmo

sucede para |at neuronas que

IUE E15>P

liegan a las capa 11V [cabeza de

flecha).Barra de calibracion 10pm

En la imagen podemas observar gue las nevronas gue llegan a las [aminas W=1¥ fueron capaces
de desarrollar marcas para ANKS inclusive las células arrestadas en Il tamblén possen marca
para ANKG, En el apartado dos introducimos los estadios de desarrollo de una neuronz
piramidal de corféra (ver “intraduccion seccion /7 ) gueda establecids gue en el estadio 5 del
desarrollo, fas neuronas que llegan a Il intermedia comienza a establecer el axdn el cual inicla
su crecimients desplazandose por el cuerpo calloso para establecer conexiones con el otro
hemisferio (neuronas con proyecciones al cuerpo callose). Durante el pregrama de desarrollo
la arborizacion dendritica es posterior al establecimiento del axdn, esto podris indicar gue el
arresto sucede en el momento que la neurona empieza su arborizacion dendritica, Par ko tanto
al varse afectado este proceso observamos wna arborizacion dendritica acortada, con
ramilicaciones al nivel del sama celular,

En canjunto los experimentos presentados en esta seccion Indican que TGFB2 v su receptor
estan Involecrados en eventos avanrados del desarrallo neuranal, & su wer PI3k no presenta
reaccion cruzada com TGF-B2R en fases avanzadas de la migracidn,
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15. DISCUSION PARTE Il Y lll: RESULTADOS IV SITU"

15.1 Estudio “in situ” para investigar si los receptores 1GF-1 y TGF § 2 son

necesarios para el desarrollo neuronal de la corteza

En esta seccidn haremos mencién a los resuftados “In gifu” obtenidos en esta tesis,
profundizando en el rol de la via IGF-1R/Pi3k y TGF-B2R durante el desarrollo de la corteza.

Sin lugar 8 dudas e wio de la electroporacion “in ufero”™ marca un antecedente sobre log
estudios “in situ” 8 la hora de evaluar diferentes genes en el desarrollo de la corteza cerebral.
Posterior al desarrollo de esta metodologia, la mejor forma de establecer la funcionalidad de
un gen "o site”, era a traves de |a tecnologia de blogueo de genes [del inglés, gene knockout).

Un epmplo de esta metodologia, fue la evaluacion de ratones knockout parz el factor de
crecimlento similer & insuline tipe 1 (IGF-1). Donde se concluye gue la estructura del
hipocampo v del cerebelo son mormales, lusgo del tratamients en la zona trigeminal se puede
observar un déficit de motoneuronas (Vicario-Abejdn et al., 2004). En este sentido, Insuling
puede compensar la falta de IGF-1 actvando sus receptores de IGF-1 con la misma eficiencia
que su ligando especifico.

Trabajos recientes realizaron comparaciones descriptivas en ratones 1gfl" v ratones
condicionales Igf1%* en células neuronales, en la cuales concluyen gue 1GF-1 &g un
companente fundamental para la migracidn y transicion de células madres neurales a
neuronas granulares en hipocampo de ratones adwultos (Nieto-Esteve: et al, 2016}, Otros
trabajos postulan que, ratones Igflr” poseen uma disminucidn en el tamafio de la médula
espinal v del cerebro, Curicsamente esta disminucién no estd asociada a un menor AUMero
celuler sine & una disminucion de la neuropila {fibras neuronales v citoplasma de las células
neurcgliales), ademds estos ratones mueren al momento de nacer por fallas respiratorias {Liu
et al,, 1993}, Otros modelos de ratones knockout para el receptor de IGF-1R. Muestran una
marcada microcefalia, retardo en el crecimiento, comportamiento anormal v una expectativa
de vida reducida [Kappeler et al., 2008},

& nivel periférico 1GF-1 es sintetizada en el higado y a nivel local se produce en pulmén, rifidn,
cerebro, medula ésea, etc. 1GF-1 es un mediadar principal de los efectos de la hormona de
crecimiento. Por lo tanto es importante destacar que los modelos de animales knockout no
permiten un estudio espacic temporal selectivo. Esto dificulta evaluar directamente |a
implicancia de HGF-1 en el sistema nervioso central, Ddonde bos efectos inespecificos por la
falta de este factor deben ser tenidos an cuenta,

La utilizacidn de la metodologia “fn ulere™ permite generar silenciamiento espacial y
temporalmente restringido, de una manera rdpida. En este sentido nosotros observamos que
una peblacidn neuronal silenciada para IGF-1R se encuentra arrestads en etapas tempranas
del desarrollo, ocupando las zonas profundas de la corteza (ronas germinativas), adopiando
una merfologia multipolar, incapaz de cambiar su morfologla & bipolar, Este paso de
conversign multipolar a bipolar es necesario para gue las neuronas puedan inicar la
lacomaocion guiada por las fibras de Iz glia radial (FGR) hacla la corteza (laminas H-IV) [Moctor
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et al,, 2004}, Como hemos mencionade la morfologla multipolar es tipica de un estadio
inmadura, el cual dura aproximadamente 24h. Durante el estadio multipolar las neuronas
nacientes censan su entorno para interpretar las pistas ambientales que dictan sus pasos
posteriores de desarrollo. Las sehales ambientales provenientes de IGF-1, son necesarias en las
etapas ternpranas del desarrollo,

El estabfecimiento de asones es una etapa clave en el desarrollo nevromal, donde fa
especificacion axonal es un proceso clave para gue las neuronas multipolares puedan cambiar
¥ adoptar una merfologia bipolar (Mamba et al, 2015}, En consecuencia ademas de las
abdervaciones maorfoldgleas de neuronas multipolares, se decidio observar mediante
inmunchistoguimea fa presencie o ausencia de axones maduros con o wtilizacidn del
anticuerpo AMKG. Muestros resultados mostraron gue las células que no lograron migras
fueron negativas para AMNKG corroborando que tampoco pueden establecer axones maduros.
Estos resultados fueron acordes a las observaciones “ex wive™ donde las neuwronas del
hipocampa ne polarizan tras el silenciamiente génico de los IGF-1R [Sosa et al,, 2006}, Por lo
tanto en esta tesis se logrd demostrar que el receptor de IGF-1 es necesario para la
pspecificacidn axonal “in sifu”,

Las similitudes con kos dates "ex wivo”™ permitieron hipotetizar que posiblemente las sefiales de
IGF-1/IGF-1R sean a treaves del efector secundario PI3k, el cual se ha propuesto como un
efector involucrado en |a especificacion axonal “ex vivo™ [Shi et al., 2003). Nuestros resultados
indicaron gque la sobreswpresidn de PI3k en células silenciadas para IGF-1R “in sire™ permite
restablecer &l perfil migratorio y consecuente desarmalle neuronal, indicande gue las sefales
ambientales provenientes de IGF-1 son traducidas atreves de IGF-1R via P13k, Estas sefales son
necesarias para que las neuronas puedan desencadenar los cambics morfoldgicos requeridas
para la migracién (de multipolar a bipolar) v asi poder completar su esquema de desarrolio
Ademds se conoce "ex wivo” gue la activacidn de Pi3k a través de IGF-1, es necesaria para la
adicion de nueva membrana en el cono de crecimiento axonal favereciendo el desarrolio del
awon [Lawrino et al., 2005}, Los resultados obtenidos en esta tesis indican que los mecanismos
intracelulares, “ex vive™ e “in situ” son similares, donde |a supresion de los receptores de HGF-1

afecta en ambos casos el desarrolle neuronal en etapas tempranas del desarrollo, previo a la
formacidn del axdn.

Por otro lade evaluames la orientacion celular en las células silenciadas para IGF-1R gue
presentan wuna morfologia multipolar, La orientacidn celular “in sifu™ es un fendmeno que
sucede previc a la migracién neurenal, evento esencial para lograr |2 correcta expansidn de la
corteza cerebral, Como mencionames el Golgi y el centrosoma se ubican en direccidn a la placa
eortical durante &l estadia multipolar de nedronas cofticales |(ver “Inbroduccion seccian §%),
Siendo el Golgl v el centrosoma indicedores temprencs de erlentaclén de nevrones
multipolares [Lmeshima et al., 2007). En nuestros experimentos, las neuronas silenciadas para
IGF-1R presentaron una desorientacion temprana incluso antes de comenzar su camblos
morfoldgions v posterior migracion. Estos datos sugieren que IGF-1 esta regulando s
arientacion celular, siendo este une de los acontecimientos tempranos que suceden luego del
nacimiento neuronal,

Este evento es esencial en el desarrolle de la corteza cerebral, ya que en un esquema de
desarrollo normal las células deben orientarse para lograr migrar, desarroflarse y finalmente
ublcarse en [as [dminas correspondientss de [a corteza,
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Antecedentes previos afirman que el IGF-1 v GF-2 se encuentran en abundancia en el liguide
cefalorraguides (producido en el plexo coroideo), proponiendo un gradiente desde el
wentriculs hacia la pia (Lehtinen et al, 2011), Por lo tanto, considerando también los
resultados de esta tesis, proponemos gue &l microamblente generada por 1GF-1 &5 necesario
para que |as neuronas se posicionen mirando hacia la placa cortical, previo a establecer su
merfologia bipolar.

Conjuntamente con los datos de orientacion, muchas de las células silenciadas para IGF-1R con
morfoloegla multipolares son encontradas en la RMZ [del inglés radial marginal 2one). En esta
ona se encuentran mayoritariamente neurcnas con morfologia bipolar. Esta indica que las
pocas neurcnas multipolares gue logran salir de las zonas germinativas, lo hacen migrando
errdticamente (migracidn multpaolar) sin poder establecer los procesos de guia v de arrastres
necesarios para poder migrar y madurar correctamente [Xu et gl., 2015). Estas ohservaciones
nos demuestran gue IGF-1R est2 regulando en su conjunto |a maduracion y migracion
neuronal,

Los niveles mas altos del factor de crecimiento IGF-1 coinciden el pico de neurogénesis (E11-
E17), incrementanda el ndmero de progenitores neurales |Popken et al., 2004), ademds log
precursores neuronales (GR) son IGF-1R positives, indicando gue pueden ser estimulados por
IGF-1 proveniente desde el plexo corpideo (Lehtinen et al, 20011}, Otros autores mencionan
gue IGF-1, puede estimular la diferenciacion newronal de progenitores “in situ”, donde la
células neurcepitelizles [CNP) son estimuladas por IGF-1, permitiendo la preliferacidn de
progenitores ¥ la diferenciacidn neuronal {Joseph D'Ercole and Ye, 2008),

Mo debemos descartar que el arresto de neuronas piramidales de corteza (estadio multipolar)
pueda deberse a defectos en los progenitores nevronales [GR). Teniendo en cuenta que la
electroporacion sucede sobre células germinativas de la pared del ventriculo, los efectos de
silenciamiento pueden afectar a las GR, Debemos tener en cuenta gue el silenciamiento en GR
no B4 a flempo cere como s lo es para las neuronas nacientes electroporadas, Paor
consiguiente ol efecto del silenciamients pueds ser parcial en GR. Ademis sabemas por
nuestros modelos. Que una poblacion celular particular puede escapar al silenciamiento coma
podemos observar con las poblaciones celulares gue logran Hegar & la placa cortical. Puede
considerase, gue luege de la electroporacidn, las futures GR podrian estar afectadas, En ese
sentido, se podria observar que sucede con las GR efectuando tinciones con algin marcador
como Mesting [marcade de células progenitoras), ¥ marcadores de division celular como 5
Brilrd (S-bBromo uridinal lgualmente en nuestre modelo no encontramos una disminecidn en
el ndmero de células respecto al contral. Indicando que la neurogénesis no estéd afectada.

Como & menclond TGF-BI ha tomads un rel preponderante en los dltimes afios en el
desarrolla neuronal “ex wivo™ & “ta siu”, Donde se menciona que TGF-fA vy TGF-BRZ son
necesarins para especificar el establecimients axonal durante el dessrrallo del cerebro a travdy
de Park [via no candnica) (¥i et al., 2000]. Se ha observado que TGF-B se expresa en el sistema
nervioso de mamiferos durante el desarrollo (Mecha et al, 200B] y su receptor también se
encuentra presente en la corteza en desarrolio (Tomeda et al., 1596).

Sigulendo el mismo esquema experimental "in gitu” que se utilizd para IGF1R, evaluamos la
implicancia de TGF-B2R durante el neurodesarrolio. Nuestras observaciones “in situ” revelaron
que una pegueha poblacidn es afectada luege de ser silenciadas para el TGF-B2R.
Imteresantemente esta pequefia poblaciin logra llegar hasta la region superior de |a 21 previo a
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alcanzar PC, Ademas estas newronas logran establecer parte de su progrema de desarrollo,
pero este se ¥e interrumpido cuando no logran seguir migrando por la PC. En ese sentido las
neuronas arrestadas al final 1 presentan morfoldgicamente axones ya definidos [ANE G
positivos) v um érbol dendritico rudimentario.

Contrariamente a nuestros resultados, estudics "in situ™ demostraron gue neuronas bipalares
a E19 gue carecen del receptor de TGF-B2 no poseen asones |Yi et al., 2000). Debemaos indicar
que a E19 la corteza estd en plena formacion, donde es muy complejo distinguir axones
madures, Al analizar los resultados mostrados en la Figura 24 A, ohservamas que la mayor
parte de las neurcnas corticales, se encuentran mayoritariamente en migracidn v su desarrollo
final no se ha alcanzado, por lo que un andlisis axonal en este estadio embrionario es muy
complejo. Por el contrario, en estadios postnatales, las fibras de las newronas maduras son
facilmente discernibles (Figura 22 By C). Resultados previos indican que en fase multipolar, el
proceso menor especificado como futuro axdn comienza a establecerse como el proceso de
arrastre previo a la formacién del proceso gula (Mamba et al, 2015}, Par lo tanto |a
especificacion axonal “in situ” es necesaria para el posterior cambio morfalégico de mudtipalar
a bipolar, Ademds es necesaria la interaccion entre las fibras de Glias Radiales con el proceso
gula [neuronas bipolares) para la formacidn axonal (Xu et al, 2015); de este modo, Ia
morfoloegla bipolar es indicativa de s presencis de axones,

Por otro lado nuestros resuftados expresando P13k constitutivaments activa en celulas
silenciadas para TGF-B2R no lograron restablecer el patron de migracidn v de desarrallo come
&1 se observd para IGF-1R, Estos resultados indican gue PI3k constitutivamente activa no es
capaz de sctivar ningdn efector vinculado en la via de TGF-B.

Lina posible explicacion a estas observaciones es gue Pl3k es activado por otras vias (como par
ejemplo 1GF-1R). También puede suceder que la via activada por TGF-P2R puede ser necesaria
an etapas mas tardias del desarrolle, migracidn final en la placa cortical, posible desarrolio del
agrbol dendritico y elongachdn axomnal. Estos datos muestran relacidon con lo observado “ex vivo®
donde no wemos efectos de arresto celular de neuronas en estadio ? cuando <& silencia TGF-
B2

Resulta muy curioso gue el efecto del silenciamiento TGF-B2R sucede en una pequefia
poblacian, eito puede s2r indicativo de gue la poblacidn sensible al silenciamiento sea una
poblacian especifica,

En el ditime tiempo nuevas tecnicas de secuenciamiento de célula dnica en tejido, ha
permitido la Identificacion de nuevas subpablaciones neuronales en la corteza, atreves de su
perfil genético (Pollen et al., 2014). Seria muy interesante conocer la identidad de la poblacidn
sensible al shencamiento de TGF-RZ que observamos en nuestros exparimentos,
Indudablemente resta choervar gue sucederla s se expresa pSmad activo (vla candnica) en
células silenciadas para TGF-p2. Ademéds se podria estudiar estadios postnatales avanzados (P9
en adelante) con el fin de observar efectos terdios en flbras axonakes por la falta de TGE-P2R,
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16. CONCLUSIONES

A partir del silenclamiente génica, s& consiguid establecer que IGF-1R a través de Pi3k es
necesario durante las primeras etapas del desarrollo, promoviendo la orientacion celular, la
formacién de un axdn (consecuencia del cambio morfolégico de multipalar a bipolar) ¥ la
migracién de las neuronas a la capa cortical. Todos estos eventos son esenciales en el normal
desarrollo de la corteza cerebral.

Estas observaciones se refuerzan con los resultados previos grupo con el modelo “ex wiva®,
donde el efecto de IGF-1R mediante PI3k es esencial para el establecimiento iniclal del axén
y el desarrollo neuronal [Laurino et al,, 2005; Sosa et al., 2006).

Por otro lado el rol del receptor TGF-B2 “Tn site™ s& manifiesta en etapas avanzadas del
desarrollo neuranal en corteza (desarroflo del arbol dendritico y elongacion axonal), sin la
participacion de PI3k como un efector de esta wia. En este escenario la especificacion axonal
ya fue alcanzada.

Estos datos coinciden con las observaciones obtenidas “ex wive” presentados en esta tesis,
donde el receptor de TGF-f2 no es esencial para el establecimiento axonal.

Finalmente podemos concluir que el complejo programa de desarrollo neuronal se
desencadena a través de diferentes etapas, donde cada fase esta finamente regulada por
distintos receptores y efectores intracelulares. En la presente tesls se logrd establecer
#lgunos de los roles especificos para estos receptores durante el neurodesarrollo de las
neuronas corticales "in sltu”™, demostrando que IGF-1R regula los eventos tempranos del
desarrollo neuronal v que TGF-f2R es necesario &n elapas posteriores del desarrollo cuando
las neuronas corticales se encuentran proximas a la corteza,

Durante el desarrollo de esta tesis doctoral, hemos logrado establecer la metodologia de
electroporacion “in wtere” como una nueva herramienta que nos permitio avanzar en el
#studio del desarrollo de una neuronal,

Se logrd aportar nueva informacion v relevante sobre el rol de los receptores de IGF-1 y TGF-
B en distintas etapas del desarrollo neuranal,

Contrastando estos resultados con investigaciones “ex wive™, se pudo establecer um
paralelismo entre estos dos modelos. Aportando una mirada global a los eventos gue
suceden durante el neurodesarroilo.
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MIGRACION RADIAL

Pl3k

Esquema: Implicancia de los receptores de IGF-1 y TGFP2R durante el neurodesarrolio de la
corteia,
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17. MATERIALES Y METODOS

17.1 Cultivas primarios de neuronas de hipocampo de rata

Para los cultives de neuronas piramidales de hipocampe, se utilizan embriones de rata de 18
dizs de vida intrauterina. Las ratas prefiadas fueron anestesiadas con CO; y se les practico una
cesarea. Los embriones fueron inmediatamente decapitados en campana de flujo laminar, Se
extrajeron los cerebros v se los colood en cépsulas de Petri contenlendo solucidn estéril de
Hank (HEPES 10 mM, MalCl & g, KCI 200 mg, Glucosa 500 mg, KH:PO: 30 mg, NA:HPO: 23,7 mg,
H2Ocsp 500 ml, pH= 7.4) 8 40C, Los hipocampos 2@ extrajeron medlante microcirugha bajo lupa
estereoscopice Carl Zeiss v se incubaran en solucidn de tripsing al 0,25% pfv & 372C durante 18
minutos para digerir la matriz de adhesion intercelular. Luego fueron lavados 3 veces durante
5 minutos cada ver con solucidn de Hank a 42C v colocadas en tubo plastico estéril de 15 mi
contenienda entre 3 a2 1 ml medie de cultivo DMER/HSIDY (Dulbecea’s Madified Eagle
Medium-Gibco®) a 379, dependiendo del ndmero de hipocampos extraidos. En los casos en
los que las células fueron destinadas a experimentos de transfeccidn en suspension el medio
de cultive antes mencionado, fue reemplazade por medio de transfeccién OPTIMEM?® (Gibco),
Los hipocampos fueron disociedos utilizando plpetas Pasteur de vidrio de didmeatros
decrecientes hasta bograr una suspensidn homogénea. Llas células disocadas fueren
sembradas sobre discos de wvidrio-cubreobjetos previamente cubiertos con poli-L-lisina
{1mg/ml en buffer barato pH: B; el excess de poli-L-lisina es eliminado con 4-5 lavados de agua
miliQ) con una densidad aproximada de unas 5000 célulasfem?® ¥ mantenidas en medio de
cultivo DMEM/HS10%. Las células fueron cultivadas durante 1-2 horas en estufa a 37C, CO; al
5% v humedad constante, lo que les permite asociarse a los cubreobjetos con poli-L-lising. Una
wer adherdas lai neuronas, & medie DMEM/HS10% fue sustituido por un medio definido
comprendido por la mezda N2-Meurobasal {suplementos B27 Mvfv v N2 1%wlv, piruvato
0.1mM, glutamina 0,2mb v albumina 0,1%pfv. disueltos en medio definido Mewrobasal -
Glbca" <. Para permitlr la superdvencia y el crecimiento neuronal, este medio de cultive
contiene niveles attos de insulina, suficiente para estimular los receptores de insulina como asi
tarmbién lod receptores de IGF-1,

En alguno:s experimentas (donde e especifiea) las edlulas se Incuban con wn medio
condicionado, el coal consiste en una mezcla N2-Neurobasal con bajo contenido de insuling
[SnM); ésta se encuentra en cantidad suficiente para permitir la sobrevida celular pero no para
promover la activacian de receptores de IGF-1. Esta condicion es la que se define como baja
insulina,

17.2 Animales
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En la mayor parte de los experimentos se wtilizaron ratones CS7BLES). La colonde de
produccidn se mantuve en condiciones v respetando el sistema de exocriado. Todos los
animales estuvieran sujetos a ciclos de luz-oscuridad en periodos de 12h, a 23°C con libre
disponibilidad de alimento v agua. Fueron manipulados sélo por personal entrenado. En todo
momento e busco mantener los animales en condiciones gue minimicen los padecimientos
derivados de ka investigacion,

1 7.3 Inmunofluorescencia

Las neuronas crecidas en cultive primario, son sometidas a 3 lavados sucesivos de 5 minutos
cada uno con la solucidn saling de buffer fosfate (PBS, que contiene; MaCl 4,25 gr; MAZHPO,,
6.4 gr; NAH:FOy 1.01 gr; HyO cap 500 mL). Posterormente son fijedos, El método de fijacion es
euplicado a continuacicn:

17.3.1 Fijacién con PFA

Las células en cultive fueron fijadas con una solucidn de paraformaldheido-sucrosa al 4% (p/v)
durarnte 20 min a temperatura ambiente, lavadas 3 veces por 5 minutos cada vez con PBS 1¥,
subsecuenternente las células fueron permeabilizadas con Tritan X100 al 0.2% v'v en PES 1X
durante & minutos ¢ lavadas nuevamente,

Los discos de widrio con las células adheridas fueron trasladedos a cdmara humeds donde e
log cubrié con una solucidn blogueante [Suero de caballo al 5% y Tritdn X-100 al 0,05% en PBS)
durante 1 hora a temperatura ambiente con el fin de cubrir epitopes inespecificos presentes
en |a muestra. Posteriormente las células fueron incubadas con elflos anticuerpo/s primariofs
durante 1 a3 3 horas a temperatura ambiente o 12 horas a 49C y lavadas con PBS (3 veces por 5
minutos). Luego fueron tefidos usando anticuerpos secundarios fluorescentes durante
1 hora a temperatura ambiente y lavados con PBS (3 veces por 5 minutos). Para el
montaje de los cubreabjetos se utilizd FluorSave [Calblocham).

17.4 Anticuerpos 1rios

AMKEG: Monoclonal de raton, MewroMab [clon N106,/36) IF: 1/1000.

pSmad: [pS467): Policlonal de conejo, Abcam abi53100] IF:1/100; WE:1/300.

TGFRIR: (humano): Paliclonal de cabra, RyD sistema, reaccion cruzada con rata y raton IF; 100;
WB: 1,200

Tau-1: Monoclons! de ratde, Millipore (elon PC1OG), IF: 1/400

a-Tubwlina: Monoclonal de ratén (clon OMALY, Thermo Scientific (Cat, MAL-25052) WE:
1/2000.

Tubulina Blll; Policlonal de conejo Sigma (Cat, T2200] IF: 1/2000; WE: 1/4000,
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17.5 Anticuerpos 2rios
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17.6 Microscopia

Para el registro de las imdgenes confocales se utilizé wn microscopio confocel espectral
FlusWiew® FV1000 con cbietive (&N 1.42]] v 100x (AN 1.4},

Para el registro de las imagenes confocales de tejido cerebral e utilizd un microdscopio
confocal FluoView® FY1200 con platina motorizada con objetivos 20x (&N 1.42) v (AN 1.42)

Las fotografias fueron procesadas utilizando el programa Adobe Photoshop C5. Para las
cuantificaciones de las mismas se utilizaron el software Imagel segin se indigue.

17.7 Transfeccidn

17.7.1 Transfeccién convencional

Este protocelo cuenta para células en cultivo adheridas al sustrato (lineas o cultive primario).
Se utilizaren placas de pldstica de 35 mm con alta densidad de células [~60-75%).

Se prepard ba solucién de transfeccidn mezclando 250 pl de medio de transfeccidn CPFTIMEM®
a 37 2C con 5 pl del agente Lipofectamina® 2000 (Invitrogen), incubados durante 10 minutos a
temparatura ambiente, y agregando posteriormente 50 pl de OFTIMEM® & 37 %C con una
cantidad de DNA determinada segin el experimento (entre 1,5 a 4 pgl. Se incubd la solucidn
resultante durante 30 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se agregd 700 pl de
OPTIMEM® a 37 2C y posteriormente se procedid a reemplazar con este medio de trensfeccién
&l medio definido en el que se encontraban creciendo tas células. El proceso de transfeccign
tuve une duracién de entre 80 a 90 minutos. Posteriormente se reemplazd el medio
transfectante por medio de cultive & 37 80 y se perrmitid la expresion de las diferentes
construcciones por un lapse de 12-40 hores dependiendo del experimento,
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17.7.2 Transfeccion en suspension

Este protocolo fue utilizado para células adn no adheridas al sustrato, pesterior a la obtencidn
de neurenas disociadas,

Se prepard la solucian de transfeccion mezdando 50 pl de medio de transfeccidn OPTIMEM® a
A7 2C eon 1,2 pl de Lipofectamina® 2000 |incubades durante 10 minulod) vy agregando
posteriormente 30 pl de OPTIMEM®™ & 37 2C con una cantided de DNA determinada segln el
experiments [entre 0.4 a 1,2 pg), Se incubd la solucion resultante durante 20-30 minutos &
temperatura ambiente,

Por otro lado, se determind en cimara de Neubauer la cantidad de células presentes en |a
suspensidn celular. Se agregd el equivalente a SO000-70000 células (~15-20 i} al complejo
DOPTIMEM®/Lipofectamina®/DNA v posteriormente se depositd esta mezcla sobre los vidrios
tratados con peli-L-lisinag, formando una gota sobre los mismos. 52 permitio que 13 reaccion de
transfeccidn tuviera lugar durante 80 a 90 minutos, luego que las células se adhirieron al
sustrato so retird la gota de complejo transfectante y se reemplazd con medio definido N2-
neurchasal, Una vez finalizada la transfeccidn (fiempo cero de cultivo primario) se permitic la
expresion de las diferentes construcciones por un lapso de 12-40 horas.

1 7.8 Electroporacion “in wero”®

La véenica de electroporacion "in utero” consiste en realizer una cperacidén abdominal llamada
laparotomis hermbras de la cepa CS7BLG/ prefias con ratones de 15 dias de vida intrauterina.
Frevio a la operacion se preparar se preparan los plasmidos gue se van a utifizar en una meicla
que contiene CAG-GFF a 1ugful v shARN especificos para cada experimento {Sigma-Aldrich, 5t
Luis, MO} ambos junto a 0,54 del colorante tripan blue para poder ver la solucién durante el
procedimienta,

La mezcla de plasmidos mas el colorante son cargados en una aguja realizada especificaments
para esta proposito 3 partir de capilares {warld Precison Instruments Inc) en un puller [Sutter
P-07), siguiendo las siguientes especificaclones calor 240, fuerra de 30 y velocidad 40, se
obtienen las agujas, para el porcedimieta.

S8 anestesia a las hembras gestantes a dia E15 con lseflusrana vaporizado, se desinfecta la
rona abdominal con etanol 70% v alcohol yodado y se rasura la zona wterina. 5e realiza un
peguenio corte 3 nival epitelial v muscular, de un tamafio suficiente para extraer los cuernos
uterings v kos embriones con facilidad. Una vez en el exterior es importante gue los embriones
28 humedezcan en todo momento con solucion salina (Macd 09%) suplementado <on
penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich, 5t Luis, MO). El ADN se inyecta en el ventriculo
lateral usando una pipeta controlada por boca (mouth controlled pipette), bajo luz de fibra
optica (este tipo de iluminacidn evita que se sobrecallente el drea y que ademds se seque
mencs). Los animales correctamente inyectados son visualizadas por el colorante gue permite
wer &l ventricula cargads eon la mezcla de ADN. El siguiente pazo es ublicar electradas sobre |5
cabera del embiitn v se procede a electroporar los embriones, esto permite gue el ADN sea
incorporado en las células gracias a la carga negativa del ADN, gue migra hacia el anodo en 2l
campo eléctrico aplicado, El pulso eléctrico producido es de voltaje, 40; duracion del pulsao,
L0ms; pulsos, 5; ecpacio entre pulsos, 950mes wn elactroporador rafizzado en la UNC. Al
terminar la cirugla se reintroducen los cuernos uterinos en el abdomen, se cose la capa
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muscular v la capa epitelial con sJtura reabsorbible (Saite and Makatsuji, 2001; Tabata and
Makajima, 2001).

17.9 Perfusiin v fijacidn de tejidos

Histologicamente los cerebras de los ratones se fijaron per perfusidn con PAF al 4% en PBS a
P2, P4, PGy PA. Se anestesia al raton con ketamina (anestésico) v xilacina (relajante muscuwlar),
1ml de cada en 3ml de PBS, v se hace una incision para dejar el corazén al descubierta. Se
inyecta la solucidon de PAF en el ventricule izguierdo, hasta gue [a solucién circule por todo el
gisterna vascular, Una ver fijado se extrae @l cerebro v se mantiens an FAF O.N, Despues s
cambian los cerebros a una solucidn de sacarosa al 30% y se mantienen hasta que se
ectabilizan, entre 24 v 48h dependiendo del tamafio del cerebra. Por dltima, los cerebros se
congelan en O.C.T {un alcohol viscose con polivinil y polienglicol). (Sakura, Torrance, CA) para
su posterior procesado histoldglon,

17.10 Técnicas histolopicas

Se hicieron cortes coronales de cerebros de ratones en flotante a 50pm wtilizando el criostato
Leica CMI1900 (Wetzlar, Alemania) v se eligieron aguellos con mayor fluorescencia para su
tincign. 5e incuban los cortes en 95% de PBST 0.5%, 5% FBS y el anticuerpo primaric 1:500 a
4°C O.M. Tras tres lavedos con PBS 1X durante 10 minutos, se incubaren las muestras en una
dilucidn de 98% de PBST 0.5%, 2% FBS y &l enticuerpo secundario 1:1000 & T.A. durante 1h v en
oscuridad. Se lava con PBS y se tifien los nicleos con TO-PRO {Invitrogen, Grand Island, NY)
1:200. Finalmente, tras un Oltimo lavade en PBS, se montan en un portaokbjetos con Agua Poly-
Mount {Polysciences, Inc., Warrington, PAL Los ndclecs fueron tefiidos con DAPI 1:200.

Los cortes del experdmento para |a tinelon con ANKG =& hicleron cortes eoronales, de 50um y
adheridos a portacbjetos cargados positivamente [Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA]. 5e
lavan 10 minutes en PES 1X v s hierven 1 minute a 110°C en tampdn citrato pHE 10mM. 5e
lavam con PBS y se incuban Q.M. a 4"C en anticuerpo primaro de la misma forma descrita
anteriormente, Tras lavados de 10 minutos con PBS se incuba con el anticuerpo secundario
durante 1h a T.4 v oscuridad. Tras este paso se lava con PBS, se tifien los ndcleas con v se
montan con cubreachjetos

17.11 Biologia Molecular: Preparacion de construcciones
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17.11.1 Obtencion y construccion de los vectores para expresion de

ShRMAS
Pare generar los diferentes shAMNAs utilizados en para el silenciamiento en cultivo primario de
nueronas hipocampakes se wtilizé un wector comercial denominado  pSuperMec+GFP
[Dligoengine). Este fue digerido con las enzimas de restriccién Bglll v Hindlll (Promega). BI
plasmido en esta configuracidn abierta fue utilizado para nsertar diferentes secuencias de
oliganucledtidos. Estos fueron previamente diseflados en base a algoritmes y programas
especificos v sintetizados comercialmente [GBT Dlipos). Es importante destacar que cada
oligonucledtido consta de unma secuenci complementaria [no mostrada) disefiada de tal
manera que al hibridar ambas se formen extremos que empalman con los sitios de restriccion
Bglll v Hindlll ded vector abierto, Dicha hibridacidn entre pares de secuencias complamentarias
52 logra mediante gradientes de temperatura que pueden programarse en una PCR, Para la
ligacién entre vector v oligonucledtida hibridado se wtilizé T4 ADN ligasa. Una ver gue la
ligacion fue exitosa se procedid al cheques de los clones mediante enzimas de restricclén v,
postericrmente, por secuenciacidn de los mismos, Subravado en cada oliponucledtido se
indican las secuencias a las que se dirige el ARN antisentido,

shTGFR2R (oligol):
5 GATCCCCGGAGGAAGAACGACAAGAA T AAGAGATTCTIGTCGTTCTTCCTCCTTTTTAS
shTGFR2R |oliga2):

S GATCCCCGACCTGTTGTTGGTCATTATTCAAGAGATAATGACCAACAACAGGTCTTTTTAY

Scrambled:
S AT CATTE G TCGTAT TAGTTCCG T T AAGAGACGHAACTAATACGACCAATTTTTTAS'

Paor otro lado para los experimentos "in situ” se adguirieron shAMAs comerclales de la empresa
HIGMA, donde la eficiencia en el silenciamiento fue evaluada por parte de la misma.

Subrayvado en cada oligonucledtide se indican las secuencias a las que se dirige el ARMN
antisentido.

shTGF-BZR 8 (1)

Identidad del clon: NM_UDBE-TLE—WET&E!M (MTRCNDIOZ84528)

Secuencia: COGECCAGATCGTETGTEGAGACTTTCTCGAGAMAGTCTCACACACGATCTGGTTTTTG
Hivel de silenciamiento: 0 88 en Linea Celular: Hepa 1-6

shTGF-ZR & (2)

identidad del clon: MA_O0B371 2-118Fs2 121 (TRCNDDOO 284600

Secuencla: COGGEGEAAGGACATCTTCTCCGATATCTCGAGATATOGGAGAAGATGTCCTICTTTITE
Miwel ge silenciamiento: 0.99 en Linea Celular: Hepa 1-6

shiGE-1R (1)
ldentidad del elon: NM_010513 1-330051c1 (TRCNOGBOOO23450)

Secuencla: CCOGGCAGAATAATCTAGTCCTCATCTCGAGATGAGGACTAGATTATTCTGCTTTTT
Nivel de silenciamients: 059 en Linea Celular: 3T3.L1

shIGF-1R (2}
identidad del clon: NM_010513 1-36565 11 (TRCONOGD0023493)
Fecuencia; COGELCAACGAGLAAGTTOTTCGTTCTOGAGAACGAAGAACTTGLTCETTGETTTTT
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Hivel de sllenclamienta: .73 en Linea Celular: 3T3-L1
Todas las secuencias furron clonas en el plasmido plED. 1 por la misma empresa,

17.12 Obtencidn de construcciones para expresion y recuperacion de

Fenotipo

La construccion que codifica para la versidn del receptor de IGF-1 resistente al silenciamiento
UGF-1R OFT) fue realizada por la empresa GeneScrip. Mientras que los plismidos que codifican
las proteinas fluorescente verde (CAG-GFF) v la proteina fluorescente roja (DsRed) fueron
gentilmente por el grupe de investigacion de la Dra, Marta Nieto, Al [gual gue la proteina
PIIOCAAK,

17.13 Burificacién de GCPs

Las particulas de conos de crecimiento alslades o GCPs (del Inglés Growth Cone Particies)
fueron obtenidos & partir del homogenato de cerebros de embriones de rata de 18 de vida
intrautering, en una solucion de sucrosa 0,32 M, MO 3ImM y Hepes 1mM conteniendo
inhibidores de proteasas vy de fosfatasas (&protinina 2 g/ml, Levpeptinag 2 g/ml, Pepstatina 1
gfml, PRISE 100 gfml ¥ Ortavanadata 2 gfml), El homogenate se centrifugd a baja velocidad
[15 minutos a 3500 rpm. en rotor S4-800) v el sobrenadante LS5 (del inglés Low Speed
Supernatant] fue sometide a ung wltra centrifugacion isopionica en un gradiente discontinuo
de sucrosa con densidades de 0,32 M {(aporteda por el L55) 083 M, 1M, v 266 M a una
velocidad de 50,000 rpm. durante 40 minutes con el roter vertical VTiS0 (Beckman). 5e tomd la
fraccidn whicada en la interface L55-0,83 M (fraccidn que contlene un enrlguecimiento en
particulas de conos de crecimiento aislados o GCPs, designada fraccion “A"]. Los restantes
elementas del LSS fueron separados en dos fracciones ublcadas en las interfaces 0,83-1 M
["B") y 1 M-2,66 M ["C").

Si se centrifuga la fraccidn “A" a 16.000 rpm par 1k, (en rotor TYPEGD, Beckman) a 45C,
utilizando ademas, un colechén de sucrosa 266 M. Se obtiene una interface altamente
eariquecida en conos de crecimiento alslados, que pueden ser o no, diluidos en buffer
isottnica v ser utilizados en las determinaciones pertinentes,

17.14 Electroforesis y Western Blot

Para realizar electroforesis en geles de poliacrilamida [PAGE} en presencia de 505 se wtilizd
sistena descripto por Laemii {1970). La composicon del gel separador fue de 10% al 15% de
poliacrilamida segin el peso molecular de la proteina a resolver. Para un gel al 10% la
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compesicion fue: poliacrilamida 10% {p/v), bis-acrilamida (N, N-metilen-bis-acrilamida) 0,27%
(pfv), TEMED (N, M, M,N tetra-metilendiamina) 0,025% (v/v), persulfato de amonio 0,09% (piv),
Tris-HCI 0,375 M pH: 8,8, v 505 0,1% (p/v].

La composicion del gel concentrador fue: poli-zcrilamida 3% (p/v), bis-acrilamida [N, N-metilen-
bis-acrilamida) 0,08% [p/v]), TEMED {N,MN,N, N tetra-metilendiamina) 0,1% [vw/v), persulfato de
amonio 0,15% {pfv], Tris-HCI 0,125 M pH:6,8, v 505 0,1% [p/v]. & las muestras analizadas se les
adiclond Inhibidores de protessas v de fosfatasas (aprotinina 2 pg/ml, leupepting 2 pgfmil,
papstating 1 pgfml, PMSF 100 pg/ml y ortovanadato 2 pg/mi). Cuando las muestras procedian
del raspade, con buffer RIPA, de células crecidas en cultivo estas se centrifugaron durante 15
minutes & 3500 rpm, en centrifuga refrigerada. Se tamd la fraccidn ubicada en el sobrenadants
¥ 58 k& agregd buffer de muestra "Sample Buffer” (glleerod 3% (viv], 2-mercaptoetanal 1,6%
(wfv], 505 1% (p/v), Tris-HCl 0,0625 M pH: 6,8). Luego las muestras se calentaron & 100°C
durante 3 minutos. El buffer de la corrida electroforética consistid en Tris 0,0025 M = Glicina
0.2 M pH: B2, conteniends 505 0,1% (p/v) La electroforesis se desarrcdlo a temperatura
amblenta, a BVicm hasta que las protelnas se concentraran en &l gel separador v luego el
voltaje se incrementd a 12Vhem haste que el frente de la corrida llegd al final del gel, Para la
transferencia de las proteinas a membranas de PYDF {p-polyvinylidene difluoride) se utilizd el
meétedo himedo, manteni#éndose constante una intensidad de corriente de 270 mA, durante
1:30 horas en buffer Tris-Glicina [Tris 0,0025 M, Glicina 0,2 M pH: B3, con 0,1% [pfv) de S0S)
conteniendo 30% de metanal. Las membranas se colorearon con Poncesu 5 0,2%(p/v) en acido
acetico al 1% {vfv) v luego lavadas con dcido acético al 1% (v/v) para corroborar s la cornida v
la transferencia se realizaron correctamente. Luego de lavar el Ponceau con egua, las
membranas fueron bloqueadas durante una hora en TTBS (Tris 50 mM, MaCl 200 mM, 0,05%
[wfv) de Tween 20) conteniendo 5% de leche descremada, albdmina sérica bovina (B5A) o
albiming sérica humana |H54), segin la calidad vy procedencia del anticuerpo a utilizar. Los
blots se incubaron conm los anticuerpos primarios diluidos en PBS conteniendo Twesn 20 al
0,05% durante 3 h a temperatura ambiente o durante toda |a noche a 4°C en camara fria.
Lusgo de ser lmnados en agitacién durante 10 minutos con PBS conteniendo Tween al 0,05%,
fuercn incubedos durante 1 hera 8 temperatura ambiente con los anticusrpas secundarios
conjugados a peroxidasa. Tras los 3 lavados del anticuerpo secundario con PBS contenlenda
Tween 20 al 0,05% los blots fugron revelados usando un equipo de deteccidn para
guimioluminiscencla {ECL, Amersharm Life Sclence Inc., Arlington Helghts, 1L},

17.15 Cuantificaciones

Las cuantificaciones para determinar el perfil de migracion en cortes coronales se realizd con el
pragrama Image |,
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18. ABREVIATURAS

E: dia embrionario o gestacional
FGR; Fibra de Glia radial
GR: Glia Radial

IGF-1; Factor de Crecimiento Similar a Insulina Tipo 1{del inglés "insulin Hke Growth Factor
type 1

IGF-1R: Receptor del factor de Crecimiento Similar a Insulina tipe 1
IUE: electroporacién in utero [del Inglés, "in Utere Electroporation™)
PA: proceso de arrastre.

Pl: Progenitor intermedia,

PC: placa cortical

PG: proceso guia.

TGF-B2: Factor de crecimiento transformante beta 2 (del inglés "Transforming Growth Factor
Beta 2)

TGF-B2R: Receptor dal Factor de crecimiento transformante beta 2
IM: zoma marginal.

ZI: rona intermedia.

ZSV: rona sub-ventricular,

IV: rona ventricular,
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