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Resumen

RESUMEN

c-Fos es una proteina eodificada por un pen perteneciente a la familia de genes
de expresion inmediata temprana. Junto a otras proteinas (Fra-1, Fra-2. FosB v AFosB),
c-Fos es miembro de una famihia de factores de transeripeion que forma hetero-dimeros
con proteinas pertenecientes a la familia Jun. para asi constituir el factor de
transcripeion tipoe AP-1, Como factor de transcripeion, c-Fos regula la expresion de
diversos genes blanco, pero ademas de su funcion nuclear, a nivel citosdlico activa
enzimas claves de la via de sintesis de fosfolipidos, incrementando la misma. A pesar de
su reconocida participacién en eventos de proliferacion, diferenciacion v apoplosis,
ratones kmock-our para este proto-oncogén resultan viables, por lo que constituyen un
modely adecuado para el estudio del rol de esta proteina en el desarrollo y funcionalidad
de los diferentes drganos v sistemas.

Teniendo en cuenta las alteraciones de comportamiento que presentan los
ratongs ¢o-fos -~ v la reducciin en el tamafio de su corteza cerebral respecto a los
animales wild-type, se evalud la importancia de c-Fos para el adecuado funcionamiento
de las células madres/progenitoras neurales (NSPCs) localizadas en la corteza cerebral
en desarrolle de embriones c-fos =+ y e-fos -~ El sndlisis in wive muestra una
reduccion de —15% en el espesor de la corteza cerebral en embriones ¢-fos -~ de 14.5
dias de gestacion comparado a los embriones c-fox +/+, lo cual se relaciona con una
digminucion en el nimero de células diferenciadas v un incremento en la muerte celular
por apoptosis en la zona ventncular. No se observaron diferencias en la tasa de mitosis
celular. aunque el dngulo de divisidn mitdtico resulta ser predominantemente vertical en
los embniones c-fos -~ sugirnendoe una menor tendencia de las NSPCs o-fos -~ a
diferenciar. Al evaluar el rol molecular de c-Fos en términos de su actividad como
factor de transeripeion v como activador de la sintesis de lipidos, 8 partir de extractos de
la corteza cerebral en desarrollo, se encuentran diferencias en el contemido ¥
composicion del factor de transcripcion AP-1, sin observar cambios significativos en la
marcacion de fosfolipidos. Los resultados obtenidos permiten postular a ¢-Fos como una
prodeina que, por medio de su funcion nuclear como factor de transcripeion, participa

en la regulacion de la neurogénesis embrionana.
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ABREVIATURAS

ADN: Acido desoximibonucléico

AMPc: Adenosing monofosfato ciclico

AP-1: Proteing Activadora-1

ARE: Elemento de respuesta 4 agentes anti-oxidantes
ARNm: Acido ribonucléico mensajero

ATF: Factor de transcripeion activador

BD: Dominio Basico

BMP: Proteina morfogénica de hueso

Brdl:; 5-bromo-2-desoxivridina

bZIP: Dominio de cremallera de Jeucina basico
CBP: Proteina de uniona CREB

CP: Plate Cortical

CREB: Proteina de union a clemento de respuesta a AMPe
¢-5cr: Proteina tirosing quinasa CSK

DAPL: 4" 6-diamino-2-fenilindol

DXC: Doblecortina

EdL!: 5-Etimil-2"-desoxiundina

EGF: Factor de crecimiento epidermal

FBJ-MSV: Virus de sarcoma murine Finkel-Biskis-Jinkins
FGF: Factor de crecimiento fibroblastico

GFAP: Proteina acida fibrilar glial

GLAST: Transportador aspartato-glutamato

H3P; Histona 3 fosfonlada

TH-T: Timidina marcada con hidrbgeno radioactivo
[EG: Gen de expresion inmediata

[L-2: Interleucina 2

[NM: Migracion nuclear intercinética

IPCs: Células progenitoras intermedias

1Z: Zona Intermedia

ke: knock-out

MAF: Fibrosarcoma musculoaponeuratico

MAP-2: Prodeina asociada a microliabulos 2
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Abreviaturas

MARES: Elementos de respuesta al factor MAF
NGF: Factor de crecimiento nervioso

NE: Neuroesfera

NSC: Célula Madre Neural

MNSPCs: Células MadresProgemitoras Neurales
PP-ATP-y: Adenosina Trifosfato marcada en el grupo fosfato gamma con fasforo
radioactivo

PBS: Tampon fosfato salino

PFA: Pars-formaldehido

PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaguetas
Pl: loduro de Propidio

PEA: Proteina quinasa A

PKC: Proteina quinasa C

RE: Reticulo Endopldsmico

RGC: Celulas Radiales Gliales

SFB: Suero Fetal Bovino

SNC: Sisterna Nervioso Central

SVZ: Zona Sub-ventricular

TC-PTP: Proteina tirosina fosfatasa de las células T
TGFa: Factor de crecimiento transformante a
TGFp: Factor de crecimiento transformante 3

TPA: 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato

TRE: Elemento de respuesta a TPA

SUTR: Region no traducible 5°

UV: Ultra-violeta

VZ: Zona Ventricular

wit wild-type
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INTRODUCCION

- ASPECTOS GENERALES DE LA PROTEINA ¢-Fos

El términe fos fue inicialmente utilizado para referirse al oncogén codificado por
el wvirus Finkel-Biskis-Jinkins (FBI-MSV), responsahle de generar el sarcoma
ostecogénico murino: posteriormente fue descripta la version no patologica de éste
oncogén: ¢l proto-oncogén c-fos. Este prodo-oncogén se encuentra localizado en el
cromosema 12 del genoma de raton { Mus meescufis) ¥ codifica para wna profeina de 380
aminodcidos (c-Fos). c-Fos, junto a las proteinas Fra-1. Fra-2, FosB y AFosB (éstas
altimas dos generadas por splicing alternativo), constituyven la familia de proteinas Fos,

La pnmera funcion descripta para c-Fos fue fa de regular la expresion de
diversos genes blancos mediante su participacion en la formacion del factor de
transcripcion dimérico AP-1 (AP-1: activator protein 1), Mediante esta funcion nuclear
gue ¢s dependiente de diversos factores. entre ¢llos la composicion del dimero AP-1, ¢-
Fos participa en  diversos  procesos celulares como  proliferacion,  apoplosis,
diferenciacion y transformacion oncogénica (Angel and Karin 1991; Thomas, Sunters et
al. 2000). Con el tiempo se describid una nueva funcidn para c-Fos (independiente de su
funcién nuclear) que s su capacidad de asociarse a las membranas del reticulo
endoplasmico v activar enzimas claves de la via de sintesis de lipidos, inerementandao la
tasa de la misma (Bussoline, Guido et al. 2001; Alfonso Pecchio, Cardozo Gizzi et al.
2011). A través de su rol como activador en la via de sintesis de lipidos, c-Fos también
participa en la repulacidn de eventos de proliferacion v diferenciacion celular (Gil,

Bussolino of al. 2004},

I- Expresion de c-fos

En la mayoria de los tipos celulares, la expresion de o-fos se encuentra finamente
regulada y sélo se encuentran niveles elevados de c-Fos durante periedos cortos de
tiempo (Morgan and Curran 1988), yva que su expresion continua o desregulada puede
conducir a transformacion encogénica en algunos tipos celulares (Miller, Curran et al.
1984; Lee, Lin ot al. 198%; Holt 1992 Miao and Curran 1994).

Dependiendo del tipe celular, diversos estimulos pueden activar la expresion de
o-for, incluyendo hormonas, factores de crecimiento ¥ diferenciacion { EGF. FGF, NGF,

PDGF), citoquinas ( TGFR). iones metalicos {potasio, bario), inoforos de calcio, ésteres

B
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de forbol (TPA: 12-O-tetradecanovlphorbol-13-acetate), neurotransmisores, radiacion
UV, calor, shock eléctrico, luz, entre otros (Distel and Spiegelman 1990; Caputio and
Curdo 2000; Ting, Huang et al. 2014; Wrght, Hollis et al, 2015). La induccion de la
expresitn de c-fox ocurre en forma rapida v transitoria. se imicia dentro de log 5 minutos
posteriores al estimulo y se mantiene por 15-20 minutos {Greenberg, Greene et al.
1985). El ARN mensajero (ARNm) de c-fos se acumula v alcanza su pico maximo a los
30-45 minutos post-estimulo (Muller, Bravo et al, 1984; Bussolino, Guido et al. 2001),
luego de éste tiempo los niveles de ARNm disminuyen rapidamente va que los mismos
presentan una vida media relativamente corta de 12 minwtos. La sintesis de la proteina
¢-Fos ocurre luego de la transcripcion de su ARNm, presentando un tiempo de vida
media de 1-2 horas (Curran, Miller et al. 1984). Esta expresion de ¢-Fos se observa en
presencia de inhibidores de la sintesis proteica, suginendo que las proteinas necesanas
para su siniesis estan presentes en células no estimuladas y son activadas por
modificaciones post-traduccionales. Este rasgo clasifica a c-fos como un gen de
expresidn inmediata lemprana (por sus siglas eén inglés 1EG: immediate carly gen)
{Curran and Morgan 1987).

Los estimulos mencionados anteriormente que inducen la expresion de c-Fos,
desencadenan vias de transduccién de sefales mediadas por diversas guinasas
(Mishizuka 1984; Riabowol, Gilman et al. 1988), las cuales convergen én la activacion
de proteinas que regulan la expresidn de c-fos a través de elementos regulatorios
localizados en la posicion 5° de su region no traductble (por sus siglas en inglés 3"UTR:
5" untranslated region) (Figura 1) (Montminy, Sevanno et al. 1986; Prywes and Roeder
1987},

51 bien se trata de un IEG, su expresion sostemida ha sido observada durante el
desarmollo normal de diversos Organos v tejidos. Durante el desarmollo temprano de
ratones, se reportd una expresion sostenida y elevada de ¢-fos principalmente en tejidos
extraembrionarios (placenmta v tejido amnidtico) (Muller, Slamon et al. 1982). Esta
expresion s¢ extiende (aungue en niveles mas bajos) a otros tejidos en desarrollo como
higado (debido a su actividad hematopoyética), células sanguineas circulantes, tejido
Gseo y cartilaginoso, piel v sistema nervioso central (SNC) (Caubet 1989). En el adulto,
{a expresion de c-Fos se encuentra limitada a tejidos en remodelacion (iejido dseo, piel).
tejidos con active recambio celular (sistema hematopovético) (Pantermne, Hatzfeld et al.
1992) v a determinadas regiones del cerebro luego de algin tipoe de estimulo externo
{Morgan and Curran 1991).
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Figura 1. MMagrama de la activackin de la expresion de o-fos
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Se representan alpuncs de los clementos regulatorios Tocalizados en ks posicidn 3" de la regidn no
iraducible (3"UTR) de c-fos; elemento de respuesta o Caloio v AMPe (Co/CRE: Caleium cAMP response
clement), elemento de respuesta a suero (SER! zerem response ebement) v el sitio de unidn a AP-1 (AP-
TEE). El factor de respuests o suero (SRF), 2 compleje TCF/EL-1 v o proteing de unidn al sitio Co/CRE
(CREBE: cAMP response element binding protein) son blances de diferentes sistemas de traduceidn de
sefinles, incluvendo proteing quinasa A v C (PEA v PRC), quinasas dependientes de calcio-calmoedulins
(Cah Kinase) v quinasas activadas por mitdgenos (M AP-Kinase),

Modificado de “c-Fos s o transcription factor (rejview from a functional map” Krisztina ] Kawvics,
Neswvooemisiry, 1998

I1- Estructura de la proteina ¢-Fos

c-Fos es una proteina de 380 aminodcidos (aa). que presenta en su estructura dos
regiones principales: un dominio de cremallera o cierme de leucinas (bZ1P) involucrado
en la heterodimenzacion con proteinas de la famihia Jun, v un domimo bisico (BD:
hasic domain) que constituye ¢l sitio de union al ADN cuando se¢ encuentra formando
dimeros AP-1 (Figura 2). Estos dominios son altamente conservados dentro de la
familia de proteinas Fos (Wisdom and Verma 1993), mientras que los extremos amino
{N) y carboxilo (C) terminal presentan un menor grado de homologia (15%-30%) dentro
de ésta familia,

El extremo C terminal de c-Fos presenta dominios de transactivacion, los cuales
s¢ encuentran presentes en FosB pero ausentes en las proteinas Fra-1 v Fra-2, Estas
porciones de la proteina se encuentran directamente involucradas en su funcién como
activador transcripcional a través de la formacion de multiples contactos con los
componentes de la maquinaria transcripcional, estabilizando ¢l complejo de pre-

iniciacidn de la transeripeion y/o facilitando su formacion.
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Figura 2. Edguema representativa de los principales dominios de la proteing ¢-Fos

Cremallers Doninia Dromninios de
de Basico Transactivaclon
Leicinas

eEEpTTITT [w] ] Fos

I11- Modificaciones post-traduccionales de c-Fos

Una wvez sintetizada la proteina ¢-Fos puede ser blanco de numerosas
modificaciones post-traduccionales como por ejemplo fosforilacion. reacciones de
oxido reduccion, o-glicosilacion v sumaoilacion,

El patrdn de fosforilacion de la proteing oFos es complejo, ocurre sobre
diversos sitios (serina (Ser), treonina (Tre) o Tirosina (Tyr)), dependiende del tipo de
estimulo v del contexto celular. Se ha reportado que la region comprendida entre los
aminodcidos 58-139 es sustrato de fosforilacion por 1a proteina gquinasa A (PKA), la
proteing guinasa C (PKC) v p3dede?; mientras que la region comprendida entre los
aminodcidos 321-380 solo es fosforilada por la PKA y p3dede? (Anderson 1994).
Cicrtos patroncs de fosforilacion sobre los dominios de transactivacion de c¢-Fos
incrementan su capacidad como activador transcripeional. Esto ha sido observado en
eventlos tanto in vive como fn vitro tras el estimulo con luz UV, el cual desencadena una
cascada de sefiales intracelulares que activan a p38MAFPK (Tanos, Marinissen ¢t al
2005). Alge similar fue observado tras la activacion de las quinasas reguladas por
sciales extracelulares (por sus siglas en inglés Erk's: extracelular signal regulated
kinases) { Murphy, Smith et al. 2002; Monje, Hernandez-Losa et al. 2005). Por otro lado,
en nuestro laboratono encontramos que c-Fos también puede ser fosforladoe sobre los
residuos tirosina (Tyr) 10 v 30 de su extremo N terminal, modificando su funcidn como
activador de la sintesis de lipidos (Ferrero, Velazquez et al. 2012). La fosforilacion de ¢-
Fos en dichos residuos impide su asociacion a las membranas del reticulo endoplasmico
(RE} pero cuando se encuentra de-fosforilado, se asocia a las membranas del RE v
activa la sintesis de lipidos. La guinasa ¢-Src es la encargada de fosforilar los residuos
Tyr de ¢-Fos, mientras que la fosfatasa TC-PTP actia de-fosforilando los mismos y

permiticndo su asoctacion al RE.
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Ohras modificaciones pueden repercutir en forma pegativa sobre la funcion de c-
Fos como es el caso de la sumoilacion. Las tres isoformas de la proteina SUMUD pueden
actuar sobre ¢l residuo lisina 265 de c-Fos, disminuyendo su actividad transcripcional
debido a una asociacion de la proteina sumoilada a la fraccion insoluble del nicleo
{ Bossis, Malnou et al. 2005).

¢-Fos es una proteina con un tiempo de vida media relativamente corto de
aproximadamente 1-2 horas, lo coal se debe a gue los estimulos extracelulares gue
inducen su activacion y expresion, también incrementan su degradacion por parte del
proteosoma (Salvat, Janel-Encontre et al. 199%), por una via tanto dependiente como
independiente de ubiguitinacion (Bossis, Ferrara et al, 2003). Esta degradacion de c-
Fos depende de mecanismos estabilizantes v desestabilizanies gue operan

simultaneamente sobre sus extremos N v C terminal,

- ¢-Fos COMO FACTOR DE TRANSCRIPCION

El factor de transcripcion AP-1 fue descripto inicialmente como un complejo
proteice capaz de activar la expresion de genes que responden al estimulo iniciado por
ésteres de torbol (Angel, Imagawa et al. 1987}, El aislamiento de dicho complejo fue
realizado mediante cromatogratia de afinidad; a través de ensayos de electoforesis en
condicioncs no desnaturalizantes. se logré purificarlo y demostrar su capacidad de
inferaccionar con promofores gue presentan la secuencia de reconocimiento para el
mismo (Lee, Mitchell et al. 1987). Ensayos de inmunoprecipitacidn v transcripcion in
vitre permiticron determinar que dicho complejo se encontraba formado principalmente
por la proteina c-Fos (Chiu, Boyle et al. 1988; Sassone-Corsi, Lamph et al. 1988) v ¢-
Jun (Halazonetis, Georgopoulos et al. 1988), aunque con el correr de los afios se
identificaron otras proteinas capaces de formar dicho complejo (Makabeppu, Ryder et
al. 1988; Makabeppu and Mathans 1991; Pin, Aronheim et al. 2001). 51 bien algunos
trabajos sostienen gue el complejo AP-1, formade por las proteinas e-Fos v ¢-Jun, no
resulta estable en solwcion (Del Boca, Caputto et al, 2005), otros estudios muestran
mediante ensavos de transferencia de energia entre fluorocromos (FRET) que ambas
proteinas pueden interaccionar v formar el dimero AP-1 en ausencia de ADN
(Rauscher, Voulalas et al. 1988}, aungue en presencia del mismo la estabilidad del
dimero aumenta significativamente {Kohler and Schepartz 2001).
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Actualmente, el factor de transcripcion AP-1 se define como un homo- o hetero-
dimero formado por proteinas perienccientes a las familias Jun, Fos, ATF {por sus siglas
en inglés ATF: activiting transcription factor), JDP (por sus siglas en inglés: Jun
dimerization protein) o MAF (por sus siglas en inglés MAF: musculosponeurotic
fibrosarcoma) (Figura 3A). Diferentes combinaciones de homo- y  heterodimeros
generan una gran variedad de factores tipe AP-1 que difieren en su afinidad por sus
genes blanco.

La secuencia consenso de reconocimiento para ¢l complejo AP-1 es TGACTCA
(secuencia TRE: TPA-responsive element), inicialmente identificada en el gen de la
metaloprotenasa | (MMPI) (Angel and Karin 1991). Existen ofras secuencias gue
pueden ser reconocidas por el complejo AP-1 (Figura 3B) (Nakabeppu and Nathans
1989; Seldeen. McDonald et al. 2009). La afinidad de unidn por una misma secuencia
AP-1 varia dependiendo de las regiones flanqueantes a la misma, Esto puede deberse a
que estas secuencias estabilizan el complejo ADN-proteina (por contacto directo con la
proteina) o, por ¢l contrario, cienas secuencias pueden disminuir la afinidad de unidn
entre el complejo AP-1 y el DNA (por impedimento estérico) (Ryseck and Bravo 1991),
Asimismo diferentes dimeros AP-1 varian en su estabilidad v en su afinidad de unidn a
sus genes blanco (Figura 3C) (Eferl and Wagner 2003; Verde, Casalino et al. 2007;
Scldeen, Deegan et al. 2011).

c-Fos, como los otros miembros de su familia, hetero-dimeriza con proteinas de
la familia Jun {(c-Jun, JunB, JunD) (Nakabeppu, Ryder et al. 1988), pero no es capaz de
formar homodimeros como si sucede con las proteinas de la familia Jun. No existen
diferencias en la capacidad de los miembros de la familia Fos para formar dimeros con
la familia Jun aunque |z estabilidad de los distintos complejos varia (Ryseck and Bravo
1991; Seldeen. Deegan et al. 2011). ¢-Fos también puede hetero-dimerizar con ATF-4
(Hat and Curran 1991) v CBF (por sus siglas en inglés CBP: ¢AMP response element-
binding protein) (Hoefller, Lustbader et al. 199]}.
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I- Rol de ¢-Fos durante la proliferacion

Diversos son los hallazgos que involucran a e-fos cn esta funcion:

Su expresion es raipidamente inducida en respuesta a diversos mitbgenos como £on
EGF, FGF, PDGF, entre otros (Kruijer, Cooper et al. 1984; Treisman 1985; Price,
Hill et al. 1996, Wang,. Falasca et al. 1998).

Regula la expresiom de genes involucrados én la proliferacion celular, como ex el
caso de TGFa, TGFf e IL-2 (Mucgge, Williams et al. 1989; Birchenall-Roberts,
Fuscett et al. 19EHF),

El contenido de su ARNm es menor en células arrestadas (en estado de
quiescencia) que en células en crecimiento (Curran. Bravo et al. 1985; Bussolino,
Guido et al. 2001 )

Su expresion de-regulada (como también sucede para el caso de ¢-Jun) conduce o
transtormacion neoplasica (Schuermann. Neuberg et al. 1989; Peng. Zeng et al.

2015
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# El blogueo de su funcion y/o expresion conduce a una inhibicion de la sintesis de
ADN y de la proliferacion celular en fibroblastos en cultive (Risbowol, Vosatka o
al. 198%).

o El tratamiento de cultivos celulares con agentes oncogénicos (scr, H-ras, raf)
merementa la actividad AP-1 (Imler and Wasylyk 1989: Jeffy, Hockings et al.
2005).

I1- Rol de ¢-Fos en apoptosis

La apoptosis es un proceso de muerte celular regulado, caracterizada por
cambios morfoldgicos especificos como son encogimiento celular, condensacion de la
cromatina nuclear v fragmentacion celular con formacion de cuerpos apoptiticos. Este
proceso fisiologico parece estar regulado por proteinas que participan en eventos de
proliferacion v diferenciacion. En el caso de e-fos se ha observado en distintos sistemas
experimentales gue su expresion induce apoptosis {Colotta, Polentarutti et al. 1992; Wu,
Chang et al, 1993; Zhang, Zhang et al, 2007). aunque cxisten otros estudios que lo
asocian a un rol anti-apoptatico (Suda, ltoh et al. 2014; Bai, Mao et al. 2015). Como
sucede para otras funciones, el efecto especifico de c-Fos en este evento celular parece
depender de diversos factores: su partner o pareja en el complejo AP-1, el tipo celular
involucrado, las modificaciones post-traduccionales del complejo que afectan su
funcion activadora o represora, la presencia de otras proteinas que modifiquen su
funcidn, etcétera; en defimtiva ¢s el comexto celular el que determinard como serd |a

regulacion final de ¢-Fos sobre la apoptosis.

I11- Rol de ¢-Fos en la tumorigénesis

El factor de transcripcion AP-1 puede tener una funcidn anti-oncogénica, por
induccion de apoptosis, o puede ser oncogénico por la generacion de sefiales de
supervivencia. Muchas de las proteinas AP-1 (como ¢-Fos, FosB v c-Jun) pueden
transformar células in vitro al activar la expresion de genes involucrados en dicho
procesn, ya que presentan potentes dominios de transactivacion (Jochum, Passegue et al.
2001). Para el caso de c-Fos, su sobre-expresion en ratones causa formacion de
osteosarcoma  por transformacion de  condroblastos vy osteoblastos  (Grigonadis,
Schellander et al. 1993). Por su lado, e-Jun estaria involucrado en el desarrolle de

tumores de piel e higado (Eferl and Wagner 2003}, mientras que otras proteinas AP-1
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tienen una débil capacidad de transformacion (Fra-1 v Fra-2) o ausencia de la misma
(JunB v Junl}).

Se han descripto roles putativos en angiogénesis y metdstasis tumoral para
algunos genes blanco de AP-1. Ambos procesos requieren de la degradacion de la
matriz cxtracelular para permitir la formacion de vasos sanguineos v la migracion
celular, respectivamente. Dimeros AP-1 que contienen ¢-Fos, son capaces de regular la
expresion de metaloproteinasas tpo 1 v 3 (MMP1 v MMP3) (Hu, Mueller et al. 1994),
de proteasas del sistema activador del plasmindgeno ¥ uroquinasa (Kustikova,
Kramerov et al. 1998) y del factor angiogénico VEGF-D (factor D de crecimiento
vasculo endotelial) (Marconcini, Marchio et al. 1994,

Dos de las caracteristicas mds importantes de los tumores malignos es su
capacidad invasiva v la transicion epitelio-mesenguimal (por sus siglas en inglés EMT:
epithelial mesenchymal transition). ¢-Fos y c-Jun pueden inducir dicha transicion al
generar una pérdida de la polaridad celular en células epiteliales mamarias (Reichmann,
Schwarz et al. 1992). Por otro lado, la importancia de c-Fos en la invasion tumoral ha
sido demostrada in wve, ya que la progresion de papilomas a carcinoma de células
escamosas invasivas (inducida quimicamente) se encuentra imposibilitada en ratones

deficientes en c-Fos (Sacz, Rutberg et al. 1995),

1V- Rol de e-Fos en diferenciacion

Ademas de su participacion en eventos de proliferacion. apoptosis vy
transformacion oncogénica, diversos hallazgos demuestran una implicancia de ¢-Fos en
la diferenciacion de algunos tipos celulares. Los primeros indicios de su participacion
en esta funcidn fueron observados en la linea de células madre de teratocarcinoma de
raton (F9) en las cuales la sobre-expresion o inhibicion de c-for afectaba la
diferenciacion celular (Muller and Wagner 1984). Posterionmente aparecieron otros
gjemplos que involucran a ¢-Fos en los siguientes eventos;

» Diferenciacion de adipocitos { Abbott and Holt 1997)

+ Diferenciacion de ostecclastos (Matsuo, Owens et al. 2000)

& Diferenciacion de condrocitos { Thomas, Sunters et al. 2000)

o Diferenciacion de células de leucemia micloide (U937) a macrofagos (William,

Wapmer et al. 1990)
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» Difcrenciacion neuronal de células de feocromocitoma de ratas (PC12) (Gil
Bussolino et al. 2004; Enksson, Taskinen et al. 2007)
o Maduracion de células dendriticas ( Dunand-Sauthier. Santiago-Raber et al. 2011)
Do son los factores principales que dificultan determinar ¢l rol exacto de c-Fos
en los eventos de diferenciacion mencionados. Por un lado el factor de manseripeion
AP-1 presenta una extrema complejidad determinada por: la variedad en su
composicion, las diferentes modificaciones post-traduccionales que pueden sufinr, la
influencia de otros factores sobre su funcion, la diferencia de afinidad que presenta por
sus secuencias blanco v la posibilidad de redundancia en la regulacion de la expresion
de ciertos genes, Por otre lado la expresion tanto de o-fos como de las olras proteinas
tipo AP-1 puede variar a medida gue la diferenciacion transcurre, modificando la
cantidad de cada factor. Asimismo, la posibilidad de la participacion de ¢-Fos como
activador de la sintesis de lipidos en los eventos de diferenciacion complica el estudio

de su rol en este proceso.

- e-Fos COMO ACTIVADOR DE LA SINTESIS DE LIPIDOS

Los lipidos (fosfolipidos, glicolipidos v colesterol) junto a las proteinas. son los
componentes esenciales de las membranas bioldgicas v son sintetizados a nivel del
Reticulo Endoplismico (RE) pudiendo ser modificados en las membranas del Golgi.
Los procesos celulares que demandan alta tasa de biogénesis de membrana celular
{como proliferacion ¥ diferenciacion) requieren un alto indice de sintesis de lipidos,

Ademas de su funcion nuclear (donde regula la expresion de genes blanco AP-1), c-
Fos presenta una funcion citosolica, independiente de su funcion nuclear, mediante la
cual activa la sintesis de lipidos. Este rol ha sido observado en diversos procesos
celulares 1anto normales como patologicos, entre los que cabeé mencionar:

o En células panglionares v folo-receptoras de fa reting de pollos, luege de su
estimulacion con lez (Guido, de Amba Zerpa et al. 1996; Bussoling, de Amba Zerpa
et al. 1998).

» En células de fibroblasto de raton en crecimiento (MIH-3T3) {Bussolino, Guido et al.
2001 ).

e En células de feocromocitoma de rata (PC12) inducidas a diferenciacion {Gil,

Bussolino et al. 2004; Crespo, Silvestre et al. 2008).
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» En tumores del Sistema Nerviose Central (SNC) v Periférico (SNP), tanto de origen
murino como humano (Silvestre, Gil et al. 2010; Gil, Silvestre et al. 201 2).
# En tumores humanos malignos de mama {Motrich, Castro et al. 2013).

En todos los sistemas mencionados anteriormente, tanto ensavos i vifrg como
in vive evidencian la participacion de ¢-Fos en la activacion de la simtesis de lipidos, lo
gue sugiere la presencia de mecanismos de activacion compartidos en respuesta a una
gran demanda de membrana celular, independientemente del estimulo inicial
(fistoldgico o patoldgico).

La activacion de la via de sintesis de lipidos por ¢-Fos requiere su asociacion a
las membranas del RE; dicha asociacion se encuentra regulada por ¢l estado de
fosforilacion de residuos tirosina de c-Fos (Ferrero, Velazquez et al. 2012). Una vez
asociada al RE. c-Fos incrementa la actividad de enzimas claves de la via de sintesis de
fosfolipidos (de Amba Zerpa. Guido et al. 199%; Alfonso Pecchio, Cardozo Gizzi et al.
2011) ¥ gheolipidos (Crespo, Silvestre et al. 2008), las cuales son enzimas que fraslocan
o son integrales de las membranas del RE. La interaccion de ¢-Fos con las enzimas que
activa invoelucra a su dominio M terminal. mientras que la activacion de las mismas se
[leva a cabo a través de su dominio BD (Alfonse Pecchio, Cardozo Gizzi et al. 2011).

Dentro de la familia Fos, la proteina Fra-1 presenta un dominio BD altamente
homalogo al de e-Fos y también se encuentra involucrada en el incremenio del indice de
sintesis de fosfolipidos en algunos sistemas celulares como en tumores malignos de
mama {Motrich, Castro et al. 2013). Al presente se estd determinando si esta activacion

mvolucra los mismoes mecanismos moleculares por medio de los cuales actioa c-Fos,

-¢-Fos EN EL DESARROLLO DE RATONES

A traveés de experimentos de pérdida de funcidon usando la teenologia de células
madres embrionarias, se pudo comenzar a dilucidar las funciones especificas de las
distintas proteinas AP-1 en el desarrollo embrionario v la organogénesis del raton
(Jochum, Passegue et al, 2000), Con respecto al desamrollo embrionario, las proteinas
Fos v Jun pueden agruparse en dos categorias: aquellas gue son dispensables (c-Fos,
FosB, JunD) v las que son indispensables va que su carencia resulta letal (c-Jun, JunB.

Fra-1}.
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Los estudios de ¢-fos durante el desarrollo fueron realizados utilizando ratones

que carecen de los dos alelos funcionales para este gen (animales knock-our (ko) o c-fos

-/-} {Johnson, Spiegelman et al. 1992; Wang, Ovitt et al. 1992). Estos animales, si bien

resultan viables. s6lo sobreviven hasta un maximo de T meses de edad (la muerte se

produce por fallas multi-organicas) y presentan una vanedad de diferencias fenotipicas

respecto a la condicion normmal (animales wild-type (wi) 0 c-fos +/4), que se describen a

continuacion:

¢ Los animales ¢-fas -/~ presentan una marcada pérdida de la viabilidad asociada al

nacimiento, ya gue solo el 40% de cllos sobrevive a este evento (Johnson,

Spiegelman et al. 1992), Asimismo los fetos o (como asi también sus placentas)

presentan a los 15.53 dias de desarrollo embrionario (E15.5) un menor peso en

comparacion a la condicién wi. Sin embargo las diferencias en peso corporal ya no

se observan a los 5 dias posteriores al nacimiento {P5).

*  Aquellos animales o-fuy -/~ gue sobreviven al nacimiento son indistinguibles de sus

hermanos wi hasta los 10 dias post-natales (P10). A partir de esta edad, su

crecimicnto empicza a ser mas lento y, a las 5 semanas de vida, presentan 1/3 o la

mitad del tamafio de sus contrapartes normales junto a la aparicion de alteraciones

en diversos sistemas:

A nivel dseo el fenotipo caracteristico de estos animales involucra el desammollo
de osteopetrosis, caracterizado por defectos en el crecimiento dseo gue
ncluyen; ausencia de brote dentario, desarrollo anormal de los huesos largos
con una desorganizacidn en la epifisis v la metafisis, huesos corticales delgados
y poco desarrollados v osificacion de la médula dsea. Este fenotipo evidencia el
rol de ¢-Fos en la diferenciacion de condrocitos y osteocitos, lo cual resulta en
una falla de la resorcion Osea y de cartilago por parte de los osteoclastos.

51 bien el nimero de entrocitos se encuentra en €l rango normal, hay una
reduccion en un 75% en ¢l nimere de linfocitos (en 4 de 5 animales mutantes).
Se observa hematopoyesis extra-medular a nivel del hazo,

A mivel del sistema reproductive se observa un desarmollo anormal de los
foliculos ovaricos en las hembras v de los tdbulos seminiferos en los machos,
Estos altimos presentan una espermalogénesis anormal v una reduceidn en la
motilidad de los espermatozoides maduros. Estas anormalidades sumado al
comportamiento sexual alterado gque presentan. resulta en una pérdida de la
fertilidad en estos amimales {Johnson, Spiegelman et al. 1992).
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El cambio fenotipico mas llamativo que presentan los animales o-fos -/~ es la
marcada reduccion en el tamafo corporal final que alcanzan en relacion a sus hermanos
wi de camada. Teniendo en ¢uenta la participacion de c-Fos en eventos de proliferacion
v de crecimiento celular (tanto como factor de transcripeion v como activador de la
sintesis de lipidos), estas diferencias podrian ser determinadas por un menor nimero de
células totales que constituyen los drganos del animal v/o un menor tamafo de las

mismas.

I- Alteraciones a nivel del SNC en animales e-fox -~

Los ammales o-fox -~ presentan una serie de alteraciones en su comportamiento,
Las primeras observaciones indican que tienen una respuesta disminuida a estimulos
externos pero al mismo tiempo resultan ser mas hiperactivos que sus contrapartes
normales (Johnson, Spiegelman et al. 1992}, Resultados obtenidos a partir de ensayos
en laberinto de agua de Moms (Morms water task) demostraron que los animales c-jos -
/- presentan alteraciones en el aprendizaje v la memona a largo plazo sin
modificaciones en ¢l aprendizaje de tareas simples { Pavlor, Johnson et al, 1994)

El comportamiento sexual de los ammales machos ko también es diferente al de
los animales wr, ya que presentan una menor tendencia a moniar a las hembras en estro
(hembras receptivas) (Baum, Brown et al. 1994),

El estado de alerta o vigilia de los ratones ¢-fos -~ es mayor que el de los
animales c-fos +/+, es decir que permanecen mayor tiempo despiertos y presentan una
reduccion en el tiempo del suefio de ondas lentas 0 SWS (por sus siglas en inglés: slow
wave sleep,) (Shiromani, Basheer et al. 2000).

Las alteraciones mencionadas sugeren que c-Fos participaria en diversas
cascadas de traduccion de sefales modificando la expresion de genes involucrados en la
génesis vio persistencia de los eventos antes mencionados, por lo que su ausencia
impediria que los mismos ocurran de forma normal (Watanabe, Johnson et al. 1996;
Flavell and Greenberg 2008). Alternativamente, su actividad como regulador del indice
de sintesis de membrana, lambién podria estar involucrado, Asimismo, ¢f desamollo
normal del SNC podna encontrarse alterado en ammales c-for -/~ conduciendo a

cambios estructurales én determinadas dreas del cerebrm.
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- EL DESARROLLO EMBRIONARIO DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

El sistema nervioso central (SNC) estd constituido por dos poblaciones celulares
principales: las oflulas nerviosas (neuronas) v las células gliales (astrocitos.
oligedendrocitos y células ependimales). Estas poblaciones celulares se originan a partir
de una misma célula. de origen glial. denominada célula radial glial (RGC: Radial Ghlial
Cell}, la cual es considerada la célula madre neural (NSC: neural stem cell) encargada
de generar células neuronales vy gliales a lo largo del desarmollo v en la ctapa post-natal.
51 bien existen diversas acepciones, vamos a considerar a la NSC como la célula
progenitora primana presente a lo largo de las diferentes etapas del desarrollo a partir de
la cual se inicia el compromiso de linaje hacia la generacion de neuronas o células
ghales diferenciadas. Estos linajes celulares finales no siempre se generan por division
directa de las NSCs sino gue también pueden ser generados a través de uno o maltiples
estadios de amplificacidn, los cuales implican la participacién de precursores celulares
con un potencial de diferenciacién mas restringido gue el de la célula madre original.
Mos referiremos a esta poblacion de células amplificadoras en trinsito (transit
amplifying cells) derivadas de la NSCs como células progenitoras intermedias (IPCs:
intermediate progenitor cells). Las [PCs pueden generar neuronss (nlPCs) o células
pliales, tanto astrocitos (alPCs) come olipodendrocitos (olPCs). Resulta interesante
aclarar que el término glial se aplica para referirse tanto a la poblacidn de células
progenitoras  (RGCs) como a la poblacion  celular diferenciada  (astrocitos,
oligdendrocitos v células ependimales).

Deade los inicios del desarrollo se observa la presencia de diversas poblaciones
de células madres neurales distnibuidas a lo largo de diferentes regiones del sistema
nervioso embrionario [cordon espinal (Kalvani, Piper et al. 1998), telencéfalo ((han,
Shen et al. 2000), cerebelo {Laywell, Rakic et al. 20800} (Figura 4).
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Madificado de “The development of neural Larane. |

stem cells” Sallty Temple, Metwre, 2001,

I- Revision gemeral del proceso de la neurogénesis em la corteza cerebral
embrionaria (telencéfalo dorsal)

En el caso del SNC, la mayor parte del conocimiento acerca de la neurogéncsis
s¢ obtuvo a partir del estudio de la coneza cerebral en desarrollo 0 neocorteza (a nivel
del telencéfalo dorsal o pallium), v estos conocimientos han sido posteriormente
extendidos al resto de las regiones neurogénicas (Temple 2001; Urban and Guillemot
201 4). La lormacion de la cortera cerebral durante ¢l desarrolio embrionano implica la
concomitancia de dos procesos coordinados: neurogénesis v migracion (Kriegstein
2005),

El proceso de la nevrogénesis en los roedores comienza alrededor del dia 10-11
de pgestacion (E10-El1), cuoando las células neuroepiteliales del epitelio
pseudoestratificado de origen ectodermal que lindan con la superficie del tubo neural
comienzan a adgquirir raspos asociados al de células gliales, las cuales van a ocupar la
region conocida como zona ventneular (VZ: ventncular zone).

En el telencéfalo dorsal embrionario las neuronas destinadas a formar las
distintas capas del plato cortical (CP: cortical plate, regidn precursora de la coneza
cerebral adulta) son generadas en dos regiones proliferativas, Una de eflas es la VZ, un
epitelio pscudo-estratificado que linda con ¢l ventriculo lateral v que constituye la
regidn inicial en donde se generan las primeras neuronas corticales, mientras que otras
newrongs son generadas en la zona sub-ventricular (SVZ), una regitn proliferativa que
se superpone con la VZ basal y se extiende dentro de la zona intermedia (1£).

El desamrollo de la corteza cercbral se inicia con la formacion del pre-plato
seguido por la aparicion del CP. Como resultado del proceso de la neurogénesis, el
espesor de la coreza cerebral se incrementa principalmente debido al aumento del
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tarmafie del CP por la adicion de neuromas gue migran radialmente desde la V2 vy 8VZ.
Esta migracion establece las distintas capas neuronales (6 capas para el caso de la
corlera de mamiferos) mediante la migracion de neuronas a lo large de las capas
previamente establecidas para asi situarse en capas mas superficiales. Es decir que las
capas corticales mas pn:llhnda_': {V v ¥} son generadas al comienzo de la neurogencss,
mientras que las neuronas mas jovenes forman parte de las capas corticales IV, 1T y 11
{gradiente corticogénico “inside-ouwt™) {Angevine and Sidman 1961) (Figura 5). Este
proceso, que tiene Jugar entre los dias 10 (E10) v 17 (E17) de gestacion (Takahashi,
Nowakowski et al. 1995). va a dar lugar a lo generacion de pricticamente la towlidad de

las neuronas del CP.

Figara 5, Esquema de In generacion de neuronas corticales a partir de los progenitores de ka
V& vy SVE por un proceso “inside-out™,

Las primweras neuronas generadas constitayven €] pre-placo (PPL el cual luese se divide en la capa
superficial HNamada sona margmal (M2 v la capa profunda Hamada sub-plate (5FL El plato cortical
(CPY, gue da lugar o las multicapas de la neocoriesa (11-Y1), se desamelln entre estas dos capes (SP v
M3, de forma tal que ks neuronas mis jdveres que ariban al OF deben migror a ravés de los newronas
mis tempranas (procese “ingide-out™). Mex: neocorfera. W materia blanca. 12 zona intermedia
LGE: eminencin biteral ganghonar, MGE: énnnencin gang honar media, CH: hem cortical

Modificado de “Meuronal sublype specification in the cercbral corex™ Molynesux BI et al. Manse

Reviewy Newroselenee, 2007,
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11- Poblaciones celulares involucradas en la neurogénesis embrionaria
* El origen embrionario de las células radiales gliales (RG:Cs)

Como s¢ menciond anteriormenic. la ncurogeéncsis corlical en los ratones
comienza alrededor del dia 10-11 de gestacian (E10-E1) momento en el cual las
células nevroepiteliales (del epiicho psevdo-estratificado que linda con la superficie del
tubo neural) comienzan a adquirir rasgos asociados con células gliales. originando la
poblacion de RGCs. Estas células permanecen en contacto tanto con la superficie
ventricular como con la superficie pial (én contacto con la piamadre) a traves de sus
prolongaciones, mientras que sus cuerpos celulares permanecen retenidos en la zona
ventricular (VZ), la region més proxima al ventriculo {Boulder 1970). A medida que la
neurogénesis progress, las RGCs experimentan cambios morfologicos (tales como
alargamiento de sus prolongaciones) (Gadisseux and Evrard 1985) ¢ inician la expresion
de una sene de marcadores astrogliales. el transportador de gluiamato especifico de
astrocitos (GLAST: astrocyte specific glutamate transporter). la proteina que une lipidos
cerchrales (BLBP: brain lipid-binding protein) v tenascina C (TN-C: Tenascin C)
(Camphbell and Gotz 2002). Estas células ambién expresan una serie de filamentos
intermedios que incluyen vimentina, nestina, los epitopes RC1 y RC2 (Mori, Buffo el
al. 2005), v en alpunas especies la proteina acida fibrlar glial (GFAP: glial fibrillary
acidic protein) (Benjelloun-Towmi, Jacque et al. 1985). Al mismo tiempo desarmollan
uniones de tpo adherentes y comienzan a establecer contactos con las células epiteliales
de la neo-vasculatura del cerebro en desarrollo (Gotz and Huttner 2005). Sin embargo,
las RGCs también conservan algunas de las caracteristicas de las células
neuroepiteliales, como por gjemplo su polaridad Apico-basal, se ubican en la superficie
que linda con ¢l ventricule lateral v cxperimentan ¢l proceso de migracion nuclcar
intercindtica (INM: imterkinetic nuclear migration). manteniendo las caracteristicas de
un epitelio pseudoestratificado dentro de la VZ

Diversos estudios en animales transgénicos han demostrado que las RGCs
funcionan como células progenitoras de la mavoria (practicamente ¢l total) de las
newronas del SNC (Noctor, Flint et al. 2002; Malatesta, Hack et al. 2003; Anthony,
Klem et al. 2004), v que su potencial neurogénico estd repulado en forma dindmica,

tanto desde ¢l punto de vista temporal como espacial. Es decir que existen diferentes

14



Introduecion

subpoblaciones de RGCs que dihieren primcipalmente en la cinética de su ciclo celular »
en su potencial como célula progenitora newral.

A. La migracion nuclear intercinética en las RGCs

Lina de las caracteristicas mas importanies de las RGCs es el comportamiento
mitdtico  que  presentan conocido  como migracion  nuclear intercinética  (ITNM:
interkineétic nuclear migration). La INM es el proceso durante el cual el nicleo de la
célula migra. entre la superficie apical ¥ basal de una region, en forma coordinada con
¢l pasaje a través de las distintas fases del ciclo celular. llevando a cabe la mitosis sobre
la superficie apical, Es decir que durante la fase 8 del ciclo celular, los nicleos se
encuentran algjados de Ia superhicie ventrcular, durante la fase M hindan con la
superficie veniricular. ¥ a lo largo de la fase G v G2 transitan entre una y otra posicion
(Miyvata 2008} (Figura &),

51 bien no se conoce con exactited ¢ significado funcional de la INM. se ha
propuesto que podria regular la nevrogeénesis modulando la exposicion de los nucleos
progenitores a sefiales proliferativas y/o neurogénicas, como ocurre, por ejemplo, con la

seflalizacion medinda por Notch (Del Bene, Wehman et al. 2008).

Superficie Pial (Basal|

Figura 6.

Migragidn nuelear mmercimeticn (MM} de las
células rediales glales (o progenifores
apicalest en la %8 de la comera ceredaal en
desarrallo, G, 5, G2 ¥ M indican las
distintas Fises del cacle celulur

Superficie Ventricular {Apical)

B. Biologia celular de la divisidn mitdtica de las RGCs

A lo largo de la neuropénesis, las RGCs mantienen su polaridad apico-basal, una
caracteristica de suma importancia para definir ¢l tipo de division celular que llevan a
cabo, la cual puede ser basicamente de dos tipos: simétnca o asimétnea. Cuando fa
distribucion de los componentes celulares hacia las dos células hijas es igual. hablamos
de una division simétrica. mientras que cuando esta distribucion ne es equitativa, la

division ¢s de tipo asimétrica.
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Un pardmetro cominmente utilizado para determinar el tipo de divisién celular
que experimentan las RGCs es el plano de clivaje {plano que se forma entre las dos
células hjas en division), el cual cwando esta onentado en forma perpendicular a la
superficie ventncular (plano de clivaje vertical) resulia en una division simétnica y
proliferativa de las RGCs, ya que los constituyentes basales v apicales serin distribuidos
equitativamente entre las dos células hijas (Figura 7a). Por el contrario, cuando el plano
de ¢chivaje es purzlelo a la superficie ventneular (plano de chivaje honzontal) resulta en
una division asimétrica v neurogénica de las RGOS, porque los constituyentes apicales
seran heredados por una de fas células hijas mientras que los componentes basales serin
heredados por la otra célula hija (Chenn and McConnell 1995) (Figura 7h). Sin embargo
el plang de clivaje completamente horizontal es rarg; es por ello que en un sentido
estricto, un plano de clivaje que no es completamente vertical pere si cercane al mismo
puede dar lugar a una division de tipo asiméirica y neurogénica (Figura 7c). Esio dltimo
s¢ debe a que la definicion del tipe de division celular (proliferativa/simétnca o
neurogénica‘asiméirica) parece estar intimamente asociada a la herencia de los
componentes apicales de la membrana plasmatica (Figura 7). Existen distintos
mecanismos celulares que influven en la orienmtacion final del plano de clivaje. Se ha
demostrado que algunos factores de transeripeion, como EMX2 (Heins, Cremisi et al.
2001) ¥ PAXS6 (Heins, Malatesta et al. 2002}, regulan ¢l destino de las células hijas v el
modo apropiado de division celular de una manera coordinada, pero los mecanismos

subvacentes a los mismos ain no han sido dilucidados.

Figura 7. Division siméirics vé Divididn asimeétrica

m Divisién simétrica prolfrative b Diviskon asimitrice neurcgénica eDivision esimitrica neurogénica
Borgr
i -
1
Plasa de clivale weiical Mara de chva|s Bariaa sl Plaso do clivefe veriical
A Hura [P linian BTN AN plAERA B
[Qmicten e Bembr ey e P |

La figura muestra la relacion entra lo polaridad apicoe-basal, la orientacidn del plano de clivaje v el tipo
de divisidn simétrica o asimétrica. a) Plano de clivaje vertical que resulta en una division simémica
proliferativi, b) Plano de clivaje horizontal que resulta en wna division asimétrica neurogénica. ¢)
Plano de clivaje vertical que results en una division asimétrica neurogénica,

Modificado de “The cell biclogy of newrogenesis” Gotz M, Mature Reviews, 2005,
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La orientacicon del plano de clivaje de las RGCs esta determinada por la posicion
de los polos del huso mitetico, la cual s¢ encuentra regulada de manera muy precisa por
diversos mecanismos (Kosodo, Roper et al. 2004 ) pequefios cambios en su posicion
relativo al eje dpico-basal de las RGCs es suficiente para modificar la distnbucion de los
componentes apicales de la membrana plasmatica v por lo tanto el tipo de division

celular (proliferativa o neurogénica).

* Surgimiento de las eélulas progenitoras intermedias (1PCs)

A medida gue la neurogénesis progresa, las RGCs pueden gencrar neuronas va
sea en forma directa o bien de manera indirecta a través de una segunda poblacion de
células progenitoras. mas restringidas en su potencial de diferenciacion, conocidas como
células progenitoras imiermedias (IPCs) o células progenitoras basales. las cuales se
uhican principalmente en la SVZ (Noctor, Martinez-Cerdeno et al, 2007),

Las [PCs presentan generalmente varios procesos celulares, no contactan con la
superficie pial ni ventricular, no experimentan INM, v presentan una divisién mitdtica
con un plano de clivaje paralelo a la superficie ventricular, A diferencia de las RGCs las
cuales se dividen en forma predominantemente asimétrica durante el pico de
neurogénesis (gue ocurre en el dia 14.5 de gestacion (Bayer and Altman 1991)), las
IPCs expenimentan division de tipo simétrica para producir dos neuronas o dos 1PCs
(Haubensak, Adlardo et al. 2004) De ésta forma funcionan como ung célula
amplificadora en transito, ¥ el ndmero de veces que se divide varla dependiendo de la
regitn del cerebro.

Las IPCs tienen una implicancia muy importante en el desarrollo del SNC de
mamiferos v en la evolucion. Esto se debe a que se ha demostrado que en el telencéfalo,
a lo largo de la neurogénesis, los progenitores basales (IPCs) pueden generar el doble de
neuronas que los progenitores apicales (RGCs), resultando asi en la principal fuente de
neuronas corticales (Haubensak, Attardo et al. 2004). De hecho la relacion entre el
tamaiio de la SV v de la VZ cxperimenta un incremento & lo largo de la evolucion
(Rakic 2003),

* Poblacion de células neuronales post-mitdticas

A lo largo de la corteza cerebral en desarrollo existen gradientes de diferentes

sustancias, fales como BMP (bone morphogenic protein) ¥ Shh (Sonic hedgehog), que
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influyen en la expresion de factores de transcripcion en la poblacion de las RGCs y de
las IPCs. Estos gradientes se encuentran intimamente asociados a la produccidn de
diferentes tipos de neuronas (Hochstim, Deneen et al. 2008). Las poblaciones de células
progenitoras (tanto RGCs como [PCs) deben detectar estos gradientes y en respuesta &
ellos expresar un programa unico de factores de transeripeidn que dispare la generacidn
de diferentes poblaciones neuronales dentro de la corteza en desarrollo. Algunos de los
factores de transcripcion gue han sido implicados en este proceso son: Paxé, Emx],

Gshl, Gsh2, Erf1, Sp8, Nkx2.1, DIx1, DIx2 y Olig2 (Long, Swan et al. 2009), los

cuales, junto con otros penes pro-neurales como Ngn2 v Mashl (Guillemot 2007),

determinan el tpo celular especifico penerado tanto por las RGCs como por las TPCs,

Es decir que un programa de expresion dindmico de factores de transcripcién controla el

comporamiento de las RGCs y de las [PCs en funcion del tiempo v del espacio.

Independientemente del tipo neuronal generado, existen una serie de marcadores
celulares gue se encuentran relacionados con distintos estadios de diferenciacion
neuronal. Entre estos marcadores cabe mencionar:

o [fll-tubulina: proteina expresada no solo en newronas post-mitoticas inmaduras y
neuronas va diferenciadas, sino también en algunos precursores neuronales que se
dividen activamente (Lee, Tuttle et al. 1990) .

» NeuN: una proteina nuclear especifica de neuronas, cuya expresion se inicia en
estadios terminales de diferenciacion {Mullen, Buck et al. 1992),

o MAP-2: proteina del citoesqueleto, especifica de newronas que se encuenira
débilmente expresada en los precursores neuronales pero, a medida gue la
diferenciacion progresa, su expresion se hace més pronunciada (aproximadamente
un dia después de la expresion de lll-tubuling) { Dehmelt and Halpain 2005).

# Doblecortina (DCX): protelna asociada a microtibulos, expresada en neuronas en

migraciin v en estadios tempranos de desarrollo neuronal (Francis, Koulakoff et al,
1999),

Una vez generadas, las neuronas post-mitoticas inician un proceso de maduracion
que les permitird alcanzar una estructura altamente especializada necesaria para
propagar seflales eléctricas o potenciales de accidn vy establecer los circuitos de

comunicacion inter-neuronales, proceso que culmina en la etapa post-natal.
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I11- Resumen de la neurogénesis en el telencéfalo dorsal (pallium) v ¢l aporte de la
neurogénesis a nivel del telencéfalo ventral (subpallium)

Si bien el proceso de newrogéncesis descripto a nivel del telencéfalo dorsal genera
la mayor parte de las neuronas presentes en la necconeza, resulta importante mencionar
gue existen ofros sitios neurogénicos que también contribuyven con neuronas que
mediante procesos migratorios van a ubicarse en esta region del cerebro. Dos grandes
grupos de neuronas constituyen la neocortes: néuronas excitatonas glulamatérgicas
{eélulas estrelladas espinosas y piramidales) e interneuronas inhibitorias GABA-{dcido
y-aminobutirico)-érgicas {(Hensch 2005).

Las neuronas excitatortas glutamatérgicas constituven la mayoria de las células
de la neocorteza v provectan sus axones estableciendo contactos dentro de la corteza
pero también con regiones distantes del cerebro. Por su parte las interneuronas forman
circuitos locales responsables de sefiales inhibitorias v, si bien solo constituyen el 209
de las neuronas de la neocorteza, jucgan un rol esencial en la modulacion de las sefiales
v la plasticidad neuronal {Markram, Toledo-Rodriguez et al. 2004).

Durante el desarrolloe, las neuronas excitatorias son generadas en la VZ vy la SVZ
de la corteza cercbral v migran radialmente hacia el plato cortical como se describid en
detalle en los puntos |y 11 (Figura %),

Las interneuronas neocorticales son producidas en el telencéfalo ventral
{subpallium) en desarrollo v migran tangencialmente hasta alcanzar su destino final en
la neocorteza (Figura 9),

De esta manera se generan las neuronas responsables de las funciones mas
complejas del SNC de mamiferos, cuya integridad funcional resulta esencial en
NUMETOS0S Procesns como Cognicion v percepcion sensorial. aprendizaje. memaoria, etc
{Tomassy, Lodato et al. 2010).
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Figura K, Esquenin representativie
de la peneracibn y migraciin de
neuronas corticales en la corteza
cerebral embrionaria de ratones,
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Previo al inicio de la neurogénesis, las cilulas NE presentes en la W2 de la neocorteza en
desarrollo, expanden 2l pool de células progenitoras mediante una divisidn de fipo simétrica.
Aproximadamente al dia 11 (E11) de gestacidn, las células NE adguieren morfologia de RGCs v, si
bien contindan dividiéndose en forma stmérica, comienzan a dividirse asim@ricaments para
generar neuronas, 1as cuales migran lejos de la superficie ventricular guindas por la prolongacidn
basal de la RGO para aleanzar b superficie pial. Las primeras neuronas generadas se sitdan en el
PP para formar el CP naciente, ¢l cual se convertird en las capas 2 a 6 (L2-La) de la cortera
cerebral adulta. Luego de fa gencraciin del PP, tas nuevas nearonas que se incorporan o dividen en
la MZ y 2]l 5P. A medida que la neurogénesis progresa, diferentes tipos de neuronas son generadas
a partir de la divisibn asimdirica de lns RGCs, Por ko tante, las neuronas destinadas a formar ¢l SP
son generadas primere, segwidas por las neuronas de las capas 6 v 5 del CP. v finalmente sc
incorporan les newrongs de las copas restantes {4, 3 v 2} (proceso “inside-ow”). Alpunas de |as
celukas hijas de s RGOS s¢ convierten en IPCs, las cunles se localizan bejos de la superficie
ventricular ¥ experimentan division simétrica neurogénica en la SVZ. De esta forma la actividad
prodiferativa de los IPCs contribuyve significativamente a las capas mds profundas del CP. Al final
de la nevrogénesis, aproxmmadamentie al dia 17 de gestacion (E17), s inicia ¢l proceso de la
glivgénesis por parte de las RGCs que también dardn origen a la capa de células EL (que linda con
la superfiche ventricular) ¥ la poblacidn de MSCs que van a persistir en el adulto tanto en la regidn
subpranular como en la sona sub-ventncular, NE: merucepreliales, PP: pre-plato, CP: plato
cortical, MZ: zona marginal, 5P: sub-plato, EL: ependimales, BV: vasos sanguineos, CR: neuronas
de Capl-Retzius, DL Py capn profunda de neuronas piramidales, VZ: zona ventricular, 8VZ:- zona
sub-ventricular, [£: zona intermedia, UL Pyr: capa superficial de neurcosas piramidales, W
materia blanca

Meadhificado de “Transcriptional co-regulation of newronal migration and laminar idemtity in the
neocoriex” Kwan KY, Development, 2012,
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Figura 9; Patrdn de migracidn de las interneuronss en ¢ telencéfalo en desprrolly
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Faguema comespondients o un corte coronal a través del relencéfalo de ratdn a los 15 diss de
gestacion (E13). Las imfemeuronas derivadas de In eminencia ganglionar media (MGE. verde), el
area prefptica (Poa, violeta), o la eminencia ganglionar caudal (OGE, naranja) abandonan la regidn
profiferativa e inkcion su migracsdn hacia la neccorteza en desarrolle v el cuerpo estrade (Sir), En
el caso de la neocorteza, [as intemeuronas wansitan & wavis de la zona marginal (ME), subplaig
{5P), la zoma intermedia {(IZ) v la zona subventricular (3VE) Una vez finalizads la migracidn
tangencial, las inferncuronas inician una migracibn local hasta que alcanzan su posicidn final
dentro del plate cortical (CF) e inician la formacidn de singpsis funcionales con peuromas
excitatorias especificas,

Modificado de “Decision making during intermeuron migration in the developing cerebral conex”
de Guo | ¥ Anton ES, Trends Ol Biad. 2014

- NEUROGENESIS EN EL ADULTO

Las MSCs presentes en el cerebro en desarrollo persisten en determinadas

regiones tanto en la etapa postnatal como en la adultez, v contintian produciendo células

gliales ¥ neuronas {Alvarez-Buvlla and Lim 2004; Ming and Song 2005}, En el neonato
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{Luskin 1993) v en ¢l adulto {Lois and Alvarcz-Buylla 1994), nuevas neuronas son
peneradas en la SVZ de la pared del vemiriculo lateral, las cuales migran al bulbo
olfatorio donde reemplazan diferentes poblaciones de intermeuronas (Imayoshi,
Sakamoto et al. 2008). La neurogénesis también continua en ¢l  hipocampo,

especificamente en la capa subgranular del giro dentado (Gould and Cameron 1996).

Células madres neurales (NSCs) en la zona sub-ventricular (SVE)

En los mamiferos adultos la neurogénesis ocumre pnncipalmente en la SVZ de la
pared del ventriculo lateral, una region relacionada con la SVZ embnonania, sitio donde
se¢ localizan las IPCs durante el desarmolle temprano. La SV contiene NSCs
relativamente quiescentes, conocidas como celulas B, las cuales dan lugar a las llamadas
células C que proliferan activamente ¥ funcionan como [PCs (Mirzadeh, Merkle et al.
2008). Las células C dan lugar a neuroblastos inmaduros (denominados células A) los
cuales migran a través de una cadena migratoria (RMS: rostral migratory stream) hacia
¢l bulbo olfatorio (Lois and Alvarez-Buylla 1994; Belluzzi, Benedusi et al. 2003),
donde diferencian a interneuronas (Carleton, Petreanu et al. 2003) (Figura 10). A pesar
de ser NSUs, las células designadas como células B presentan caracleristicas
ultraestructurales ¥y marcadores de células astrogliales. incluyendo la expresidn de
GFAP y GLAST (Doetsch, Garcia-Verdugo et al. 1997; Colak, Mon et al. 2008), por lo
que las ¢élulas B también son conocidas como astrocitos de la SVZ. La naturaleza
astrocitica de las NSCs presentes en la SVZ ha sido demostrada por distintos ensavos
con ratones ransgénicos ( Doetsch, Caille et al, 1999; Morshead, Garcia et al. 2003). Las
células B también retienen algunas de las caracteristicas de las RGCs, va que las
mismas se localizan por debajo de las células ependimales pero presentan procesos
cortos que mantienen su contacto con el ventriculo (Mirzadeh, Merkle et al. 200%; Shen,
Wang et al. 2008).

Las intemeuronas pencradas en la SV de adultos se integran a circuitos
existentes en el bulbo olfatono y juegan un rel importante en algunas formas de

aprendizaje y memoria relacionados a estimulos ol fatorios,
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WIBLIOTECA DE CIENCIAS Qumare:

Figura 1L Mewropénests en la 8WZE

Disposicion de las células B, C ¥ A (neurablastos) en la 5VE adyacente a las células ependimales
{E} que lindan con la superficie del ventriculo bateral. Los newroblastos aleanzan el bulbo olfatorio
1|ﬁ1:|-] a traves de la cadena |'ni5rﬁlur|u [F.,Mﬁ: rostral -|nigra|n;!q- atream b ¥ en p&l‘i:rmml.qn cambios
morfolégices v fisiologicos antes de Integrarse en circuilos pre-exisienies,

Modificado de "MNeurepenesis in adult subwventricular zone” de Alvarer Buylla A, ¥ Garcia-
Verdugo IM, Jowrnal aof Newroscfence, 2002,

- ESTUDIO in witre DE LAS POBLACIONES CELULARES INVOLUCRADAS
EN LA NEUROGENESIS

Debido a la ausencia de un marcador de superficie Gnico v de un fenotipo
morfologico claramente distinguible, las células madres neurales son definidas v
estudiadas sobre la base de una serie de criterios funcionales. En un sentido estricto,
estas propiedades son: su capacidad ilimitada de auto-renovacion ¥ su potencial de
diferenciacion (multi-potencialidad). La propiedad de auto-renovaciom (self-renewal)
hace referencia a la capacidad de mantener su poblacidn celular a lo largo del tiempo,
con las mismas propiedades celulares iniciales (sin evidencias de transtormacion
celular), mientras que su potencial de diferenciacion alude a la capacidad de diferenciar
hacia determinados hinajes celulares maduros: neuronas, astrocitos y ohgodendrocitos.

La caracterizacidon in vitre de las células madres neurales se inicia con la
diseccion de la regidon de interés (una region en donde hava sido demostrado la
presencia de células gue se dividen in vive), v la posterior disociacion de 1a misma hasta

obtener una suspension unicelular, la cual luego se cultiva en presencia de agentes
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mitogénicos particulares, En ¢l caso de las células madres neurales, estas pueden crecer
en monocapas sobre  superficies adherentes o bien en  suspension  formando
neuroesferas. Independientemente del tipo de cultivo utilizado, el mismo puede ser
posteriormente  manipulado para evaluar las propiedades de auto-renovacion y
multipotencialidad,

Resulta importante notar que la caracterizacion in vitro de las células madres
presenta algunos inconvenientes. Por un lado su estricta definicion habla de una
ilimitada capacidad de auto-renovacion, caracteristica gque resulta ficil defimir in vive: la
perpefuacion de una poblacién celular a lo largo de la vida de un organismo es un
criterio  aceptado aunque a medida que un organismo envejece, determinadas
poblaciones de células madres parece disminuir (Dulken and Brumet 2015). Sin
embargo, resulta mas complicado la distincion de una capacidad limitada de auto-
renovacion mediante ensayos in virro, debido a que luego de tiempos prolongados de
cultive (mas de diez pasajes para células madres neurales) se empiczan a observar
eventos de transformacion, reflejados como alteraciones en la cindtica de proliferacidn,
en la dependencia de los factores de crecimiento, en la adhesién celular y en la
expresion de penes particulares (Morshead, Benveniste et al. 2002). Si bien luego de
transcurmido este tiempo prolongado de cultivo (generalmente 60 dias), las células
pueden mantener su potencial de auto-renovacion y su capacidad de diferenciacifn,
también pueden generar tumores solidos al ser invectadas en ratones en forma
subcutanea (Morshead, Benvemste et al, 2002), indicando que han sufndo eventos de
transformacion que les confirieron propiedades tumorigénicas. Las células que muestran
capacidad de auto-renovacion y diferenciacion luego de eventos de transformacion son
diferentes de la poblacion celular inicial, v por lo tante no constituyen el mismo tipo
celular. Es por ello gue el estudio in vigro de las propiedades de las células madres
newrales debe ser realizado en periodos cortos de cultivo, para asi evilar cambios

oncogénicos que puedan allerar sus propiedades celulares iniciales,

- RELACION ENTRE ¢-Fos Y EL DESARROLLO DEL $NC

Es generalmente aceptado que la induccidn de c-fos en cerebros de amimales
adultos, refleja la actividad funcional de las neuronas (Duncan, Knapp et al. 1996;
Katche, Dorman et al. 2013), va que se trata de un proto-oncopén imporiante para

transformar sefales externas en cambios fenotipicos a largo plazo asociados con la
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plasticidad neuronal. Ademas de estar involucrado en su funcionalidad, c-fos podria
estar implicade en la maduracion neuronal ya que su patron de expresion durante ¢l
desarrollo asi lo sugiere (Caubet 1989). Al dia 12 de gestacion, la expresion de o-fos se
extiende hacia todo el cerebro v la médula espinal. mientras que al dia 16 v 18 su
expresion se limita a regiones especificas. como son: region anterior de la médula
espinal, ganglic de la raiz dorsal, bulbo olfatorie, capa ganglionar de la retina, cerebelo
y corteza cerebral {Caubet 19809). El dia posierior al nacimiento, c-Fos se expresa en
determinadas regiones del SNC: bulbo olfatonio, hipocampo, corteza restroespinal.
nicleo paratascicular del tilamo vy diversos nicleos del nervio craneal (Smewvne, Curran
et al. 1992). Dado que la expresion de ¢-Fos aparece durante periodos especificos y en
tipos celulares particulares durante el desarrollo embrionario y post-natal. acompafando
¢l desarrollo ¥ los cambios morfologicos de diversas regiones del SNC, s¢ ha postulado
una posible participacion de ¢-Fos en su ontogenia (Gubits, Hazelton et al. 1988).

5i bien los ratones Lo para el proto-oncogén c-fos sobreviven v no presentan
claras disrupciones morfologicas a nivel del SNC (como si sucede para otros tejidos),
muestran algunas alteraciones imporianies en su comportamienio. Algunas de estas
alteraciones incluyen una respuesta disminuida a estimulos extermos ¥ una alteracion en
la respuesta adaptativa a largo plazo; estos hallazgos sugieren que la ausencia de c-Fos
podria generar un desorden en el desarrollo normal del sistema nervioso lo cual se ve
reflejado en ¢l comportamiento anormal de los animales ko (Wang, Ovitt et al. 1992).
Para poder dilucidar el rol de c-Fos durante el desarrollo del SNC es necesario
relacionar su expresion a eventos particulares del desarrollo, tema que serd tratado en el

presente trabajo de wesis doctoral.
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OBJETIVOS

Los animales o-fos -/~ fueron generados hace mas de 20 afios y algunas de las
alteraciones fenotipicas gue presentan han sido estudiadas en profundidad (como es el
caso de las alteraciones a nivel dseo y hematopoyético). No obstante, existen algunos
puntos claves gue alin no han sido estudiados en profundidad. Una de las caracteristicas
fenotipicas mds llamativas es la marcada reduccidon en el tamafio corporal (de ~40%) de
los ratones e-fes -/~ respecto a sus hermanos wi, lo cual podria deberse a un menor
contenido  celular en algunos odrganos de estos animales teniendo en cuenta la
participacion de este proio-oncogén en proliferacion celular, ya seca como factor de
transcripcion tipo AP-1 o como activador de la sintesis de lipidos. Al mismo tiempao, la
implicancia de ¢c-Fos en apoptosis deja abierta la posibilidad de gque modificaciones en
la regulacion de este evento celular participe en el balance total del niimero celular final
que alcancen los ammales o-fos -~ La participacion de ¢-Fos en la generacion de uno de
los componentes mas abundantes de las membranas celulares, los fosfolipidos, podria
colocarlo como una pieza importante en la determinacion del tamafo celular final; de
hecho ¢n eventos de diferenciacion neuronal se ha demostrado la implicancia de esta
actividad de c-Fos en el crecimiento de procesos celulares. Esto plantea la posibilidad
de que ante la ausencia de este proto-oncogén las células c-fos -/~ presenten un menor
tamadio que las células e-fos +/+,

En cada tepdo v drganc el nimero final de células asi como sus caracleristicas
van a estar determinadas por la actividad de las células madres/progenitoras especificas
del mismo. Es por ello gue utilizando como modelo de estudio ratones o-fos +/4 y o-fos
-/=, 5¢ cstablecic como ebjetive general de este trabajo de tesis analizar el impacto
bioldgico del proto-oncogén c-fos en la poblacidn de células madres/progenitoras tanio
in vive como in vitre, puesto que ¢l comportamiento adecuado de esta poblacion celular
es clave para un desarrollo normal del animal. En particular se opté por el estudio de la
poblacion de células madres/progenitoras neurales (NSPCs) debido a que existen
importantes diferencias en el comportamienio de los animales £o respecto a la condicion
wi, las cuales han sido evaluadas en detalle desde el punto de vista observacional
(cambios en el suenio, en el comportamiento sexual, en el aprendizaje v la memona),
pero las bases subyacentes a las mismas no han sido adn indagadas. El adecuado
funcionamiento del SNC es lo que finalmente comanda el comportamiento de cada

animal, ¥ 51 hien la falta de o-fos repercute en los circuitos de sefialamiento neuronal v
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en su plasticidad. su ausencia desde el nacimiento también podria impactar en el
desammollo normal de este sistema
Como ohfetivas  especificos del preésente trabajo de tesis se plantean los

SlgUientes puntos:

I- Determinar si las diférencias eén el tamafio corporal entre animales o-for +/+ y
animales ¢-fos -~ son debidas a diferencias en el nimero celular v'o en el tamafo
celular.

I1- Establecer ¢l rol de e-fos en el comportamiento in vitre de la poblacion de células
madres/progenitoras neurales (NSPCs) procedentes del telencéfalo de embridn.

1I1- Estudiar las consecuencias de la falta del proto-oncogén c-fos en el desarrollo de
la corteza cercbral embrnionaria.

1V- Determinar por medio de cudl/cuales de sus funciones (va sea como factor de
transcripcion o como activador de la sintesis de lipidos) c-Fos participa en la regulacidn
del desarrollo de la corteza cerebral embrionaria.

V- Establecer si existen diferencias entre ¢l nicho neurngénico presente en la zona

sub-ventricular (SVZ) de ratones adultos c-fos +/+ y c-fos -/~
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RESULTADOS

- CAPITULO 1. FENOTIPO DEL ADULTO

Como sc menciond anteriormente. una de las principales caracteristicas
fenotipicas de los ratones c-fos -~ es la marcada reduccidn en su tamafio corporal
respecto a sus hermanos wi. Para poder determinar las causas de estas diferencias, y
abordar de esta forma el objetivo especifico |, se analizaron animales adultos c-fos +/+
¥ c-fos -~ comparando diferentes organos en cuanto a masa tolal v lamafo de sus
células constituyentes. Teniendo en cuenta las alteraciones en el comportamiento que
presentan los amimales ko, se hizo especial hincapié en el andlisis del cerebro de estos

animales,

I- Desarrollo alcanzado por animales adultos e-fas +4 v o-fos +=

En comcordancia con las datos de bibliografia (Johnson, Spicgelman et al. 1992},
los animales adultos c-fos -/~ presentan una clara disminucion en el tamafio corporal
respecto de sus contrapartes normales, lo cual se refleja en una reduceion en un 40-60%
de su masa corporal total respecto de los ratones ¢-fos +/+ (Figura 11A). Asimismo, al
comparar la masa total de algunos drganos, tales como higado y rifion (Figura 11B).
tambien s¢ observa que los organos c-fos -~ presentan una menor masa total en
comparacion a los drganes c-foy +/+. Esta disminucion en la masa de los organos de los
amimales c-fos -/~ puede ser explicada por un menor nimero de células totales en esios
animales, por un menor tamafio de las células e-fos -/~ respecto de las células c-fos +7+
v/o por una diferencia en el contenido de agua entre ambos tipos de animales.

Los organos estdn constituidos tanto por componentes celulares como por
compenentes extracelulares (mamnz extracelular); es por ello que para poder tener un
panorama mas claro acerca de s las diferencias en ¢l peso total son debidas a
diferencias en el contenido de agua entre ambos genotipos, se analizd ¢l peso seco de
algunos organos. Como puede observarse en la Figura 110, los animales o-fos +/4
presentan un mayor poreentaje de peso seco respecto del peso total del drgano analizado
{higado o rifién) en comparacion a los animales c-fos <. Estos resultados muestran que
las diferencias en el peso de los Grganos analizados, pueden ser debidas a un menor

niumero de celulas contenidas en los animales c-fos -~ ¢ a un menor lamaio de las
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Figura 11, Andlisis del Fenotips adulio de animales oofps 459 v oofis o

A, Forografia representativa de animales e-fos 44 v oofor <5 bermanes de camiada, de dos meses de edad
{izguierdal, Lo masa corporal de animales adubios o-fos -~ es significativamente menor que la de fos
animales c-fox +/4 (derecha). Los resuliados muestran 1a media de la masa corporal (g) + SEM (n=8), B ¥
C. La masa total (B} v el porceniaje de peso seco {C) de higado v mfidn de animales o fos -4 resulta ser
menor que el de boe animales oo 4050 Log resultados muoestran la media + SEM (n=d4). Andlisis
estadistico; Test § con comeceiin de Welch, *p<005, **p<0,01, ***p<0L00T en animales c-fos -~ respecio
i los onimeales c-fps 404 I Células de lo sangre, higado v nivin de animales c-fos /4 v o=fos -~ fueron
anafizadas por citometrin de flujo v sus tamafos celulares comparados (FSC-A). Los histogramas
ruestran el ndmero de eventos va. FRC-A

mismas. Para comparar ¢l tamafio celular s¢ analizaron células procedentes de la sangre
de ratones c-fas +/+ ¥ o-for -~ como asi tambaén células de higado v nfion mediante
citometria de flujo (Figura 11D). En ninguno de los casos analizados se observd una
poblacion de eélulas o-fos -~ con un tamafio significativamente diferente a las células -
fos +i+.

Estos resultados sugieren que las diferencias en el peso total de algunos drganos
s¢ deben, al menos en parte. a un menor contenido de células en los Grganos de los
anmimales ¢-fos -/~ respecto de sus contrapartes normales, sin diferencias significativas en

el tamano de las mismas.

I1- SNC de animales adultos c-fos + v o-foy +~

Los animales c-fos -~ presentan diferentes alteraciones fenotipicas que afectan
una gran vanedad de organos v tejidos. Como se menciond en la Introduccion, entre los
trastornos que involucran el funcionamiento del SNC se encuentran: hiperactividad,
disminucion en la respuesta a estimulos externos, deficiencia en el aprendizaje de tareas
complejas v en la memoria a largo plazo, comportamiento sexual alterado y periodos de
vigilia prolongados. Estas alteraciones han side ampliamente descriptas desde el punto
de vista comportamental pero poco se sabe acerca de la fisio-patogenia por la cual la
falta de e-fos penera estas perturbaciones. Es por ello que nos abocamos a estudiar en

forma mas detallada el SNC de animales ¢-fos -~ comparado con el de animales ¢-fos

+i+

Al 1gual que lo observado cuando s¢ compararon drganos como higado v nfion

entre animales o-fos +4 ¥ o-fos -~ estos ultimos también preséntan un cerebro de
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menor lamafio y meénor masa lotal en comparacion a los animales we (Figura [2A).
Asimismo, al analizar cortes coronales de cerebros adulios, se observd una clara
reduccion en el espesor de la corteza de animales e-fos -~ en comparacion a la
condicion wr (Figura 12B). Resulta impontante aclarar que al analizar la relacion entre
masa del cerebro v masa corporal total no se observaron diferencias significativas entre
ambos genotipos (0026 £ 0.003 para animales c-fos -~ vy 0,023 £ 0.00] para animales
c=fos +/+, p = 0.1234), indicando gque los animales Lo presentan un tamafio cerebral
acorde a su lamano corporal,

Debido a la arquitectura propia del sistema nervioso, caracterizada por la
presencia de poblaciones celulares con una morfologia cefular particular (neuronas y
ctlulas ghales), comparar el tamafio de células procedentes del cerebro mediante
citometria de flujo resultaria poco representativo de lo que realmente ocurre en el tejido.
Es por ello que para establecer si existen diferencias en el nimero total de células que
repercutan en ¢l tamatic final alcanzado por el cerebro, se compard el nimero de células
de la corteza cercbral adulta de animales c-fos +/+ y e-fos -~ mediante tincion de
nicleos con loduro de Propidio (P1) v posterior analisis del nimero de nicleos positivos
mediante citometria de flujo. Se encontrd que la corteza cercbral adulta de ammales c-
fos -~ de dos meses de edad presenta un menor nimero de células totales respecto a sus
contrapartes normales (Figura 12C).

Los resultados obtenidos al analizar el cerebro de ammales adultos e-fos -/~
indican que los mismos resultan ser de un menor tamafio respecio al de animales e-fos

+/4+ v que ademds presentan un menor nimero de células totales en su corleza cerebral.
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Figura 12. El cerebro de animales c-fos <~ presenta un menor tamafo que el cerebro de animales -
S

Ao Imdgenes representativas del cerebro de animales adultos c-fos 44 v o-fos -~ bermanes de camada
(arriba), La masa iotal del cerebro de animales c-fos -~ es significstivaments mepor que la de fos
anmmales ooy« (abago) Los resubados muesiran b media de la masa todal del cercbro (2] = SEM
(n=8). Andlisis estadistico: Test t con comeccion de Welch, ***p <0001 en animales o5 -~ respecio a
los antmales o-fon 4054 B, Fotografias representafivas de cortes coronabes del cerebro de ratones o-fos
2o (requierda, psendo-coloreada en amanllo), o-fox -~ (medio, pseudo-colorenda en verde) v de ambas
imagenes superpiestas (derechal. Las imigenes fueron obtenidas con microscopiac de coniraste de fase
(Axioplan E35) usando un obpetive 2,5X%. Escala de la barra: [00wm. €. Micbeos celulares aistados de la
corteza cerebral adufis fueron wefidos con Pl v las células positivas fueeron cuantificadas medwante
citometria de flujo. Los histogramas muestran bos nicleos celulares ubicados en un grifice de S5C-A
(Sade Scatter Area) en funcidn de la tincidn para PI{PI-A). Para seléccionar los nicleos en funcién de su
tincion para PI se trazo una linea de acuerdo a lo indicade en Materiales y Métodos, Este tipo de andlisiz
permite la cuantificacidn de nicleos individuabes en un volumen conocido de muestra ¥ permite exclsir
los restos celulares presentes a a iequierda de o lines trazada. A |a derecha del histograma se muestra la
cuantificacion del nimero de nicleeos presentes en la corteza cercheal de ratones adulios c-bs +/4 ¥ cofox
-~ Los resultados muesiran ld media del ndmero de péclees PL positivos = SEM de 7 experimenios
independientes. Andaliziz estadiatico: Test | con correceiin de Welch, *p=<(.05, **p=0.01, ***p <(0.00] en
animiales o-fiy -/~ respecto o bos animales c-fox /4,
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- CAPITULO 2. COMPORTAMIENTO in wire DE LAS CELULAS
MADRE/PROGENITORAS NEURALES DE EMBRIONES o-fos -~

Teniendo en cuenta que las observaciones anteriores indican que ratones adultos
c-fos -4 presentan un menor nomero total de células en su corteza cercbral ¥ que una
gran proporcion de células presentes en esta region son generadas por la actividad
proliferativa v de diferenciacion de las NSPCs presentes en la corleza en desarrollo,
mnicialmente nos abocamos a comparar ¢l comporiamiento in vicre de esta poblacion
celular procedente de la corteza cerebral de embriones o-fos +/4 vy o-fox -~ de 14.5 dias
de desarrollo (de ahora en mis designados como E14.5 e-fos +/+ ¥ o-Jos -~), puesto
que. como s¢ menciond en la Introduccion. es el estadio del desamollo considerado

como ¢l pico de neurogénesis.

I- Cuantificacién Tuncional de NSPCs de E14.5 e-fos 44 y o-fas <~

La cuantificacion funcional de las NSPCs implica distinguir la poblacion de
células madres neurales de la poblacion de células progenitoras neurales en funcidn de
sus capacidades proliferativas. Para realizar esta caracterizacion se utilizd el ensayo de
formacion de colomias {Neural Colony Forming Cell (NCFC) Assay kit) el cual consiste
en sembrar células aisladas de la corteza cerebral en desarmollo en un medio semi-solido
rico en factores de crecimiento durante 21 dias. Tanto para el caso de la coneza cerebral
de embriones c-fos +/+ como c=fos -~ s¢ cultivaron 7300 ¢élulas/placa de 35mm (cn
2.5mL de medio completo), una densidad lo suficientemente baja como para considerar
que cada colonia que se forme procede de una célula dmica. Para cada embridn
analizado se evaluaron en total cinco placas de 35mm, Luego de transcurrido el tiempo
de cultive, se¢ obscrvd la presencia de colonias celulares o neuroesferas (NS:
neurosphere) de diferentes tamaftos (Figura 13A). Las colonias con un tamafio mayor a
2mm se consideran procedentes de una célula madre neural. mientras que cuando su
tamafio s menor a 2mm se accpta que proviensn de una célula progenitora neural
{Louwis, Rietze et al. 2008). Al analizar cinco embrones por cada genotipo no se
observaron diferencias significativas en el nimero total de colonias generadas a partir
de animales wt v ko (Figura 13B), pero al comparar el porcentaje (%s) de colonias dentro
de cada rango de tamafo (menor a 0,.5mm, entre 0,5-1,0mm, entre 1,0-2,0mm y mayor a

2.0mm) se observd un menor porcentaje de colonias con un tamafio mayor 2 2mm en los
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cultivos provementes de E14.5 e-fos -~  (Figura 13C), lo ceal sugiere un menor
porcentaje de células madres neurales en la condiciom ko, Otra interpretacion posible a
estos resultados es que las células madres o-fos -~ presenten un comportamiento
profiferativo o de muerte celular diferentes al de las normales. en cuyo caso ambas
caracteristicas puede contribuir a determinar este menor tamafio alcansado por lag NS ¢-
fos -~ Se analizard la capacidad proliferativa v la muerte celular de las NSPCs o-fos

+/+ y e-fas -/- en el siguiente punio,

A Tamafo de Neurcesleras (mm)
<(.5

B.
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Figura 1} Ensaye de formacitn de eolenis,

A, Imdgenss rcp'rl..-s-:nmlil.:_l'-: de colonias perienecienies & los cunlrg rangos de lameaibo consideradosg al
realizar ¢l analisis del ensavo de formacion de colomas. B, El ndmero odal de colonis formadas a partir
de células procedentes de la coneza cerebral en desarrolle de embriones e-fos /4 v e-fox -~ no resulia
ser significatibvamiente diferente ol analzar cinco placas de 35mm de cada condicidn (7500 células
micmles por placa). Los resaftados muestran In medin del nimero de colimias = 5EM (n=5), €.
Histogramus representativos de fa distribecion por rango de tamaiio del porcemtaje de colonias en bos
culiivps de la coreza cerchral de E14.8 cofen =/ v o=fos <=0 Andlisis estadistion: Test t con comreccidn de
Welch 'p-'l'l (5 encanimabes o-foy -~ respecio los anemabes o-fos v/

44



Resultados

II- Las NSPCs c-fos -~ presentan una menor capacidad para proliferar v una
mavor muerte celular luego de tiempos prolongados en cultivo.

Al realizar los ensavos de formacion de colonias se observd que en los primeros
dias de cultivo, las colonias derivadas de las NSPCs c-fox -/~ presentaban un mayor
tamafio que las formadas por las células wr, no obstante, luego de una semana de cultive

esta relacion se invierte (Figura 14).
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Figura 14. Tamaho de neuroesferas o-fos /4 v c-fos -4,

Imigenes representativas de neuroesferas (NS) formadas o pantic de células procedentes de ln conesa
cercbral en desarrollo de embriones e-fos 45 v e-fos o~ a los T (A v 14 (B) dias de iniciado el ensayo de
formacion de colonias, A s derecha se muesira el histograma correspondiente al timafio medio de las NS
{mm} medido a los a los 7 (A} ¥ 14 (B) dias de inciado el ensayo de formackon de colonias, Los
resultados muestran la media del tamafio de N5 (mm} + SEM (n=10). Anilisis estadistion: Test | con
comeceion de Welch. *p<0.05, **p-=0.0] en animales c-fas -~ respecio a los animabes ¢-fos -+

Estas altimas observaciones sugieren que, 8 medida que transcurren los dias del
cultive de colonias, la capacidad de proliferacidn y/'o muerte celular de las NSPCs e-fos
+/+ y c-fos /- resultan diferentes. Es por ello que se decidio evaluar la capacidad de
proliferacion de las NSPCs mediante ensayos de incorporacion de timidina tritiada (*H-
T) a diferentes tiempos de culbve celular pnmano (7, 14 v 21 dias). Estos ensayos
muestran, llamativamente, gue las NSPCs ¢-fos -/~ presentan mayor incorporacidn de
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"H-T que Tas NSPCs e-fos +/+ a los 7 dias de cultivo, pero a los 14 ¥ 21 dias de cultivo,
la proliferacion de las células o-fos +/+ resulta ser significativamente mayor que ¢l de
las e-fos -~ (Figura 15A). En paralelo a los ensayos de proliferacion se compard la
muerte celular entre ambos cultives mediante ensayos de marcacion con Anexina V.
Estos ensavos mostraron que las NSPCs e-fox -~ presentan mavor muerte celular a los

14 dias de cultivo (Figura 158).
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Figura 15, Praliferacitn ¥ mierie celalar e log cultives de NSPCs C=fas i VOl e

A, Histograma represendative del ndmere de cpm iolales incorporadas  en [0 células luego del
tratamicnio durante 6 horas con 'H-T. a los 7. 14 v 21 dias de iniciade el cultive primario de NSPCs o-fos
ti+ oy e-fes o~ Cada condicidn fue evaluada por quintuplicado. Los resultados se meestmn como &
medm de cpm totales = SEM (n=6), Andlisis estadistico: Test 1 con correccidn de Welch, *p<0.05,
ol en animales o-fos -~ respecioo o los anmales oofox 25 B, Grdficos de dod plets en donde s
muesirn b morcecron para PEigje Y v Anexina WV igie X) de NSPCs a lo= 7 (pane] mquwierdol, 14 {pamel
medio] v 21 {pamel derecho) dias de cultivo, 5S¢ delimitan los cuadrantes que representan kas distindas
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poblaciones celulares: eédlulas PL zimple positivas (células en via de muene por necrosis), célules Anexina
W simple positivas (células en ctapa de apopiosis iemprana), células doble positivas pora PI ¥ Anexina W
{células en apoptosis tardia o en necrosis) ¥ células negativas para ambos marcadores (célules vivas). Seo
indicn el porcentaje de cflulas presentes en cada cuadrante de un experimento represenfativo de d
CASEYOE,

En resumen, estos resultados muestran una menor capacidad proliferativa de las
NSPCs o-fox -~ mas alla de los 7 dias de coltive lo gue, sumado a la mayor muerte
celular observada a los 14 dias de cultivo, podria explicar las diferencias en el menor
tamafio de las neuroesferas observadas en la Figura 14 vy ¢l menor porcentaje de
eolonias pertenecientes a los rangos de tamano superior (entre 1,0-2.0mm v mayor a

2 0mm), cuantificadas en los ensavos de formacion de colonias del punto 1.

I11- Las NPSCs c-foy -~ son multipotentes pero presentan una menor capacidad de
auto-renovaciion en comparacion a sus contraparies normales.

Las célulaz madres son definidas im vifre por la concomitancia de dos
propicdades: multipotencialidad v auto-renovacion, En el caso de las células madres
neurales, el término multipotencialidad hace referencia a su capacidad de diferenciar a
astrocitos, olipodendrocitos v neuronas. Para evaluar esta propiedad, las NSPCs
{obtenidas a partir de neurcesferas primarias formadas luego de 7 dias de cultive)
fueron cultivadas sobre placas adherentes en medio de cultive sin factores de
crecimiento ¥ en presencia de suero. Luego de 7 dias de cultivo, se realizo la
inmunofluorescencia comespondiente para detectar la presencia de células positivas
para: [lll-tubulina (marcador de neuronas), GFAP (marcador de astrocitos) y 04
{marcador de oligodendrocitos). Tanto las NSPCs e-fos +/+ como e-fos -/~
diferenciaron a los tres linajes celulares (Figura 16A).

La auto-renovacion hace referencia a la capacidad de las células madre neurales
de mantener su poblacion celular, Existen distintos ensayos que permiten evaluar la
autg-renavacion in vitro: en este caso se tomd el mimero de neuroesferas secundarias
(NS 2™} formadas a partir de células individuales obtenidas luego de la disociacion de
NS 1™ como unz medida de la capacidad de auto-renovacion de las células madres
ncurales. Estos ensayos de formacion clonal de colonias sugieren que las NSPCs c-fos
+/4 presentan una mayor capacidad de auto-renovacion gue las NSPCs o-fes -~ (Figura

16B).
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A, Inmunoffecrescencia para fl-twbuling (ncuronas), GFAP (astrocitos) v O4 (eligodendrocitos) de
HEPCs cafiey +7+ 9 ofers diferencizdas durante T dias de caltiva en condsciones adberemtes, gusenci

de factores de crecimienio ¥ presencin de suero. B Iuln:,_:ntr"l:n-: representifivies de neuroesiers

| e-fos 45 v e-fox -~ (panel superior), Histograma del mimere de NS 2™

~rE
v

secundanas (WS
cuantiticadas por pocillo de placa de 96 wells lpego de sembrar 50 o 100 célules procedentes de I
disociacion de WS 1™ ofor +74 v o-fow -~ {panel inferior). Se evaluaron § animales por genotipo v cada

ne

condicion fuc ensavada en diez pocilles. Los resuliados s¢ expresan como la media del nimero de WS 2

formadas = SEM (n=%) ®*p<0.0% en aninsalis e rsspecio a los anmmales o-fos +

Es decir que tanto las NSPCs eofos +/+ como las NSPCs c-fos -/~ resultan ser
multipotentes pero estas Qltimas presentan una menor capacidad de auto-renovacion in

VIFFG C COMparacion a sus confrapancs normales

1'V- Las NSPCs presentan una menor tendencia a la diferenciacion neuronal

31 bien tanto las NSPCs c-fos +/4 como o-fos -~ son multipotentes (Figura
16A), se decidid evaluar si la tendencia a la diferenciacion neuronal v ghial resulta ser la
misma entre ambos genotipos. Una suspension de NSPCs, obicnidas a partir de la
disociacion de neuroesferas pnmanias formadas luego de 7 dias de cultivo, fue cultivada
sobre placas adherentes en medio sin factores de crecimiento pero en presencia de Suero
Fetal Bovino al 1%, Luepgo de 7 dias de cultive, se cuanbificd la diferenciacion mediante
la determinacion del porcentaje de neuronas v astrocitos formados. Para ello, se realizd

la inmunomarcacion de plll-tubuling (marcador de neuronas) vy GFAP (marcador de
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astrocitos), mientras que fa tincion con DAPI permitid establecer ¢l nimero todal de

células presentes lucgo de la diferenciacion (Figura 17A)
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Flgura 17, Diferenclaciin newronal v glhial de las NSPCs e-fos 4% v o-fos -~

A, Inmunofluorescencio pard  Plll-wbuling (rojo) v GFAFP {verde] de NSPCs o-fow +7/ v - seEn
s indica, diferenciadas duranie sieie dias en condiciones adhercnies, ausencig de factores de crecimiento
¥ presencia de suern. Los mieleos feeron tedidos con DAPH (arull B, Fistogramas representatives del
porcentaje de células diferenciadas a neuronas (panel superior) ¥ astrocitos (panel nferor) respecio del
todall ce células, Los resulados sé representan como o medim del %a de células POSHIviEs par fIII'I tubulima
B OFAT £ SEM =55 Amalsis estiadistico: Test t con comecerm de Welch: "p<th.05 en animales o-foy -

respecio a los amimales o-fos

Los resultados obtenidos muestran una menor tendencia de las NSPCs c-fos -~ a
la diferenciacion neuronal conjuntamente con una mayor endencia a la diferenciacion

ghal en comparacidn a las NSPCs e-fos 44 (Figura 178).

Ve Expresidon de ¢-Fos v su rol molecular en el comportamicnte fa vitre de NSPCs

Con ¢! objetivo de determingr =i hay expresion de ¢-Fos en los cultivos de
M5PCs, s¢ realizaron ensayvos de inmunomarcacion de NS - ¥y M= ohtenidas a los 7 ¥

14 dias de culuvo, respectivamente, teniendo en cuenta que son [os tiempos en los
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cudles sc observan las pnncipales diferencias en proliferacion v apoptosis. bstos
ensavos muestran expresion de ¢-Fos para el caso de las NSPC e-fos +/%, mientras que
{como s de esperar) no se observa marcacion en las NSPCs o-fay -/~ (control negative
de expresion). Al mismo tiempo se realizo la immunomarcacion para Nesting, un
flamento intermedio marcador de células en estadios tempranos del desamollo del SMNC

(Figura 15},

Mesting

7T dia=s de cultiva

14 dias da cultibvo

Figura I8, Expresidn de c-Fos em NS
Inmmunctluerescencia de WS c-fow =0+ v e-fox -~ a los 7 v |4 dias de culiivo celular para Mestina (vende|

voe=Fag (rgqo) Los mscleos fueron eficdos con DAF]

leniendo en cuenta la expresion de ¢-Fos en los cultivos de NSPCs o-fos +/+ ¢
las diferencias en proliferacion observadas a los 7 v 14 dias de cultive se decidid

evaluar si c-Fos estaba involucrado en o determinacion de estas diferencias mediante sy
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funcion como activador de la sintesis de lipidos. Se obtuvieron extractos totales de
NSPCs a los 7 v 14 dias de cultivo para realizar la marcacion de foslolipidos in vitroe
utilizanda “P-ATP-y como precursor radioactivo. A los 7 dias de cultive no se
observaron diferencias en la marcacion entre los extractos wi v ko, v el agregado de c-
Fos recombinante no modifico esta marcacion como si sucede para ofros sistemas en los
cuales ¢-Fos activa la sintesis de lipidos (Silvestre, Gil et al. 2010; Gil, Silvestre et al.
2012). Por su parte a los 14 dias de cultivo si se observd una mayor marcacion de
fosfolipides fe vitro para extractos de NSPCs c-fos +/+ en comparacion a las NSPCs -
fas -/-, y el agregado de c-Fos recombinante incrementd dicha marcacidn en ambos
casos (Figura 19A). Estos resultados sugieren que ¢-Fos participa como inductor de la
sintesis de lipidos en periodos prolongados de cultive v que esta funcion podria estar
determinando la mayor incorporacion de “H-T observada en las NSPCs e-fas +/+ en los
ensayos de proliferacion a los 14 dias de cultivo.

Estedios previos han demostrade que sistemas tisulares con una elevada
actividad proliferativa presentan un contenido de membranas de reticulo endoplasmico
(RE} sigmbcativamente mavor comparado con sistemas en donde la activiidad
profiferativa es muy baja (Silvestre, Maccioni et al. 2000}, Se ha postulado que estos
hallazgos se encuentran relacionados a la necesidad del sistema de generar membranas
con una alta tasa, va que no puede haber proliferacion celular sin la correspondiente
duplicacion de las organelas celulares, v es el RE el principal sitio de sintesis de lipidos.
componente mavoritario de las membranas celulares. Teniendo en cuenta que ¢l
agregado de c-Fos recombinante s6lo modifica |a marcacion de fosfolipidos totales en
extractos totales de 14 dias de cultivo pero no en extractos totales de 7 dias de cultivo,
s¢ decidio comparar el contenido de reticulo endoplismico (RE) entre ambas
condiciones. Se analizd la expresion de GRPTR BiP (marcador de RE) en extractos
totales de NSPCs c-fos +/+ v ¢-fos -~ obtenidas a los 7 v 14 dias de cultivo celular. Los
ensayvos de western blot indican que ¢l contemido relative de GRP78 BiP resulta ser
mayor en extractos proteicos de NSPCs obtenidos a los 7 dias de cultive comparado con
extractos de 14 dias de cultive (tanto para la condicién we como para la ko) (Figura
198). Estos resultados sugieren que la maquinaria metabdlica responsable de penerar
los lipidos para la génesis de las membranas biologicas se encuentra completamente
activada en NSPCs a los 7 dias de cultivo en ambas condiciones, y por lo tanto la
presencia de ¢-Fos (va sea in sitw o mediante el agregado externo) no afecta dicha

actividad.
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- CAPITULO 3. ANALISIS DE LA NEUROGENENSIS EN EMBRIONES c-firs -
A

El adecuado comportamiento de la poblacidn de NSPCs resulta de fundamental
importancia para la generacidn de la corteza cerebral adulta. Los estudios realizados
indican que las NSPCs procedentes de la corteza cerebral de E14.5 o-fas -~ presentan
un comportamiento ix vitro diferente al de las NSPCs ¢-fos +/+. No obstante, teniendo
en cuenia que es la actividad in vive de las NSPCs la que rezlmente determinard el
desarrollo normal de la corteza cerebral. y que el comportamiento celular in vitre no
siempre representa lo gque realmente ocurre en el tejido, resulta importante analizar el
comportamiento in vive de la poblacion de NSPCs durante ¢l desarrollo de la corteza
cerebral de embriones o-fos +/+ y e-fos -~ En particular nos centramos en estudiar ¢
proceso de la peurogénesis, debido a que diversos antecedentes indican que o-fos
participa en algunos modelos de diferenciacion neuronal (Gil, Bussolino et al. 2004;
Eriksson, Taskinen et al. 2007} y que un adecuado desarrollo de las diferentes capas de
la corteza cerebral es de fundamental importancia para un comportamiento normal del
amimal, situacion no alcanzada por los ratones c-fos -/~ (Baum, Brown et al. 1994;
Paylor, Johnson et al. 1994). Como se indicod en la Introduccion, el proceso de fa
neurogénesis ocurre entre los 11 v 17 dias de desarrollo embrionano (E11 vy EI7
respectivamente) con un pico maximo a los 14.5 dias (E14.5), por lo que ¢l analisis se

imictd en este dia del desamrollo embrionario.

I- La corteza cerebral de E14.5 e-foy -/~ presenta un menor espesor en comparacion
a sus contrapartes normales

Se analizO el espesor total de la corteza cerebral de E14.5, para lo cual cortes
coronales de los cerebros embnionanos e-fos +/+ ¥ c-fos -/~ fueron teflidos con DAPL v
visualizados bajo microscopio de epi-fluorescencia. El espesor total de la corteza fue
analizada en dos niveles diferentes segilin se indica en cuadros rojos en la Figura 204,
Ambos niveles (nivel 1 y nivel 1) muestran que el espesor de la corteza cerebral de
embriones o-foy -~ resulta significativamente menor a la de embriones e-fos +/%

examinados en paralelo (Figura 208),
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El andlisis del fenotipe adulto (capitulo 1) indica que la corteza cerebral adulta
de ratones c-fos -~ presenta un menor nimero total de células en comparacion a ratones
e-fos +00 por e que en el estadio embrionario podria postularse una situacion similar,
Es decir, gque el menor espesor de la corteza cerchral en desamollo de E14.5 c-fos /-
podria deberse a un menor nomero de células en esa region del cercbro. Una
disminucién en mitosis ¥/o un incremento en la muerte celular en los embriones ¢-fos -~

una alteracidn en la diferenciacion v/o migracion de las NSPCs c-fos -~ o una
concomitancia de mis de uno de estos eventos podrian ser la explicacion al menor
espesor de la corteza cerebral de EI4.5 e-fas -~ A continuacidn se analizarin algunos

de estos aspectos de la neurogénesis en los E14.3 e-fos +/4 y e-fox -~

o



Resultados

L1- Mitosis y apoptosis en la corteza cerehral de E14.5 o-fos +/+ v o-fos -/~

Para determinar si una disminucién en mitosis en los embriones o-fos -~
contribuye a las diferencias observadas en el tamafio de la corteza cerebral embrionaria
y por ende en el tamafio final alcanzada por la misma en la etapa adulta (Figura 12B). se
analizo el nimero de células en mitosis presentes en la corteza cerebral de E14.5 o-fos
+/+ ¥ c-fos -/~ mediante inmunotincion de cortes coronales de la neocorteza con el
marcador de células en fase M del ciclo celular, Histona H3 Fosforilada (H3P: Phospho
Histone H3}) (Gurley, D'Anna et al. 1978) (Figura 21A). Para cuantificar ¢l nimero de
células positivas, se realizé la distincidn entre aquellas células que experimentan una
mitosis de tipo apical (sobre la superficie ventricular del neuroepitelio) o una mitosis de
tipe basal {mitoss no superficial). No se encontraron diferencias sigmificativas en el
nimero de eventos mitdtcos, tanto apicales como hasales, entre log embriones o-fos
+/+ y c=fos =~ (Figura 21B). indicando que el menor tamafio de la corteza cerebral de
animales c-fos -/~ no estaria determinado por diferencias en el nimero de células en
mitosis entre ambos grupos de animales, al menos en esta etapa del desarrollo.

El nimero de células en apoptosis fue examinado por inmunomarcacién de
cortes coronales de la neocorteza con un anticuerpo contra casapasa clivada-3 (anti
caspasa clivada-3) v posterior cuantificacion del namero de células que ademas de ser
pasitivas para caspasa clivada-3, presentaban un niicleo picndtico (Figura 22A), Un
mayor numero total de células apoptoticas fue observado en la corteza cerebral de E14.5
c-fos -/~ en comparacion a sus contraparies normales (Figura 22B). Asimismo, las
células positivas fueron diferenciadas de acuerdo a su localizacidn dentro de la corteza
en desarrollo en las sigumientes regiones: zona ventricular (VZ), zona subventricular
(8VZ), zona intermedia (I} y plato cortical {CP). Al realizar esta distincion se observd
que el mayor ndmero de células apoptdticas se localiza principalmente en la VZ de la
corteza de E14.5 e-for o« (Figura 22C), indicando que un incremento en la muerte
celular en la VZ contribuye al menor espesor de la corteza cercbral de E14.5 o-fos -~ v

al menor nimero de células presentes en la corteza cerebral adulta de ratones o-fos -/-,
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A. Inmunofluorescencia de cores coroniles de ta neocoreza de EN4.5 o-fos 75 v o fox <5 revelados para
¢l marcador de misis Histona HY Fosforlada (HAPY Los nicleos Deeren tefidos con DAFL B.
Fotografin representativa de un corte coronal de la neocoriezn en desarmolle en donde se indica la
ecihzmeon e unn clula en mitosis basal v una en mitosis apical (iaguierda). Esta distineldn fue
considerada al realizar la cunntificacion del nemery de cflulas en mitosis, Los resiltados se represenian
e wi mistograma v se expresan como oy medis del ndmero de céhulas positivas parn H3PY100wm + SEM
(r=tr) (derecha)l. Amaliss estadistico: Test 1 con commeccion de Welch, Mo se observaron diferencias

significativas entre |2 condicitn wr iy &o

26



Kesuliados

A DAPI HiP/Caspasa clivada-3

c-fos +'+

c-fos -~
H. .
15, i
-E- FE : oS e
5 5 F‘Ei . « @ Efas =
= & 10, =8
i il T & °
E > £7 a | -
i% :E - e mm— - .
L3 T
24 8 ag LA &
L 232, gv A o ‘.'
§® 5 @ T
3 3 q @ & @ TR
(] L '—. T T T “'-
0. vZ SVZ z cP

c-fas +/+ ¢-fos -

Figura 21, Apoptoss celutar en la cortezra cerebral de E14.5 c-fas +/4 ¥ pafion o4,

A, Inmunofluorescencia de cores caronales de la neocorters de E14.5 o-fos b o-for </~ revelados pars
Histoms H3 Fosforilada (HIP) (rgo] v caspasa clivada-3 (marcador de oftulas en apopeosis) {verde). Los
nucleos fueron tefiidos con DAPL Las flechas muestran células en spoptosis (células postivas para
caspasa clivada-3) ¥ ¢l drca recuadrada se muestra magmi lcada en o columna derecha, Las imdzenes
fiscroar obtenidas con un mecroscopy de oorescencia (Cympus BX51) usamdo un objetive 40X de
magnificacion B, Cusntificacion del nimere 1otal de células positivas para caspasa clivada-3 por 0,1 mm’
de superficie de comezn cerchral en desarrolle para E14.5 o-fon 4 ¥ e < 0, Copntificacion del
ndmero wodal de celulas postlivies pare caspasa clivaadn-3 por 0, Imm® de superficse de corbeza cercheal en
desarmollo pora EF4.5 ¢-fos +5+ (pantos amles) v o-fas -~ (puntos rojos) en funcion de su localizacidn en

zofa vedlrcular (V) 2onn subeventrienlar (SVE)L zonn miermedin ([2) v plaio cortical (CF). Los
resubiados sz muestran como la media del ndmero de células positivas para caspasa clivada-34), lmm® de
superficie venincular = SEM (n=4}, Andlisis estudistion: Test t con correccitn de Welch {para el punts B)
v ANMOY A doble con test de Bonferroni (para el punto ). *p<0.05 en animabes o e -0 respecio o los
animales c«for +4
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I1- Analisis del ciclo celular en la corteza cerebral de E14.5 c-fos -~ y o-fos +/4

Una adecuada regulacion del ciclo celular resulta critico para la generacion de
las diferentes poblaciones neuronales presentes en la corteza cerebral. Diversos estudios
han permitido determinar la duracion de las distintas fases del ciclo celular en la
poblacion de células progenitoras presentes en la corteza cerebral en desarrollo, v como
varian a medida que la neurogénesis transcurre. Uno de los ensayos que permite evaluar
el pasaje de las poblaciones progenitoras a través de las distintas fases del ciclo celular
es el ensayo de inyeccion dual con EdU y Brdl, dos anilogos de timidina que se
incorporan durante la fase S del ciclo.

Con el objehvo de poder comparar entre E14.5 c-fos +/+ v ofos -~ la
distribucion de las poblaciones celulares progenitoras a través de las distintas fases del
ciclo celular, se realizaron ensayos de inveccion dual con EdLl v BrdU en hembras
prefiadas a los E14.5. El esquema de inyveccion utilizado (Figura 23A) permite distinguir
celulas en las sigmentes fases del ciclo celular: 1} células en fase 5, son las células EdU
v Brdll positivas [EAU{+) BrdU{+)]; ii) células en fase G2 emprana al momento de la
inyeccion con BrdU o S tardia al momento de la inveccidn con EdU, son las células
EdU{+) pero BrdLI(-) v i) células en fase Gl al momento de la inveccion con EdU o 8
temprana al momento de la inveccion con Brdl, son células BrdUi{+) pero EdL{-).
Luego de aplicado el esquema de inyeccion, los cerebros embrionarios fueron extraidos
v procesados para realizar la deteccion por inmunofluorescencia de las células que
incorporaren EdU, BrdU o ambos, a nivel de la regidn dorso-medial de la corteza
cerebral en desarrollo (Figura 23B). Los preparados fueron visualizados bajo
microscopio de epi-fluorescencia e imdagenes representativas para cada caso fueron
lomadas. La cusntificacion de las fotografias fue realizada utizando una grilla
graduada gque divide la neocorteza en 18 rectangulos iguales de 10um de alto por
[ {Hhem de ancho (segin se indica en Materiales v Métodos). El namero wotal de células
EdUi{+) BrdU{+) respecto al total de células {DAPI] positivas) presentes en la superficie
ventricular analizada (180pm x 100pm) resultc mavor para el caso de E14.5 c-fos -~
{Figura 23C panel izquierdo). Al analizar la distribucion de esta poblacion celular en la
neocorteza, puede observarse gue este incremento se debe a un mavor niumero de
células EAU{+)BrdU{+) en la SVZ (regidn correspondiente a la bin 8 a 107 (Figura 24,

panel superior} de los E14.5 o-fos /- en comparacion a sus contrapartes nonmales,
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Figura 23, Ensayos de inyeccidn doal con EdL v BrdLl
A Esguema de EECCE dusal com EdU { ] mugmlp v Bl (3mgdmil. ) en hembras |'|n.'|'LmIa-|.- il 14,5 dins
de pesiacion, Se tomd como tempo 0 ¢l momento de lo invecowon con EdLU, 2 horas posteriorss o o
misra se realizd la inveccion con Brdl v a los 30 minatos. luegd de esta Gliima inyeccidn, se exirageron
v Mjaron  los  cerebros  embrionanios, Todas ey invecciones e realizarom por wia 1P, B
Inmumnetieorezcencia de cortes coronales de lo region dorso-medial de o corteza cerchral de E14.5 o-fos
e o1 para EdU {vende, segunds colummal v Brdll! {rogo, tercern colummal; en B Ghima columing
s muesira la superposicion de amhbas tinciones. Los naeless fucron teflidos con DAP] (primera columaal,
Lo embrones alflosuckes fueron obtemidios a parir s fembras |'|rq.-e|"|:||:l:|'- sometickas ml EECpE A de
imyeccidn mostrado en A, €. Histogramas representatives de la cuantificacion del niamero todal de nicleos
EdUCHBrdU+ ) (pamel  deguierdo),  EdUBsdU(-)  (panel  mediod v EdU-BEmdUi+) { pane
derecho)nimero total de células (nicless DAPL positivos), para comcs coronales de EI4.5 ofos
(harras arubes) v c-fos -~ {barmes rogasi. Los resultados se muesttan como la media del nimero de nicleos
positives para cada condicion = SEM {n=4). 5e realizaron cuatro cuantificaciones por cada easo
analizado, Andlisis estadistcn: Test 1 con comeccion de Welch, **p=0.01, *p=005 en animales o-foy -
respecto 8 los animales ¢-fos +/=,



Resulindos

Por otro lado, la cuantificacion de la poblacion celular EAU{+)BrdU(-) relativa al
namero total de células, muestra un incremento de esta poblacion celular en la corieza
cerebral de E14.5 c-fos -/~ (Figura 23C) en comparacion a los animales wi. Este
incremento s debe a la presencia de un mayor niamero de células EdUi+)BrdLU(-) en
posiciones alejadas a [n superficie ventricular (desde la bin 7 a la 10} en la corteza
cerebral de embriones Ao (Figura 24, panel medio). En condiciones normales, la mayor
parte de las células en fase G2 se localizan cerca de la superficie ventricular {Etienne,
Bery et al, 2004); cambios en esta distribucion sugieren alieraciones en la migracion
nuclear intercinética. Para el caso de la poblacién celular EdU{-)BrdU{+). no se

observaron diferencias entre ambos genotipos (Figura 23C v Figura 24, panel inferior)
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Resultados

Estos resultados indican gue en la corteza cerebral de E14.5 c-fos -~ un mayor
niimero de células progenitoras se¢ encuentran en la fase 8 del ciclo celular. Sin
embargoe, este incremento no se ve reflejado en un aumento en el namere de células en
mitosis (Figura 21) pero 51 se observa mayor muerte celular en la corteza cerebral de
E14.5 ¢-fos -~ en comparacion a la condicion wr (Figura 22), El incremento de células
en fase § sin un aumento de células en fase M sugiere un incremento en la duracion del
ciclo celular de la poblacidn progenitora de la corteza cerebral de E14.5 o-fos -~ Al
realizar ensayos de marcacion con Pl de NSPCs procedentes de la corteza cerebral de
E14.5 luego de 4 dias de cultivo celular, se observd un mavor porcentaje de células en
fase 5 v una disminucitn del porcentae de células en Tase G del ciclo celular en las
MSPCs cofor -~ en comparacion a las NSPCs o-fos +/% (Figura 25). Teniendo en cuenta
que no existen diferencias significativas en el nimero de células en mitosis, los Gltimos
resultados sugieren que las NSPCs c-fos -~ permanecen mis tiempo en la fase S del
ciclo lo gque determinaria un incremento en la duracion de su ciclo celular en

comparacion a las NSPCs c-fos +/+,

Figura 25

Histograma representativo del porcentaje de oélulas en les distintas fases del ciclo celular {fse G, fase
5. fase GXM) luego de la tincidn con Pl de NSPCs o-fos 74 (barras azules) ¥ o-fin -~ (barras sopas),
obtenidas de la corteza cerebral de E14.5 v crecidis durante 4 diss en cultive celular, Andlisis estadistico:
Tese i con correccidn de Welch. “"p"—i].il-l'.'l'l e anmsles oofoy <5 respecio a los anmabes cofoy +74
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Resultados

IV~ Distribucion de la poblacion de NSPCs en la corteza cerebral de E14.5 o-fos
++ vy e-fos -~

Durante el desarrollo de la neocorteza se distinguen dos poblaciones de NSPCs:
la poblacion de RGCs. menos diferenciadas, ¥ la poblacion de células progemitoras
intermedias (IPCs) (Englund, Fink et al. 2003). La presencia de estas dos poblaciones
celulares [ue analizada mediante inmunomarcacion de cortes coronales de la corteza
cerebral en desarrollo de E14.5 e<fos +/+ y e-fox -/, El factor de transcripcion Sox2 fue
utilizado como marcador de la poblacion de RGCs v [PCs tempranas (Graham,
Khudyakov et al. 2003; Hutton and Pevay 201 1), mientras que The2 fue empleado para
la identificacion de la poblacién de IPCs (Martinez-Cerdeno, Noctor et al. 2006). Luego
de realizar la inmunotincion con los anticuerpos correspondientes v con DAPI para la
deteccidn de los nicleos, los preparados fueron visualizados bajo microscopio de epi-
fluorescencia e imagenes representativas para cada caso fueron tomadas. La
cuantificacion de las fotografias fue realizada utilizando una grilla graduada que divide
la neocorteza en 18 rectingulos iguales de 10pm de alto por 100pm de ancho (segin se
indica en Materiales ¥y Métodos). El nimero total de células Sox2 positivas respecto al
numero total de células (DAPI positivas) presentes en la superficie ventricular analizada
{1B0pm x 100pm) resulto mayor para el caso de E14.5 o-fos -~ Al analizar esta
poblacion celular en funcion de su localizacidén dentro de la neocorlera, puede
observarse que este incremento se debe a un mayor nimero de células Sox2 positivas en
la SVZ (region cormrespondiente a la bin 8 a 10) (Figura 26A) de los E14.5 c-fos -~ cn
comparacion a sus contrapartes normales. No se observaron diferencias significativas en
la expresidn de Thr2 entre ambos grupos de embriones (Figura 26B), indicando que la
falta de e-fos podria impactar sobre poblaciones celulares particulares dependiendo del

estadio de diferenciacion de los progenitores neurales.
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Figura 26, Andlisis de la poblackin de RGCs v [PCs en E14S oofioy 4% v pafiux oL,

Corfes coronales de la corteza cerebiral de E14.5 fueron analizados en @] secior dorso-medial de |a pared
cerebieal. Bate seclor fue dividedo en 18 rectimpulos (Bin) iguales de 100uwm de longitud en su gje medio-
leternl v 10pm de alra en su gje radial. Los rectangulos fueron alincados de modo tal que el primers e
encuentre adyacente 2 la superficie del ventriculbs (V). Se mueestran inmunofluorescencias representativas
para SoxI (A) y Thel (B} de cores coronales de E14.5 o-fox +/+ v o-fox -/~ Los ndcleos fueron tefiidos
con AP (azul)y v kas imagenes visualizadas con microscopio de fluorescencia (Olympus BXS5 1) usando
un objctivo 40X de magnificackn. Los histogramas del pamel inferior muesiran la cuantificacion del
i botal de sicieos Sosd (Ao The2 (B) positivos/nomere total de células {nicleos DAP positivos),
mieniras gue kos del panel medic mucstran las cuanbificaciones comespondiemes al namero de micleos
Soxd (A o Thrd (B pomtives'bin para cortes coronales de E14.5 o-fos /4 (bamas amules) y o-foy -~
{barras Tojas | Las distinias rERIones de la neacorera como s descrnben en la I!"lgum 230 son mdicadas.
Los resulindos s muestran como fa media del nimero de naclees positivos para cads marcador + SEM
(n=4). S¢ realizaren cuatro cuantificaciones pod cada caso smalizado, Anfhisn edadistico: Test t con
eorreccion de Welch (para el panel inferior def punto A ¥ B} v ANOVA doble con test de Bonferroni
(para el panel medes del punto A v B), ¥*p<(l0], #p<l05 en pnimales e-for -~ respecto o los animales o-
fiag
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Resultados

V- La poblacion de células neuronales post-mitdticas se encuentra reducida en los
E14.5 c-fox -~

La transicion desde IPC a neuronas post-mitdticas estd marcada por la
disminucidn en la expresion del factor de transcripcion Thr y un incremento en la
expresion de Thrl (Bedogmi, Hodge et al. 2010). Es por ello que para analizar la
poblacion de neuronas post-mitiicas de la corteza cerebral de E14.5 o-fox -~ v e-fos
k4, se estudib el patrdn de expresion de Thrl mediante inmunotincion de cortes
coronales de cerebro embrionario. La region positiva para Tbrl resulto ser de menor
espesor en E14.5 o-fos -~ va que la cuantificacion correspondiente muestra la ausencia
de células Thrl+ en la posicidn 18 (bin #18) de la comeza cerebral en desarrollo de
embriones c-fos -~ (Figura 27TA). Asimismo, ¢l nimero total de células Thrl+ respecto
al nimero total de células presentes en la superficie ventricular analizada (180pum x
1Hpum). resulta menor en la corteza cerebral de E14.5 c-fos -~ en comparacidn a la
condicion wi {Figura 27A). En conjunto, estos resultados sugieren una disminucidn de
la poblacion de células neuronales post-mitdhicas en EN14.5 ¢-fos -~ en comparacion a
los EI4.5 o-fos +/+.

Con el objetivo de confirmar esta reduccion en la poblacion de células
neuronales post-mitdticas en E14.5 e-fas =/, s¢ analizo el marcador de diferenciacion
neuronal BI-tubulina (un marcador pan-neuronal temprano) (Lee, Tuttle et al. 1990).
Una reduccion en el espesor de la region positiva para flll-tubulina como asi también
en el espesor total de la corteza cerebral fue observada en ambas zonas examinadas de
la region dorso-medial de la corteza cerebral de E14.5 ¢-jos -~ en comparacion a los
El4.5 c-fos +/+ (Figura 27B y cuantificacion en Figura 27C). No se encontraron
diferencias significativas en €l espesor de la region negativa para [j11-tubulina (Figura
27C).
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Eesultados

Figura I7. Poblacidn de células neuronales post-mitdticas en ba cortern cerebral de ET4L5E o-foy 5% v
o=ffiry o',

A. Inmunctlucrescencen para Thrl de comes coropales de E14.3 oo 4 v eofhs==, Los poclens feron
teflidos con AR (azul) ¥ las andggenes visualizadas con microscopio de Muorescencin (Olvmpus BX51)
usimdo un objetive 40X de magnificacion. Las imdgenes fucron analizadas vsando el mising critero
deseripio en la Figura 23, Bl hestograma del panel derecho muesira la cuantificasion del nimeno total de
niicleos Thrl posttivosnimern total de células (nicleos DAPL positivos), mientras que en el panel
inferior se representa lo cuantificacidn correspondiente del ndmero de ndeleos Thrl positivos'bin para
cortes coronales de E14.5 c-for +/4 (barmas azules) v o-fos -~ (barras rojas). Las distinias regiones de la
neseorteza o indicadas. Los resuftados se moestean como la media del admers de noclecs Thr
pasitives = SEM (n=4), %S¢ realimron contre cunntificscionss por cada caso analizado. B. Imdgenes
representativas de mmunofluorescencias de cortes coronales de dos regiones diferentes del sector dorsal
de la pared cereheal de E14.5 cofox 400w o-fox <= 1efmdos para DAPE (aaul} v Bill-tubalina (rojo). C.
Cuantificacion del espesor de la zona positive para fH1-ubuling, de la zona negativa para BIT-rubaling v
del espesor 1tal de la comera cerebral de tas regiones mostradas en B para E14.5 c-fos 4 v o=fox /-, Los
resgltados s muestran comos la omedia del espesor (um) = SEM (04} Se realizaron custro
cuantificacienes para cada caso analizado, Andlisis estadistion; Tesy 1 con comreccion de Welch {para ¢l
ponel dereche superior del punto A) ¥y ANOVA doble con 1est de Bonferroni (paro el panel inferior del
punts & v para la ceantificacion en C). *pe=000%, ***e(00001 en aneeales o-fos -~ pespecto a log animales

4"-.I'|-'1.'.' T

VI- La expresion de los mareadores de diferenciacion neuronal NeuN v MAP2 se
encuentra reducida en E14.5 c<fov ==

Tenendo en cuents la disminueion en la poblacion de células Thrl+ v la menor
expresion de (lll-tubulina en E14.5 c-fos -~ sc analizaron otros marcadores de
diferenciacion neuronal. Uno de esios marcadores es MNeuMN, proteina nuclear
amphamente expresada en neuronas maduras post-matoticas (Mullen, Buck et al. 1992),
el cual fue analizado junio con la expresion de Sox2 en cortes coronales del cerebro de
E14.5 c-fos +/+ ¥ ¢-fos -~ El espesor de la region posiliva para Sox2 no mostrd
diferencias significativas entre ambos grupos de embriones (Figura 2BA, primera
columna, v cuantificacion en Figura 288), mientras que ¢l espesor de la region positiva
para NeuN fue sipmificativamente reducida en la condicién Ao (Figura 28A. segunda
columna, v cuantificacion en la Figura 28B), La tercera columna de ln Figura 28A

muestra la superposicion de las inmunomarcaciones indicadas anteriormente,
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marcadas pam Soxd (roqop v NeuN (verde). Las nmagenes fueron obienidas con microscopio de
fluorescencia (Dlympas BX51) usando un objetivo 40X de magnificacion. B, Cunntificacion del espesor
de lu regidm positiva para Sox2 v MeuN de las regiones mostradas en A, para E14.5 o-fus +/ y e

Se muesira la media del espesor de la regidn positiva para cada marcador (pm) + SEM in=d}, 5e

realizaron ceatro cugntificaciones para cads caso anabizado. Andlisis estadiatco: Test 1 eon cofreceitm de

Welch, *pe=il 0% e primales c-fos - respecio n los animales o-fas

Utro marcador de ditérenciacion neuronal es la proteina MAFP2, una proteina que
estabiliza los microtubulos de las dendritas en neuronas post-mitdticas v permite
establecer el limite del plato cortical en la cortéxa cerebral en desarmollo {lzant and
Melntosh 1980; Garner. Tucker et al. 1988). Para evaluar la presencia de las proteinas
S0x2 ¥ MAP2 se realizaron ensayos de inmunofluorescencia sobre cortes coronales del
cerebro de E14.5 o-fos +/+ y o-fos <~ (Figura 29A). Como se indicd anteriormente, el
gspesor de la region positiva para Sox2 (Figura 28B) no muestra diferencias
significativas entre ambos grupos de embriones aungue un mavor namero de células
Box2 positivas fue encontrada en la 5VZ de la cortera cerebral de E14.5 c-fos -~ en
comparacion a los E14.5 e-fos +4 (Figura I16A v Figura 29C), Al analizar la
mmunomarcacion parn MAP2, la corteza cerchral E14.5 c-fos -~ presento un menor
nimero de células MAP2 posinivas respecto al numero total de células (DAPI positivas)
en una superficie ventricular de 180um x 1Hpm comparado a los E14.5 e-fos +/4+
Asimismo, la distribucion en la £ v el CP de las células MAP2 positivas resulto
¢laramente diferente en comparacion a los E14.5 ¢-fos +/+ (Figura 29C).

Los marcadores de diferenciacion neuronal analizados (NeuN vy MAP2)
sugieren, en concordancia con los resultados obtenidos al realizar la inmunomarcacion

para Thri v pli-tubulina. una menor diferenciacion neuronal v por ende una
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disminucion de la poblacion de células neuronales post-mitdticas en la corteza cercbral

de E14.5 ¢-fas -~ al compararios con la condicion wr,

A, B.
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Fipura 24

A Inmunofluorescencia para doxd (ropo) v MAPL (verde) de ln corlezn cerebral de E14.5 o-fas 4 ¥ -
foxw < Lo miciens [uerom lefisdos con DAPL v B superposicion de - las tmgones para 3o v MAPZ se
muesine én la aluma hke B Cuanbiicacion &2 nomero de células MAPD . positivas niamero ial - de
células en una superficie venlncular de [E0pm & Ppm comespondienta a |a reguin dorso-medial de ko
coresa corehrml mestrada en A, Lia media del nimero de células positivasmiemero tolal de células + SEM
fue: cabeudada a partir de cineo muestiras por genotipo, Cada oeestra fue analyada por .;uqu.|1:p||qi||,1-.- i,
Fhstogramas represemal vis de la distribucidn del niimern de nucleos positvos mm 5ok v MAPZ'hin 2
SEM (n=5), 5S¢ realizarn coairo cennbificacinnes pitta cadn mueestm analirmda. Las deferenies regicnes de
fn corbeza cerebral =on indicadas (V£ 5VE, I v CPL Andlisis estadistice: Test 1 con comeccidn de
Wieleh (pumte B v ANOV A doble con test de Bonferron (puavio O), 00,08, **p<io0 ], ** ¥ o<0.00] en

wmnles = - TESPECLO i los ammales ¢ -frax A

VII- NSPCs c-fox -+~ presentan una menor tendencia a la diferenciacion neuronal
Para algunos autores. el dngulo de division mitdtico de las NSPCs que

expenimentan una mitosis de tipe apical (células radiales gliales o progenitores

apicales), s un pardmetro, aungue discutido, wilizado para evaluar el destino de las
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celulas hijas producto de esa division celular (Haydar, Ang et al. 2003: Wileock,
swedlow et al. 2007) Se considera que células que se¢ comprometen hacia un
determinado linaje celular (diferenciacion) muestran un dngule de divisidn mitdico
predominantemente horizontal (division asimétrica), mientras que células que expanden
su poblacion celular (auto-renovacion) presentan un dngule de divisién mitdtico
predominantemente vertical (divisidn simétrica) (Havdar, Ang et al. 2003). Al analizar
esle dngulo de division en varios progenitores apicales, se observd gue un mayor
porcentaje de progenitores apicales c-fax -~ presentan un dngulo de division mitético
predominantemente vertical. en un mango entre 72°-90°, en comparacion a los
progenitores apicales c-fox +/+ (68,54% vs 50.00% para progenitores c-fog «/= ¥ ¢-fis
bk, respectivamente) (Figura 308 y Figura 30C). Estos resultados indican una
preferencia de los progenitores e-fos </~ por la expansion de su poblacion celular en

detrimiento de la diferenciacidn neuronal,

B. i £

NG o RO 0
: D
%“" [ e
H: 4%
$%, .
F . 3E

P 0

e-fos +e e-fas -
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Figura 30, Angulo de divisiin mitétieo de progenitores apicales e-fos +4 ¥ e-fox -,

A, Imagen represemativa de un eore coronal de ks corteza cerehral en desarrollo tefido con DAPL en i
cuitl el dngulo de Bs célules en mitosis apical fue medidks (equeerda). A la derecha se muestra la
magnificacion de wna célula con un dngulo de division mittico cercana & un Angulo vertical (arriba) &
adra con un dngulo cercano o uno horizontnl {abajol B, La distribucion de los angulos de divisidn
mitdticn de varios progentiones apicales fue medido. Los resuliados se expresan como B media del dngulo
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(@) + SEM. Las mediciones s reabzoron en 4 embriones d¢ cada genotipo y ¢l n mdicado oorresponde al
e wial de divisiones mitdticas cuantificadas, O, f}q.' acuerds a Las mediciones oblenidas los vabores
del dangulo de IJI\-I'.-III-'I mikatico fueron distnbukdes en 5 prupos, cada une con un range de 18° (0-18%,

| 89367, 367-547 54.72% w 12500°) Los resultados se expresan como el porcentaje de l.LlIJ'iI"i &n fhitasis
npical pn'n-:m:f:fnl;' a cada rango de angulo para coda genotipe. Andlisis estadistico; Test t con cormeccion
e Welch. ***p-L0001 en animales oofey - respecto a los anmosaled o= fos 4

Para obtener otro parametro guee apoyara estas olbmas observaciones, se
compard la capacidad de diferenciacion neuronal de cultives primarios obtenidos a
partir de la corteza cerebral de E14.5 e-fos +/+ y e-fos -/- tratados con ¢l factor de
crecimiento nervioso (NGF por sus siglas en inglés: Nerve Growth Factor) como
inductor de diferenciaciion pewronal. Luego de cineo dias de cultiveo se realizd la
inmunomarcacion para plll-tubuling y DAFI (Figura 31A). Un menor poreentaje de
celulas positivas para Blll-tubulina fue cuantificado en la condicion ko en comparacion
a la condicion wy (Figura 31B) =in diferencias significativas en la muente celular entre
ambos cultivos celulares (datos no mostrados). Estos resultados concuerdan con la
menor endencia g la diferenciacion neuronal de las NSPCs e-fas -~ observada al
realizar los ensavos de diferenciacion a partir de células obtenidas por disociacion de

neurcesferas primarias {leego de 7 dias de cultive primario) (Figura 17)
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Figura 31. Mlegrenciicion nearonal en culiivos primarios de MN3PCs o-fas % y o-fos -

A, MEPCs obtenidas a partir de la cortesa cerebral de EI4.3 oo 4% v oo -~ fseron inducidas a
diferenciacion newronal en cultive durante cinco dins medianie ¢l apregado de 4lng'ml de NOF 3
posteriormenle amabhzadas mediante nmunolluorescencia T |'|||J-:u||l.||||5.u l;'\l-l.'r-ilti.'jl Las ndelens fuersn
teflidos con DAPL {arul). B. Cuantificacion del porcentnje de célules positives para [I-tubuling luego de
la diferenciacidn mostrada en A Loy resuliados e muestian como la media del !:-.lri.'l.'I:Tﬁ'[e die célilas
positivas para [1H-tubuling £ SEM (n=3). Las imagenes cuantificadas fueron oblenidas con microscopio
de Muorescencm [(Hymmpus FYV-1000) wsando un obetivn 20X de -'|1:|_-..:1|i‘._|L'ul.'i-.|r| Parn ceda cose anabosdo
se ceantificaron diezx imdgencs diferentes, El ndmero total de células con nacles megro (de acuerdo a la
timecren com VAP fue considerado como el FO0% e odlulas, Analises estadisien: Tedt | con comeceiin
de Webkch, *p=20.01 en snimales o-fos -/ respecto & los animales o-fs
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VIII- La menor diferenciacidn neuronal de la corteza cerebral de E14.5 c-fos -~ se
extiende a otras regiones del cerebro v se mantiene en estadios avanzados del
desarrollo,

A los 14.5 dias de desarrollo embrionario el proceso de diferenciacion neuronal
€8 un evenlo que no s4lo se limita a la corteza cercbral sino que se extiende hacia otras
regiones. Con el objetivo de comparar la diferenciacion neuronal en otras regiones del
cerebro entre E14.5 o-fos +/+ y oofos -/, se analizd la inmunomarcacion del cerebro
embnonane completo para [illl-tubulina (Figura 32). Se encontro una disminucion de

dicha marcacion en E14.5 e-fos -~ en comparacion a la condicidn we,

Flgura 32

i:-\.!-II.I:_:I'..iFnIh represenlEivas de los
ventriculos cerchrales tehidos con
DAPE (azul) ¥ ﬁ!l[-!uhufl:-nu {verda]
correspondiente o cores coronales
de la comeza cerebral en E14.5 o
fox 04 v edfor -, Se observa una
clara  diferencia en la  regiin
positive parn flll-tubufing  enire
amibos grupos de embriones.

DAFPI

pil-tub

Asimismo, resultados similares s¢ obtuvieron al anmalizar en mayor detalle
regiones como hipocampo, éminencia ganghionar caudal ¥ eminencia ganglionar lateral
(Figura 33). Tentendo en cuenta estos resultados podemos propongr que la menor
diferenciacion neuronal. evaluada a través de la inmunomarcacion para flil-tubuling,

observada en E14.5 ¢-fos -~ no parece limitarse solamente al telencéfalo dorsal.
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Figura 33

Inmunoflunresscencin pira Hrnl-
mebniling (verde) v Mesting (rojo) de
cortes  coromales del cerebmo de
El4.5 o-fos +/+ [izquierda) v o-ffs
-4 (derecha), Se mupestran imigenes
representativas  de  la eminencia
panglwmir caudal  (CGE),  del
hipocampo v de | esvinencia
panghbonar  Iateral (LGEP (e
afima  marcada sofo para  fLI-
tubulina)l, lav  cuples ferom
obtenidas  conm un mMECRosCcopio
comlocal de Mherescencia (CHympus
FY-1000} wsando un objetive 400X
(para la CGE e hipocampeo) v 20X
ipara lo LGE) de magnificacion

CGE

i msneca e e

LGE

Con el objetive de poder determinar si la menor diferenciacion neuronal se
mantiene mais alla de los 14.5 dias de desarrollo embrionario, se analizaron cortes
coronales de embrnones de 16.5 dins de desarcollo (E16.53)F c<fas +/+ ¥ c=fox =~ Estos
cortes fueron sometidos a inmunomarcecion para [(lll-tubulina (Figora 34A) Luego de
realizar la cuantificacion correspondiente. s¢ observd un menor espesor total de la
corleza cerebral v de la region positiva para flll-tubulinga en E16.5 c-fox -/~ en
comparacion a los E16.5 c-fos +/+ (Figura 34B) sin diferencias significativas cn el
espesor de la regidn negativa para Bll-tubuling. Por lo tanto, podemos concluir que la
menor diferenciacion neuronal observada en E14.5 o-fos -/~ en relacidon a los E14.5 o-fos
+/+ se mantiene a lo largo del desarrollo v resulta evidente en estadios mis avanzados

del musmo.
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Figura 34. Poblacién de células neuronales post-mitéticas en la corteza cerebral de E16.5 c-fos +/+y
c-fos -/-.

A. Inmunofluorescencias de cortes coronales de la region dorso-medial de la pared cerebral de E16.5 ¢-
Jfos +/+ y c-fos -/- tefiidos para DAPI (azul) y plll-tubulina (verde). Las iméagenes fueron visualizadas con
microscopio de fluorescencia (Olympus BXS51) usando un objetivo 40X de magnificacion. B.
Cuantificacion del espesor de la zona positiva para Blll-tubulina, de la zona negativa para BIlI-tubulina y
del espesor total de la corteza cerebral de las regiones mostradas en A para E16.5 ¢-fos +/+ y ¢-fos -/-. Los
resultados se muestran como la media del espesor (um) = SEM (n=3). Se realizaron cuatro
cuantificaciones por cada caso analizado. Analisis estadistico: ANOVA doble con test de Bonferroni.
*¥*p<0.01, ¥**p<0.001 en animales c-fos -/~ respecto a los animales c-fos +/+.

IX- Las diferencias en neurogénesis entre embriones c-fos +/+ y c-fos -/- comienzan
a ser detectadas a los 13.5 dias de desarrollo embrionario (E13.5).

Como se menciono al comienzo de éste capitulo, el pico maximo de actividad
neurogénica ocurre aproximadamente al dia 14.5 de desarrollo embrionario, pero se
trata de un proceso que tiene lugar entre los dias 11.5 y 17.5 de desarrollo embrionario.
Este proceso esta sujeto a una estricta regulacion espacio-temporal y da como resultado
final la generacion de las 6 capas corticales de la corteza cerebral adulta, de modo tal
que primero se generan las capas corticales mas profundas (L.6) y al final del proceso se
generan las capas corticales mas superficiales (L2) (Figura 8 de Introduccion). Por esta
razon resulta interesante determinar en qué estadio del desarrollo comienzan a ser
evidentes las diferencias en neurogénesis entre la condicion wt y ko. Para ello, algunos
de los estudios realizados en E14.5 fueron también efectuados en E13.5 c-fos +/+ y c-
Jos -/-. Al analizar en la corteza cerebral de E13.5, el espesor de la region positiva para
el marcador Sox2 y NeuN (Figura 35A) como asi también la distribucion del angulo de
division mitético de los progenitores apicales (Figura 35D). no se observaron

diferencias significativas entre los E13.5 ¢-fos +/+ y c-fos -/-. Sin embargo, al evaluar la
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Analisis estadistico: Test t con correccion de Welch (para el punto B) y ANOVA doble con test de
Bonferroni (para el punto C). *p<0.05, ¥***p<0.001 en animales c-fos -/~ respecto a los animales c-fos
= o

inmunomarcacion para Tbrl se observd una disminucion del numero de células
positivas para Tbrl respecto al numero total de células (Figura 35B) en un 4rea
especifica de superficie ventricular de la corteza cerebral de E13.5 c-fos -/~ en
comparacion a la condicion wt, lo cual se refleja en un menor nimero de células Thbrl
positivas en el CP de E13.5 c-fos -/- (Figura 35C). Estos resultados sugieren que las
diferencias en neurogénesis recién comienzan a ser aparentes en este estadio del

desarrollo (E13.5).

X- Estudio de la funcién citosélica y nuclear de c-Fos en la corteza cerebral de
E14.5

Como se explico en la Introduccion. c-Fos presenta dos funciones celulares
distintas, una como factor de transcripcion AP-1 (actividad nuclear) y otra como
activador de la sintesis de lipidos (actividad citosdlica) (Bussolino, Guido et al. 2001;
Cardozo Gizzi and Caputto 2013). Con el objetivo de poder determinar por medio de
cual/es de estas funciones c-Fos participa en el establecimiento de las diferencias
observadas entre las cortezas cerebrales de E14.5 c-fos +/+ y c-fos -/-, se evaluo la
marcacion in vitro de fosfolipidos y el contenido AP-1 en homogenatos preparados a
partir de cortezas cerebrales de E14.5.

La marcacion in vitro de fosfolipidos fue realizada utilizando homogenatos
totales de E14.5 c-fos +/+ y c-fos -/-. No se observaron diferencias significativas en la
marcacion de fosfolipidos totales entre ambos grupos de embriones, a pesar de que
embriones c-fos +/+ muestran una elevada expresion de c-Fos lo cual contrasta con su
ausencia en embriones c-fos -/~ (Figura 36B). Ademas, el agregado de c-Fos
recombinante al ensayo de marcacion no incrementa la incorporacién de *°P a partir de
*P-ATP-y en los fosfolipidos totales (Figura 36A).

Dentro de la familia de proteinas Fos, Fra-1 también ha sido documentada como
una proteina con una capacidad similar a la de c-Fos para activar la sintesis de
fosfolipidos en tejidos mamarios (Motrich, Castro et al. 2013). Es por ello que
evaluamos la expresion de Fra-1 en extractos totales de corteza cerebral de E14.5 c-fos
+/+ y c-fos -/- con el objetivo de establecer si esta proteina estaba compensando la falta

de c-Fos en los embriones ko actuando como activador de la sintesis de fosfolipidos. No
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se observo expresion de Fra-1 en ninguno de los casos analizados, excluyendo la
posibilidad de un efecto de Fra-1 sobre la sintesis de lipidos (Figura 36B).

Como se indico en el Capitulo II, estudios previos de nuestro laboratorio han
demostrado que en estadios embrionarios tempranos. en los cuales hay una elevada
actividad proliferativa, el cerebro en desarrollo presenta un contenido de membranas de
Golgi y reticulo endoplasmico (RE) significativamente mayor al del cerebro adulto,
donde la actividad proliferativa es muy baja (Silvestre, Maccioni et al. 2009). Teniendo
en cuenta estos hallazgos, se analizé la expresion de GM130 (marcador de Golgi) y de
GRP78 BiP (marcador de RE) en extractos totales de la corteza cerebral de E14.5 y de
animales adultos c-fos +/+ y c-fos -/-. En concordancia con los datos de bibliografia, el
contenido relativo de GRP78 BiP resulta ser significativamente menor en cerebro adulto
c-fos +/+ y c-fos -/- en comparacion a su estadio embrionario correspondiente, mientras
que la expresion de GM130 se encuentra por debajo de su limite de deteccion en los
animales adultos (Figura 36C). Teniendo en cuenta estos resultados y lo observado en
los ensayos de marcacion de fosfolipidos in vitro, es posible plantear como hipotesis
que la maquinaria metabdlica responsable de generar los lipidos de las membranas
bioldgicas ya se encuentra activada en ambos grupos de embriones evaluados, y por lo
tanto la presencia de c-Fos (ya sea in situ o mediante el agregado externo) no afecta
dicha actividad. Estas ultimas observaciones se corresponden con los resultados
obtenidos al realizar la marcacion in vitro de fosfolipidos, utilizando como fuente de
proteinas extractos totales de NSPCs a los 7 y 14 dias de cultivo celular (Figura 19).
Analizando ambos resultados, es posible postular que a los 7 dias de cultivo celular las
NSPCs atn conservan un elevado contenido de membranas de RE procedente del
estadio embrionario, y por ello el agregado de c-Fos recombinante no incrementa la
marcacion de fosfolipidos totales. A medida que transcurre el tiempo de cultivo celular
(NSPCs a los 14 dias de cultivo), el contenido de membranas de RE parece disminuir,
de manera comparable a lo que ocurre en el estadio adulto, por lo que en estas
condiciones c-Fos si participa como activador de la sintesis de lipidos (Figura 19A)

(Silvestre, Gil et al. 2010).
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c-Fos pertenece a la familia de factores de transcripcion tipo AP-1 y forma
hetero-dimeros con proteinas miembros de la familia Jun, principalmente con c-Jun
(Angel and Karin 1991). Para examinar el contenido total del factor AP-1 en la corteza
cerebral de estos embriones en desarrollo, se realizaron ensayos de movilidad
electroforética retardada (EMSA) utilizando extractos nucleares de la corteza cerebral
de E14.5. Las muestras de embriones c-fos -/- mostraron un mayor contenido del dimero
AP-1 en cuatro de los seis ensayos realizados (linea 2 y 8 de la Figura 37A), sugiriendo
que la falta de c-fos resulta en una modificacién en el contenido de AP-1, lo cual podria
ser parcialmente responsable del incremento en apoptosis y la disminucion en la
diferenciacion neuronal observada en E14.5 ¢-fos -/- comparados a los E14.5 ¢-fos +/+.

Para determinar si la composicion de estos dimeros AP-1 difiere entre ambos
grupos de animales, anticuerpos contra c-Fos, Fra-2 y c-Jun fueron utilizados en
ensayos de super-retardamiento. Como puede ser observado en la Figura 37A, los
dimeros AP-1 de los embriones c-fos +/+ contienen c-Fos y c-Jun (si bien no se observa
un retardamiento de la banda correspondiente al complejo AP-1, la intensidad de la
banda correspondiente disminuye al agregar anticuerpo anti c-Jun o anti c-Fos). Con
respecto a Fra-2, tres de los seis ensayos realizados con embriones c-fos +/+ mostraron
una disminucion del complejo AP-1 frente a la presencia del anticuerpo anti Fra-2
mientras que los otros tres casos no mostraron diferencias significativas en presencia o
ausencia del anticuerpo. Por otro lado, para el caso de los embriones ¢-fos -/- no se
encontraron diferencias en la intensidad del complejo AP-1 ante el agregado de los
anticuerpos anti Fra-2 o anti c-Jun, a pesar de que la corteza de E14.5 c-fos +/+ y c-fos -
/- contienen cantidades similares de Fra-2 y c-Jun, como se muestra en los ensayos de
western blot de la Figura 34B. Estos resultados indican que la falta de c-fos en la corteza
cerebral de E14.5 c-fos -/- provoca una modificacion en el contenido y/o estabilidad del

factor de transcripcion AP-1 al compararlo con la condicion wr.
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- CAPITULO 4. BREVE ESTUDIO DE LA NEUROGENENSIS EN RATONES
ADULTOS c-fos -/~

Una de las principales observaciones que surge de los resultados descriptos hasta
el momento, es que durante el periodo embrionario hay una menor diferenciacion
neuronal en la corteza cerebral en desarrollo de E14.5 c-fos -/- en comparacion a la
corteza de E14.5 c-fos +/+, lo cual se correlaciona con la menor capacidad de
diferenciacion neuronal de las NSPCs c¢-fos -/~ en cultivo. Es sabido que durante la etapa
adulta persiste actividad neurogénica en sitios especificos del SNC. Una de estos sitios
es la zona sub-ventricular (SVZ) que se encuentra adyacente a las células ependimales
que lindan con la superficie del ventriculo lateral. Este nicho neurogénico presenta un
microambiente altamente especializado donde residen las NSCs, las cuales permanecen
en un estado relativamente quiescente aunque en condiciones normales una proporcion
de las mismas se encuentran activas. Las NSCs adultas, también conocidas como células
tipo B. presentan un fenotipo astrocitico y dan lugar a las células amplificadoras
transcientes (denominadas células tipo C), las cuales presentan una gran actividad
proliferativa y generan los neuroblastos o también conocidas como células tipo A
(Figura 10). Los neuroblastos migran tangencialmente hacia el bulbo olfatorio en donde
finalmente diferencian a interneuronas de la region glomerular y periglomerular del
bulbo olfatorio. En el caso de los roedores, la generacion de nuevas interneuronas que se
integran en el bulbo olfatorio resultaria importante en la mejora del discernimiento de
nuevos olores (Rochefort, Gheusi et al. 2002; Utsugi, Miyazono et al. 2014). El uso de
diversos marcadores permite distinguir las diferentes poblaciones celulares mencionadas
(Lazarov, Mattson et al. 2010; Ming and Song 2011; Braun and Jessberger 2014)
(Figura 38).
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adulta, al igual que en la etapa embrionaria, la actividad neurogénica se encuentra
reducida en los animales c-fos -/-.

En tres de los cuatro casos analizados, la SVZ presenté un menor tamafio en los
animales c-fos -/- respecto a sus hermanos wt de camada, como puede observarse en la
tincion con DAPI de la Figura 39A. En el caso restante no se observaron diferencias
significativas. Las fotografias que se comparan corresponden a cortes procedentes de la
misma posiciéon coronal. El menor tamafio de la SVZ se correlaciona con el menor

tamafio y masa total de los cerebros de animales adultos c-fos -/~ (Figura 12).
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encuentra activamente proliferando (células tipo C y neuroblastos), y otra representada
por células que se encuentran relativamente quiescente (las células madres neuronales)
(Nowakowski, Lewin et al. 1989) (Belvindrah, Rougon et al. 2002; Nieoullon,
Belvindrah et al. 2005). La administracion en animales adultos de analogos de timidina,
que se incorporan durante la fase S del ciclo celular, permite identificar estas
poblaciones celulares; no obstante la distincion de una poblacion respecto de la otra,
requiere del uso de diferentes esquemas de exposicion (Belvindrah, Rougon et al. 2002;
Nieoullon, Belvindrah et al. 2005). La exposicion a BrdU (analogo de timidina) durante
un periodo de 10 horas permite marcar a la poblacion de células que se encuentra
activamente proliferando. Con el objetivo de poder comparar esta Gltima poblacion
celular entre los animales wt y ko, y de esta manera tener una idea acerca de la actividad
proliferativa en la SVZ de ambos animales, se realizaron inyecciones intra-peritonales
con BrdU en animales adultos. El tiempo de exposicion a BrdU fue entre 10-11 horas
(Figura 40A); pasado este tiempo, los animales fueron sacrificados y sus cerebros
analizados. A partir de cortes coronales de la SVZ se realizo la inmunomarcacion para
detectar la presencia de células que hayan incorporado BrdU. Al comparar cortes de la
misma posicion se pudo ver un menor nimero de células positivas para BrdU en las
muestras procedentes de animales c-fos -/~ (Figura 40B), lo cual se refleja al realizar la
determinacion del porcentaje de células positivas para BrdU respecto al total de células
de la SVZ (Figura 40C). Estos resultados sugieren que la actividad proliferativa en la
SVZ de animales c¢-fos -/~ es menor que en sus hermanos wt de camada, lo cual estaria
relacionado con la menor actividad neurogénica observada anteriormente. Por lo tanto,
la menor actividad neurogénica observada en la etapa embrionaria de los animales ¢-fos
-/- parece ser un hecho que se extiende a la etapa adulta.

Resta por determinar si existen diferencias en la poblacion de células madres
neuronales de la SVZ entre ratones adultos c-fos +/+ y c-fos -/-, ya que una disminucion
en ésta poblacion celular podria ser lo que determina la menor actividad proliferativa y

por ende la menor neurogénesis observada en los animales c-fos -/-.
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Discusion

DISCUSION

Durante el desarrollo embrionario, los diferentes organos se generan por la
actividad proliferativa y de diferenciacion de células madres/progenitoras especificas de
cada organo. Es por ello que una adecuada regulaciéon de su funcion resulta fundamental
para un desarrollo normal. En el presente trabajo de investigacion nos centramos en el
estudio del rol de la proteina c-Fos en el comportamiento de la poblacion de NSPCs
presentes en la corteza cerebral en desarrollo de embriones de 14.5 dias de gestacion
(E14.5). Como modelo de estudio se utilizaron ratones c-fos -/~, los cuales si bien
resultan viables, presentan importantes alteraciones en funciones que involucran al
SNC. Se observo que la falta de c-Fos conduce a un incremento en la muerte celular
programada (apoptosis), a modificaciones en la duracion del ciclo celular y a una
disminucion de la capacidad de diferenciacion neuronal de las NSPCs de la corteza
cerebral de E14.5. Estas alteraciones en el comportamiento de las NSPCs conducen a
una reduccion en el nimero de células neuronales post-mitdticas con la concomitante
reduccion en el espesor del plato cortical en E14.5 c-fos -/-. Estas diferencias comienzan
a ser evidentes a los 13.5 dias de gestacion, se mantienen a lo largo del desarrollo y dan
origen a una corteza cerebral adulta de menor espesor en los animales c-fos -/~ en
comparacion a los animales c-fos +/+. Los estudios de la funcidn citosélica y nuclear de
c-Fos a partir de extractos de la corteza cerebral en desarrollo, indican que en embriones
c-fos -/-, la falta de la proteina c-Fos conduce a modificaciones en el contenido y tipo de
AP-1, por lo que es posible postular que c-Fos participa en la regulacion de la
neurogénesis embrionaria por medio de su funciéon nuclear (como factor de

transcripcion).

- Efecto de la falta de c-Fos en el desarrollo de animales c-fos -/~

Como primer objetivo de este trabajo de tesis se planted determinar en forma
general si las diferencias en el tamafio corporal entre animales ¢c-fos +/+ y c-fos -/- eran
debidas a diferencias en el nimero y/o tamaiio celular. El fenotipo del ratén adulto c-fos
-/- muestra que la falta de c-fos conduce a una reduccion de aproximadamente el 40%
de la masa corporal total comparado con la de sus contrapartes normales de la misma

edad. El tamafio de un animal y de sus 6rganos depende del nimero y tamafio de sus
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c€lulas como asi también de la cantidad de matriz extracelular y fluidos. Al estudiar
organos como higado y rifion observamos que los animales c-fos -/- presentan 6rganos
de menor masa total comparado a los 6rganos wz, como asi también un menor peso
seco. El andlisis del tamafio de las células procedentes de estos organos, mediante
citometria de flujo, no detectd diferencias en el tamafio de las distintas poblaciones
celulares entre ambos genotipos.

El andlisis del tamafio celular mediante citometria de flujo presenta varios
puntos a tener en consideracion. Uno de ellos es que requiere la disgregacion del érgano
por lo que el analisis del tamafio celular puede no ser representativo de lo que ocurre
realmente en el tejido. Ademas, al realizar el andlisis de extractos totales de los 6rganos
se obtiene una mezcla de diferentes tipos celulares que dificultan el analisis, sumado a
que se trata de una metodologia variable en donde la presencia de pequeiias diferencias
en el tamafio celular pueden no ser detectadas. No obstante, el analisis de células
sanguineas (Figura 11D), que no requieren disgregacion tisular, no muestra diferencias
significativas en el tamafo celular entre ambos genotipos. Ademas, el analisis mediante
microscopia de contraste de fase del tamano celular de cultivos primarios de
fibroblastos, no evidencia diferencias notables entre la condicion wt y la ko (datos no
mostrados). Si bien existen otras metodologias que no requieren la disgregacion de los
organos (Gundersen and Jensen 1987; Lazarov, Mattson et al. 2010), algo importante de
recalcar es que aunque las diferencias en el tamafio celular pueden contribuir a
diferencias en el tamafio de un animal, las diferencias en el nimero celular usualmente
produce mayores efectos. Es asi que. por ejemplo, un hombre de 70 Kg contiene
aproximadamente 10" células, mientras que un ratén de 25g contiene 3x10° células
(Baserga 1985). La diferencia en masa (2800 veces) puede ser explicada mayormente
por la diferencia en el numero celular total (3333 veces) mas que por el tamafio de las
células individuales.

A partir de los resultados anteriores podemos decir que la menor masa de los
organos procedentes de animales c-fos -/~ son debidas a un menor contenido en el
nimero de células totales en comparacion a los animales c-fos +/+, mds que a
diferencias en el tamafio celular. La observacion de que los animales analizados
presentan diferencias en el nimero celular pero no asi en el tamafio celular, apoya
estudios previos en donde se postula que el crecimiento celular y la proliferacion celular
son eventos regulados independientemente (Nowakowski, Lewin et al. 1989; Braun and

Jessberger 2014). Es asi por ejemplo que. a diferencia de lo observado en el presente
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trabajo, la disminucion en el contenido normal de la proteina quinasa 1 dependiente de
fosfo-inositido 3 (PDK1) durante el desarrollo embrionario de ratones conduce a una
reduccion en el tamafio corporal y de los érganos debido a una reduccion en el tamafio
celular sin modificaciones en el numero de células (Lawlor, Mora et al. 2002).

Si bien mucho se sabe acerca de los principios basicos del desarrollo, poco se ha
estudiado acerca de uno de sus aspectos fundamentales: ;Como se determina el tamafio
de un animal y de sus organos? ;Como un organo “sabe” el tamaifio final que debe
alcanzar? Esta claro que los genes juegan un rol predominante en este aspecto, pero no
se conoce el mecanismo exacto por el cual regulan este aspecto fundamental del
desarrollo. Se sabe qué factores extrinsecos e intrinsecos controlan el tamafio final de un
organo pero su contribucion varia dependiendo del tipo de organo y de la especie
(Conlon and Raft 1999; Belvindrah, Rougon et al. 2002; Nieoullon, Belvindrah et al.
2005). En el modelo analizado en este trabajo de tesis se observaron diferencias en el
tamafio de los 6rganos entre animales c-fos +/+ y c-fos -/-, las cuales son atribuidas a
diferencias en el nimero de células que componen esos Organos. El niimero total de
células en un determinado 6rgano depende del balance entre proliferacién y muerte
celular, eventos que al mismo tiempo se encuentran regulados por programas
intracelulares y moléculas de sefialamiento extracelular. Estos programas han sido
dilucidados en forma detallada en insectos (Nijhout, Riddiford et al. 2014) pero no asi
en mamiferos. Las sefiales extracelulares que afectan el crecimiento de los 6rganos van
a regular tres eventos principales:

- Proliferacion celular: Agentes extracelulares activan vias de sefialamiento
intracelular que estimulan la producciéon y/o actividad de componentes del
sistema de control del ciclo celular que promueven la progresion a través del
ciclo (Sherr 1994; Lim and Kaldis 2012).

- Apoptosis: Durante el desarrollo, una célula necesita sefiales extracelulares para
crecer y dividirse pero también para sobrevivir (factores de supervivencia). En
ausencia de estos factores o de la posibilidad de poder responder en forma
apropiada a los mismos, se activa un programa de muerte celular programada.
Las sefiales de supervivencia actian, al menos en parte, modificando la actividad
y la cantidad de proteinas intracelulares que controlan la muerte celular
(especialmente proteinas de la familia Bcl2 e inhibidores de la apoptosis

(Nicholson and Thornberry 1997).
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- Arresto celular: El arresto de la proliferacion celular durante el desarrollo puede
ser regulada por un mecanismo extracelular (reduccion de un agente mitogénico
o factor de crecimiento o un incremento de inhibidores extracelulares) o por un
mecanismo intracelular (activacion de un mecanismo de freno de la
proliferacion, desmantelamiento del sistema de control del ciclo celular) o una
combinacion de estos mecanismos. Ha sido postulado que el tamafio de algunos
organos es controlado por la secrecion de moléculas inhibitorias que son
producidas por el 6rgano y suprime en forma especifica la division celular en

dicho organo (Goss 1978).

La expresion de c-Fos durante el desarrollo se extiende a tejidos
extraembrionarios como asi también a higado, corazon, cerebro, hueso y sistema
hematopoyético, entre otros, por lo que no resulta sorprendente que su falta de
expresion afecte al desarrollo global del animal. Es una proteina que, al formar parte del
factor de transcripcion AP-1, participa en la regulacion de procesos de proliferacion,
diferenciacion, apoptosis y oncogénesis. La gran variedad de funciones en las cuales
participa puede ser explicada por la diversidad de dimeros que forma con proteinas de la
familia Jun, los cuales presentan diferentes propiedades y funciones. Asimismo existen
diversos dimeros AP-1, que si bien tienen propiedades diferentes pueden también
superponerse, al menos parcialmente, en sus funciones. Algo interesante de mencionar
es que ratones ko para c-fos que expresan fra-/ bajo el promotor de c-fos (ratones c-fos
-l knock-in), presentan un fenotipo normal en cuanto al tamafio corporal y ausencia de
varias de las alteraciones que presentan los animales c-fos -/~ (Fleischmann, Hafezi et al.
2000; Lim and Kaldis 2012). Esto sugiere que Fra-1 puede reemplazar la falta de c-Fos
al menos en algunas de sus funciones. Ratones ko para otras proteinas miembros de la
familia Fos también han sido disefiados pero ninguno evidencia un fenotipo similar al
de los ratones c-fos -/-. No obstante, ratones deficientes en la proteina ATF2 (ratones
ATF2 -/-), la cual también forma dimeros activos tipo AP-1 al interaccionar con la
proteina c¢-Jun, muestran una disminucién en la viabilidad y crecimiento,
hipocondroplasia y diversas alteraciones relacionadas a un desarrollo anormal del SNC
(Reimold, Grusby et al. 1996; Pilaz, Patti et al. 2009). Es decir que tanto ratones c-fos -
/- como ATF -/- presentan un fenotipo similar relacionado al tamafo corporal, por lo
que ambas proteinas podrian participar (mediante mecanismos relacionados entre si o

independientes uno del otro) en la regulacion del crecimiento del animal.
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A diferencia de la regulacion del crecimiento de los organos, que involucra
interacciones celulares locales y la influencia de factores locales y sistémicos de
crecimiento, el tamafio global del cuerpo se encuentra controlado principalmente por
factores sistémicos. En el caso de los vertebrados, el tamafio corporal total se encuentra
regulado por la hormona de crecimiento circulante y por el factor de crecimiento
insulinico tipo 1 (IGF-1) (Butler and Le Roith 2001; Bartke, Sun et al. 2013). La
carencia de IGF-1 en ratones conduce a una alta tasa de letalidad postnatal, un retardo
en el crecimiento, infertilidad y graves defectos en el desarrollo de la mayoria de los
organos (Liu, Yakar et al. 2000). Debido a la reduccion significativa del tamafio de los
animales c-fos -/- en comparacion a la condicion normal, resultaria interesante realizar
mediciones de los niveles de estos factores, para asi determinar si una reduccion en los
mismos contribuye al fenotipo observado.

Teniendo en cuenta la complejidad de los mecanismos que regulan el tamafio de
los 6rganos y del cuerpo, que en el caso de mamiferos no se conoce con exactitud la
forma en que operan dichos mecanismos durante el desarrollo pero si se sabe que hay
un control preciso para que cada 6rgano alcance su tamafio final (Efstratiadis 1998), y la
gran variedad de factores de transcripcion tipo AP-1 con funciones diferentes y
superpuestas, resulta complicado determinar el/los mecanismos por el cual la falta de c-
fos determina una reduccion en el tamafno corporal y de los organos, al menos solo
mediante el uso de un modelo de ratones ko. Lo que si se puede afirmar es que ante la
ausencia de c-fos durante el desarrollo, el crecimiento de los diferentes organos y por
ende del animal, es menor que en condiciones normales debido a una reduccion en el
numero total de las células que lo conforman.

Como se indicd anteriormente, el control del tamafio corporal se encuentra
influenciado por factores genéticos, hormonales y ambientales. El entendimiento
completo acerca de la forma en la que actuan cada uno de estos factores, requiere de una
combinacion de estudios genéticos, fisiologicos y evolutivos. Estos estudios no sélo
permitiran conocer aspectos importantes del desarrollo, sino también ayudaran a
entender mejor ciertas enfermedades humanas asociadas con una desregulacion del

crecimiento y proliferacion celular.
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- Estudio comparativo del SNC entre animales adultos c-fos +/+ y c-fos -/-

Al analizar el cerebro de animales adultos c-fos +/+ y c-fos -/- se observé que el
cerebro de ratones c-fos -/~ presenta un menor tamafno y masa total comparado al
cerebro de sus contrapartes normales. Esta reduccion en el tamafio cerebral resulta
proporcional al tamafio del animal, ya que la relacion masa total del cerebro/masa
corporal total no varia significativamente entre ambos genotipos. La cuantificaciéon del
numero total de células procedentes de la corteza cerebral adulta muestra una reduccion
de aproximadamente el 40% en los animales c-fos -/- comparado a los c-fos +/+.
Asimismo ensayos de inmunomarcacién para NeuN (marcador de neuronas post-
mitdticas) indican que el porcentaje de nucleos positivos presentes en los extractos de la
corteza cerebral adulta c-fos +/+ y c-fos -/~ es similar (datos no mostrado), lo cual
indica que la reduccidn en el nimero total de células de la corteza cerebral adulta no
afecta especificamente a la poblacion de células neuronales.

Existen varios estudios en animales mutantes que muestran una alteracién en el
tamafio cerebral y en la organizacion de determinadas estructuras del SNC (Chen,
Zhang et al. 2014; Yang, Yang et al. 2015). Es asi por ejemplo que ratones IGF1 -/-
presentan una reduccion en el tamafio cerebral determinado por una reduccién tanto en
el nimero como en el tamafio celular, disminucion en la mielinizacion de axones y
alteracion en la arquitectura del hipocampo (Beck, Powell-Braxton et al. 1995). En linea
con estas observaciones, es el hallazgo que la sobreexpresion de IGF1 determina la
generacion de un cerebro de mayor tamafio al normal (Ye, Popken et al. 2004). Otros
ejemplos incluyen modelos animales de autismo en donde se observa una alteracion en
la organizacion de las capas corticales que se relaciona con cambios en el
comportamiento de estos animales (Pucilowska, Vithayathil et al. 2015). En el presente
trabajo se muestra una reduccion en el espesor de la corteza cerebral de ratones c-fos -/-
en relacion a los animales wt (Figura 12B), lo cual se correlaciona con una reduccion en
el nimero total de nicleos presentes en esta region. Sin embargo, resultaria interesante
realizar un estudio mas detallado de la corteza cerebral adulta para determinar si existen
cambios importantes en la citoarquitectura de la misma, si alguna capa cortical se
encuentra mayormente afectada o si la reduccion resulta ser proporcional en todas las

capas.
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La corteza cerebral es la estructura mas grande y compleja del cerebro de
mamiferos (Sporns 2013); juega un rol central en el procesamiento cognitivo y
emocional. Una organizacion adecuada de esta estructura es esencial para las funciones
de aprendizaje, memoria y comportamiento. En su direccion radial se encuentra
organizada en seis capas corticales, cada una de las cuales esta constituida por una
poblacion heterogénea de neuronas que presentan una morfologia. conectividad y
funcionalidad diferentes a las de otras capas. En su direccion tangencial, la corteza
cerebral también se encuentra dividida en areas, las cuales son subdivisiones
funcionales tnicas que se distinguen unas de otras por su cito y quimio-arquitectura, sus
conexiones intrinsecas y con otras zonas del cerebro, y por su patréon de expresion de
genes (Rash and Grove 2006). Existe una variabilidad en el tamafio de las distintas areas
de la corteza cerebral entre individuos de una misma especie (Airey, Robbins et al.
2005). No obstante, variaciones en el tamafio de las diferentes areas de la corteza
cerebral pueden tener dramaticas consecuencias en el comportamiento del animal
(Leingartner, Thuret et al. 2007). La generacion de areas corticales de un tamafo
adecuado se encuentra influenciado por distintos pardmetros intra- y extracelulares, y
resulta de fundamental importancia para lograr un correcto funcionamiento de las
mismas. Como se indic6 en la Introduccion, los animales c-fos -/~ presentan una serie de
alteraciones en su comportamiento (hiperactividad, alteraciones del suefio, en el
comportamiento sexual, el aprendizaje y la memoria). Si bien c-Fos constituye un IEGs
que a nivel neuronal media la generacion de respuestas a largo plazo luego de un
estimulo y que por lo tanto su ausencia en los animales ko podria contribuir a las
alteraciones de comportamiento observadas, el menor tamaino de la corteza cerebral de
ratones c¢-fos -/- también podria estar asociado a las diferencias de comportamiento entre

los animales ko y wt.

- Analisis de la neurogénesis en embriones c-fos -/-.

Durante la generacion de la corteza cerebral de mamiferos (corticogénesis) dos
compartimentos germinales (la zona ventricular y sub-ventricular, VZ y SVZ
respectivamente) que limitan con los ventriculos cerebrales generan las neuronas
piramidales (neuronas excitatorias glutamatérgicas) como asi también una fraccion de

las neuronas inhibitorias (neuronas inhibitorias GABA-érgicas) de la corteza cerebral
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(Marin and Rubenstein 2001; Paridaen and Huttner 2014). En la VZ se localizan las
células radiales gliales (RGCs), las cuales se dividen en la superficie apical y
experimentan migracion nuclear intercinética (INM) durante la fase G1 y G2 de su ciclo
celular (Reiner, Sapir et al. 2012). Posteriormente la mitosis también ocurre en la
superficie basal de la VZ para dar lugar a la SVZ donde los progenitores (células
progenitoras intermedias = IPCs) no experimentan INM. Aunque la SVZ deriva de
precursores de la VZ, existen claras diferencias en la expresion de genes entre las
poblaciones celulares presentes en ambas regiones (Frantz, Weimann et al. 1994; Wu,
Goebbels et al. 2005). Estas diferencias estan relacionadas con las diferentes progenies
neuronales que originan: mientras que la VZ esta involucrada en la generacion de
neuronas de las capas corticales profundas, la SVZ genera neuronas de capas corticales
superficiales.

En el caso de roedores, la neurogénesis cortical comienza alrededor del dia 11 de
gestacion. Las primeras neuronas formadas constituyen el pre-plato cortical el cual
luego es dividido por neuronas del plato cortical generando la zona marginal externa y
el sub-plato interno (Marin-Padilla 1978; Caviness 1982; Marin-Padilla 1992). A
medida que la corticogénesis progresa, nuevas neuronas generadas migran radialmente
desde el compartimento progenitor para integrarse al plato cortical formando asi las seis
capas corticales. El tipo de neurona generada y por ende su localizacién, va a estar
determinada por el momento en el que ocurre la ultima divisién celular a partir de la
cual fue generada la misma (Angevine and Sidman 1961; Rakic 1974; He, Li et al.
2015). Alrededor del dia 17 de gestacion, culmina la neurogénesis aunque la formacion
de una corteza cerebral completamente madura implica diferentes eventos que
contindan en la etapa postnatal. De hecho, la muerte celular de neuronas de la
neocorteza parietal de ratones tiene lugar durante las primeras dos semanas postnatales,
ocurre en forma uniforme sin ningln tipo de patron pero parece estar asociada con el
desarrollo de conectividades neuronales (Spreafico, Frassoni et al. 1995; Verney,
Takahashi et al. 2000).

Al analizar la corteza cerebral en desarrollo de E14.5 c-fos +/+ y c-fos -/~ se
observo una reduccion en el espesor total de ésta ultima respecto a los animales c-fos
+/+. Dicha reduccion no resulta evidente en E13.5, pero se mantiene a lo largo del
desarrollo, ya que también se observa a los 16.5 dias de gestacion y en el estadio adulto.
El anélisis de las distintas poblaciones celulares presentes en esta region, mediante el

uso de marcadores especificos, indica que la reduccion en el espesor total de la corteza
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se debe principalmente a una significativa disminucion en la poblacion de neuronas
post-mitdticas. Asi lo demuestra la menor marcacion para Tbrl, NeuN, MAP2 y BIII-
tubulina en la corteza cerebral de E14.5 c-fos -/- en comparacion a la de E14.5 c-fos
+/+. En el caso de NeuN y Blll-tubulina, se observa un menor espesor de la region
positiva para esos marcadores, mientras que para el caso de Tbrl y MAP2 hay una
disminucion en el numero total de células positivas para este marcador. La menor
tincion para estos marcadores indica una reduccion en la corteza cerebral de E14.5 c-fos
-/- de las regiones correspondientes al plato cortical principalmente, y a la zona
intermedia (IZ) la cual corresponde a la region negativa para Sox2 y MAP2 en las
inmunofluorescencias mostradas en la Figura 29A. La diferencia en el espesor de estas
regiones resulta también evidente en los E16.5, como puede observarse en la Figura 34
donde la tincion para BIlI-tubulina corresponde al plato cortical, sub-plato y la IZ. Si
bien en E13.5 no existen diferencias significativas en el espesor de la corteza cerebral,
comienza a observarse una menor diferenciacién neuronal marcada por la reduccion en
el nimero de células positivas para Tbrl.

Los resultados del andlisis de la inmunomarcacion para los marcadores de
neuronas post-mitdticas en la corteza cerebral en desarrollo indican que la falta de c-fos
podria afectar la capacidad de diferenciacion de la poblacion de células
madres/progenitoras neurales hacia el linaje neuronal. En concordancia con estos
resultados, los ensayos de diferenciacion in vitro, tanto a partir de cultivos primarios de
la corteza cerebral en desarrollo como a partir de neuroesferas, muestran que las NSPCs
c-fos -/- presentan un menor porcentaje de diferenciacion hacia el linaje neuronal.
Asimismo, el menor porcentaje de células positivas para DXC en la SVZ de animales
adultos c-fos +/+ y c-fos -/- indica una disminucion de la poblacion de neuroblastos en
los animales c-fos -/- en comparacion a los c-fos +/+, lo cual sugiere que las células
madres neurales adultas c-fos -/~ de la SVZ presentan una menor tendencia a diferenciar
a inter-neuronas del bulbo olfatorio en comparacion a la condiciéon wi.

Estudios previos indican que la diferenciacion de la linea celular de
feocromocitoma de rata PC12 al fenotipo neuronal requiere de la presencia de c-Fos
(Sassone-Corsi, Der et al. 1989; Gil, Bussolino et al. 2004). Los resultados presentados
aqui indican que si bien c-fos no resulta esencial para la diferenciacion neuronal de las
células madres/progenitoras neurales, su ausencia afecta la diferenciacion de las
mismas. c-Fos también ha sido involucrada en la diferenciacion de otros tipos celulares

(Muller, Curran et al. 1985; Distel, Ro et al. 1987; Matsuo, Owens et al. 2000) por lo
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que su sefial podria ser postulada como una sefial conservada en la diferenciacion
celular.

Como se menciond anteriormente, las células neuronales post-mitéticas de la
corteza cerebral en desarrollo se originan por actividad de dos poblaciones celulares
progenitoras (las RGCs y las IPCs). Para analizar estas poblaciones celulares utilizamos
los marcadores Sox2, factor de transcripcion expresado en las RGCs y en las IPCs
tempranas, y Tbr2, expresado en la poblacion de IPCs. En el caso de Tbr2 no
observamos diferencias ni en el nimero ni en la distribucion de la poblacion de células
positivas para este marcador. No obstante, el nimero total de células Sox2 positivas en
relacion al numero total de células presentes en una determinada area de la corteza
cerebral en desarrollo, resultdo ser mayor para el caso de los El14.5 c-fos -/- en
comparacion a los E14.5 c-fos +/+. En particular, el incremento en el numero de células
positivas para Sox2 se observa en la region correspondiente a la SVZ (#bin 8 a 10) y se
puede relacionar a la menor diferenciaciéon neuronal observada en los E14.5 c-fos -/~

Las células progenitoras neurales experimentan divisiones tanto de tipo
simétricas como asimétricas, lo que les permite generar un gran nimero de diferentes
tipos celulares. La orientacion del plano de clivaje es uno de los factores que influye en
la herencia de determinantes celulares y por ende en el destino de las células hijas. Un
modelo que permite predecir el destino de las células hijas en la neocorteza de
mamiferos se encuentra basado en la orientacion del plano de clivaje. Divisiones
celulares con un plano de clivaje perpendicular a la superficie ventricular (division
vertical) son predictivas de ser divisiones simétricas (pueden ser neurogénicas o
proliferativas). mientras que divisiones con un plano de clivaje con una orientacidén
paralela a la superficie ventricular (division horizontal) son predictivas de divisiones
neurogénicas asimétricas. Si bien en invertebrados la particion de los componentes
celulares, que depende de la orientacion del plano de clivaje, determina el rasgo
adquirido por las células hijas (Knoblich 2008; Siller and Doe 2009), en mamiferos la
contribucion de la orientacion del plano de clivaje no es tan directa ya que la disrupcion
de dicha orientacion puede conducir a una gran variedad de fenotipos (Fietz and Huttner
2011; Peyre and Morin 2012; Shitamukai and Matsuzaki 2012). Diversos estudios han
demostrado la implicancia de moléculas que regulan la orientaciéon del huso mitotico en
el destino de las células hijas. Es asi por ejemplo que la pérdida de funcion de la
proteina ASPM (Proteina asociada a microtibulos) en el telencéfalo en desarrollo de

ratones conduce a la aparicion prematura de células con caracteristicas neuronales en el
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plato cortical (Fish, Kosodo et al. 2006). Asimismo, la disrupcion del gen de la
Huntingtina (Godin, Colombo et al. 2010), del gen Tctex-1 (codifica para una dineina)
(Gauthier-Fisher, Lin et al. 2009) o del gen CDK5RAP2 (codifica para una proteina que
regula la actividad de la quinasa dependiente de ciclina 5) (Buchman, Tseng et al.
2010), también resultan en una diferenciacion neuronal prematura. Todas estas
condiciones alteran la regulacién de la orientacion del plano de clivaje por lo que se
postula que la diferenciacion neuronal prematura observada puede ser consecuencia de
una mayor frecuencia de divisiones con una distribucion asimétrica de los dominios
apicales de membrana. Esto determina un incremento en el nimero de células que
abandonan la zona ventricular e inician una diferenciacién neuronal temprana.

El angulo de division mitético de las RGCs que se dividen a nivel de la
superficie apical es predominantemente vertical en los E14.5 ¢-fos -/- en comparacion a
la condicion wr. Este resultado indica que las RGCs c-fos -/~ presentan una mayor
tendencia a la expansion de la poblacion progenitora en detrimento de la diferenciacion
neuronal. El detrimento de la diferenciaciéon neuronal se observa en la disminucién de la
poblacion de células neuronales post-mitdticas mientras que la expansion de la
poblacion progenitora se refleja en el mayor nimero de células Sox2 positivas a nivel de
la SVZ de E14.5 c-fos -/-.

En los tltimos afios se determino la presencia de una nueva poblacion de células
progenitoras en la SVZ, las cuales fueron denominadas células progenitores de la VZ
ectopicos o RGCs ectopicas (0RGCs). Estas células presentan una gran similitud con las
RGCs, ya que comparten la expresion de una serie de marcadores, pero carecen del
contacto con la superficie apical aunque mantienen el contacto con la superficie pial.
Esta poblacion celular fue inicialmente descripta en la corteza de mamiferos
girencefalicos (Hansen, Lui et al. 2010) y asociada a la evolucion del cerebro
lisencefalico al girencefalico, pero posteriormente fue identificada en el cerebro de
roedores (Shitamukai, Konno et al. 2011; Wang, Tsai et al. 2011). En el caso de
roedores, esta poblacion celular es muy pequefia pero su actividad resulta ser muy
importante en los cerebros mas evolucionados. El incremento en el nimero de células
Sox2 positivas en los E14.5 c-fos -/~ podria relacionarse con un incremento de esta
nueva poblacion de células progenitoras oRGCs recientemente descripta. Esto Gltimo
podria ser evaluado mediante el estudio detallado de la morfologia de las células

progenitoras conjuntamente con el uso de marcadores especificos.
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Se espera que el incremento en la poblacion de células Sox2 postivas en relacion
al niimero total de células en la corteza cerebral de E14.5 c-fos -/- en comparacion a la
de E14.5 c-fos +/+ se vea reflejado en un incremento de la poblacion de neuronas post-
mitoticas. No obstante, el espesor de la region positiva para BllI-tubulina en la corteza
cerebral de E16.5 resulta ser menor en la condicion ko en comparacion a la condicion
wt. Si bien resulta llamativo, estas tltimas observaciones podrian estar relacionadas al
incremento en el nimero de células apoptoticas presentes en la corteza cerebral de
E14.5 c-fos -/- en comparacion a los E14.5 ¢-fos +/+, como lo muestran los ensayos de
inmunomarcacion para caspasa clivada-3. Dicho incremento resulta de un mayor
numero de células apoptoticas, en particular, a nivel de la VZ de la corteza cerebral de
E14.5 c-fos -/-, una zona en la cual se encuentran localizadas células progenitoras
positivas para el marcador Sox2.

El hallazgo de un mayor niimero de células apoptoticas en la corteza cerebral de
E14.5 c-fos -/~ que en c-fos+/+ resulta llamativo si se considera que al menos en
neuronas completamente diferenciadas, c-Fos presenta una funcién pro-apoptotica mas
que anti-apoptotica (Curran and Morgan 1995; Chen, Shen et al. 2015), aunque el rol de
c-Fos en apoptosis depende de su “partner” en el complejo AP-1 (Suda, Itoh et al.
2014). Aun restan estudios que permitan determinar si diferentes combinaciones de
componentes del complejo AP-1 o diferentes co-activadores, actuando sobre un mismo
promotor dependiente de AP-1 regulan genes especificos en forma diferencial. Elaborar
conclusiones claras acerca del rol fisiologico que c-Fos pueda ejercer en la regulacion
de la apoptosis en neuronas diferenciadas, en diferenciacion o en progenitores atun no
determinados, resulta complicado basados en la diversidad de funciones con las que ésta
proteina ha sido asociada.

La mayor muerte celular en la poblaciéon de células progenitoras y el menor
nimero de células neuronales post-mitéticas en la corteza cerebral de E14.5 c-fos -/-
respecto de los E14.5 c-fos +/+, plantea los siguientes interrogantes: ;la capacidad de
diferenciacion neuronal de las NSPCs c-fos -/~ se encuentra realmente disminuida? o ;es
la mayor muerte celular de la poblacion progenitora la causante de la menor poblacion
de neuronas post-mitoticas en la condicion ko? La respuesta es que ambas situaciones
ocurren concomitantemente, la mayor muerte celular en la corteza de E14.5 c-fos -/~
claramente contribuye a la menor diferenciacion neuronal observada en la condicion ko
en comparacion a la condicion wt. Asimismo, algunas observaciones también permiten

proponer que las NSPCs c-fos -/~ presentan menor capacidad de diferenciacién neuronal
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en comparacion a las NSPCs c-fos +/+: - el andlisis del angulo de division mitdtico
sugiere una mayor tendencia a la expansion de la poblacion progenitora (incremento en
el poblacion de células Sox2 positivas) con detrimento de la diferenciacion neuronal en
la condicion ko; - los ensayos de diferenciacion a partir de cultivos primarios de la
corteza cerebral en desarrollo muestran un menor porcentaje de diferenciacion neuronal
en el caso de E14.5 c-fos -/~ en comparacion a la condicion wr.

La duracion del ciclo celular es otro parametro de fundamental importancia para
la generacion de las diferentes neuronas del plato cortical (tanto en numero como tipo
neuronal), por lo que cambios en este parametro generan alteraciones en la neurogénesis
(Caviness, Goto et al. 2003; Chang, Chen et al. 2013). Durante el desarrollo de la
corteza cerebral, el compromiso al linaje neuronal de las células precursoras esta
asociado a un incremento en la duracion de la fase G1 y una reduccion en la duracién de
la fase S debido a una disminucién en los requerimientos de control de la calidad del
ADN. Al analizar el nimero de células en mitosis no se observan diferencias
significativas entre los E14.5 c-fos +/+ y c-fos -/-, aunque los ensayos de inyeccion dual
con EdU y BrdU indican un mayor numero de células en fase S en la condicion ko
[incremento en el namero de células EAU(+)BrdU(+)]. Estos resultados sugieren que la
duracién del ciclo celular de las células madres/progenitoras neurales c-fos -/~ es
diferente al de las células madres/progenitoras c-fos +/+. En este sentido, los ensayos de
citometria mediante marcacion con ioduro de propidio indican que luego de cuatro dias
de iniciado el cultivo de las NSPCs, un mayor porcentaje de células c-fos -/~ se
encuentran en fase S del ciclo celular en detrimento del porcentaje de células en fase
G1. Teniendo en cuenta resultados previos que indican que la duracion del ciclo celular
de las NSPCs resulta similar tanto in vivo como in vitro (Shen, Wang et al. 2006) y que
al dia cuatro de cultivo celular menos del 40% de las NSPCs se encuentran en fase S del
ciclo celular (Callaghan, Dong et al. 1999), los resultados obtenidos sugieren que la
duracion de las diferentes fases del ciclo celular en las NSPCs c¢-fos -/- es diferente al de
las NSPCs c-fos +/+, con un incremento en la duracion de la fase S y una disminucion
en la duracion de la fase G1. Esta observacion resulta interesante, por lo que es
necesario profundizar en el estudio de la duracion del ciclo celular de las NSPCs en la
condicion ko (Takahashi, Nowakowski et al. 1995), como asi también analizar la
expresion de diferentes proteinas involucradas en el control del ciclo celular, como p27,

p21 y diferentes ciclinas.
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- Rol molecular de c-Fos durante la neurogénesis embrionaria.

Para establecer cudl de las funciones de c-fos estd involucrada en la
determinacion de las diferencias observadas en la neocorteza en desarrollo, es decir, si
es por medio de su funcion como activador de la sintesis de lipidos o como factor de
transcripcion tipo AP-1 (Cardozo Gizzi and Caputto 2013), ambas actividades fueron
examinadas a partir de extractos de la corteza cerebral en desarrollo de E14.5 c-fos +/+
y c-fos -/-. No se encontraron diferencias significativas en la marcacion de fosfolipidos
in vitro entre ambos genotipos, incluso después del agregado de c-Fos recombinante al
medio de ensayo. Esto indica que la maquinaria de sintesis de fosfolipidos se encuentra
sintetizando los componentes de membrana a una tasa lo suficientemente alta como para
ser independiente de la activacion mediada por c-Fos. En concordancia con esta ultima
hipétesis, el contenido de membranas del reticulo endoplasmico, donde la sintesis de
fosfolipidos tiene lugar mayoritariamente, y de Golgi, es significativamente mayor en la
corteza cerebral en desarrollo que en la corteza cerebral de animales adultos, en donde
el agregado de c-Fos recombinante si afecta a la marcacién in vitro de fosfolipidos
(Silvestre, Maccioni et al. 2009).

Por otro lado. evaluamos el contenido del factor de transcripcion AP-1 en
extractos nucleares de la corteza cerebral de E14.5 c-fos +/+ y c-fos -/-. Una mayor
intensidad de la banda correspondiente al complejo AP-1/ADN se observo en los E14.5
c-fos -/- en comparacion a la condicion wr, sugiriendo un mayor contenido de complejo
AP-1 en la condicion ko. La forma candnica del complejo AP-1 es el hetero-dimero
entre c-Jun y c-Fos, una combinacién que resulta ser la mas estable y se une mas
fuertemente a su secuencia consenso en el ADN comparado a los homo-dimeros de Jun
(Halazonetis, Georgopoulos et al. 1988; O'Shea, Rutkowski et al. 1989; O'Shea,
Rutkowski et al. 1992). La ausencia de c-Fos no afecta la expresion de las proteinas Jun
en la corteza cerebral de embriones [como se muestra para c-Jun en el presente trabajo y
en Ciapponi L (2002)], por lo que los homo-dimeros de Jun pueden formarse en los
animales c-fos -/-. Si bien no se obtuvieron evidencias que indiquen que homo-dimeros
de Jun estén reemplazando al hetero-dimero Jun/Fos en los embriones mutantes,
evidentemente los homo-dimeros no pueden compensar la falta de la proteina c-Fos, lo
cual se evidencia en el fenotipo de los animales c-fos -/-, indicando la necesidad de su

presencia para el normal desarrollo y crecimiento de los ratones (Johnson, Spiegelman
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et al. 1992; Wang, Ovitt et al. 1992). Una explicacion posible al requerimiento de c-Fos
para un fenotipo normal de raton puede surgir de la observacion de que, ademas de la
menor estabilidad de los homo-dimeros Jun respecto a los hetero-dimeros Jun/Fos, los
dominios de transactivacion de c-Fos y c-Jun actian sinérgicamente en la regulacién de
la expresion de genes en forma mas eficiente que los homo-dimeros Jun (van Dam and
Castellazzi 2001). Esto soporta la idea de que funciones bioquimicas distintas y
complementarias de c-Fos y c-Jun determinan su funcion como reguladores
transcripcionales (Abate, Luk et al. 1991).

También pueden formarse hetero-dimeros AP-1 entre las proteinas Jun y los
otros miembros de la familia de proteinas Fos (Fra-1, Fra-2, FosB). Los dimeros AP-1
resultantes usualmente tienen tanto funciones que se superponen como funciones unicas
tejido-especificas (Milde-Langosch 2005). Al analizar la expresion de Fra-1, se observo
su ausencia, tanto en los embriones c-fos +/+ como c-fos -/-, aunque si se detecté la
presencia de Fra-2. No obstante no se observaron evidencias de la presencia de dimeros
AP-1 que contengan Fra-2 en su composicion ni en los embriones c-fos +/+ ni en los c-
fos -/-. Todavia restan estudios que permitan determinar si diferentes combinaciones de
componentes AP-1 regulan genes especificos involucrados en la diferenciacion neuronal
en forma diferencial o si una unica combinacion de componentes AP-1 juega un rol mas
general en la regulacion de la expresion de varios genes (Yoon, Kim et al. 2013),
generando un escenario muy complicado para el estudio de los distintos dimeros AP-1 y
el resultado de su actividad en las células de mamiferos. Un estudio mas detallado de la
capacidad regulatoria de los distintos factores de transcripcion AP-1, que contienen y no
contienen c-Fos, podria ayudar a entender las diferencias fisiologicas observadas en los

animales analizados.

- Breve estudio de la neurogénesis en la SVZ de animales adultos c-fos+/+ y c-fos-/~.

La neurogénesis adulta es un proceso que ocurre en dos regiones del cerebro
adulto de mamiferos: la region subgranular del giro dentado y la region sub-ventricular
(SVZ) ubicada a lo largo del ventriculo lateral. Existe un gran interés en poder entender
los mecanismos moleculares y celulares que regulan la neurogénesis en el adulto (Suh,
Deng et al. 2009) debido al potencial terapéutico de las células madres neuronales

adultas (Miller 2006; Okano 2012). Recientemente, la sefial mediada por ERK5 MAPK
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ha sido postulada como la tnica candidata en regular el proceso de diferenciacion
neuronal en la region sub-granular del giro dentado (Pan, Zou et al. 2012).

En el caso de la SVZ las células madres neuronales residentes se denominan
células tipo B y derivan de la poblacion de RGCs presentes durante el desarrollo
embrionario. Las mismas pueden estar en estado de quiescencia o ingresar al ciclo
celular para dar lugar a las células amplificadoras transcientes (células tipo C), las
cuales posteriormente originan las células tipo A o neuroblastos. Los neuroblastos
migran hacia el bulbo olfatorio y una vez alcanzado el mismo, diferencian a
interneuronas.

El analisis de cortes coronales del cerebro adulto de ratones evidencié que la
SVZ de animales c-fos -/~ presenta un menor tamafio que la SVZ de animales wt.
Asimismo, los ensayos de incorporacion con BrdU muestran que un menor porcentaje
de células se encuentran en fase S del ciclo celular en la condiciéon ko. Esto ultimo,
sumado al menor porcentaje de células positivas para el marcador de neuroblastos
(DXC) en la SVZ de animales c-fos -/-, sugiere una menor actividad neurogénica en la
condicion ko. Atn resta profundizar con estudios que permitan por ejemplo, determinar
si existen diferencias en la poblacion de células madres neurales, si las mismas expresan
c-Fos al salir del estado de quiescencia, si c-Fos regula la capacidad de diferenciacion
neuronal de las células madres neuronales adultas, etc. Teniendo en cuenta las
alteraciones en el aprendizaje y la memoria que los animales c-fos -/~ presentan,
resultaria interesante estudiar el proceso de neurogénesis en la region subgranular del
giro dentado, debido a que las neuronas generadas en este sitio se integran localmente y

participan en los procesos de aprendizaje y memoria.

- Comentarios finales

Los resultados del presente trabajo muestran que la proteina c-Fos participa,
mediante su funcion como factor de transcripcion AP-1, en la regulacion del desarrollo
normal de la corteza cerebral murina, ya que su ausencia en los animales c-fos -/~ genera
una corteza cerebral adulta de menor tamano al normal. Estas observaciones, sumadas a
estudios anteriores realizados en estos animales, permiten, una vez mas, destacar la
importancia del proto-oncogén c-Fos en la homeostasis tisular y en el desarrollo normal.

Las diferencias en el tamafio de la corteza cerebral entre animales c-fos +/+ y c-

Jfos -/- comienzan a ser evidentes en estadios tempranos del desarrollo embrionario,
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permanecen a lo largo del mismo y resultan claramente evidentes en la adultez. Estas
diferencias resultan ser la consecuencia de la concomitancia de diferentes eventos
incluyendo el incremento en el indice de apoptosis y la disminucion en la tendencia a la
diferenciacion neuronal de las células madres/progenitoras neurales (NSPCs) c-fos -/-,
con la consecuente reduccion de la poblacion de neuronas post-mitoticas observada al
analizar la corteza cerebral de E14.5. Teniendo en cuenta la importancia de una
adecuada regulacion del ciclo celular para que la neurogénesis transcurra en forma
normal (Pilaz, Patti et al. 2009; Lim and Kaldis 2012), las modificaciones en la duracion
de las distintas fases del ciclo (en particular en la fase G1 y S) en la poblacion de células
progenitoras c-fos -/~ podrian ser responsables de la menor neurogénesis y la mayor
muerte celular observada en la corteza cerebral de E14.5 c-fos -/~ en comparacion a los
E14.5 c-fos +/+. El estudio del ciclo celular de esta poblacion mediante ensayos in vivo
resulta complejo desde el punto de vista experimental. Es por ello que en principio se
proyecta comparar el comportamiento de esta poblacién a través del uso de cultivos de
neuroesferas mediante: ensayos de marcacion con ioduro de propidio a diferentes dias
de cultivo (Alam. Sen et al. 2004) y luego del arresto celular con la proteina
morfogénica de hueso tipo 4 (BMP4) (Sun, Hu et al. 2011), y ensayos de western blot
que permitan comparar la expresion de algunas de las proteinas involucradas en la
regulacion del ciclo celular (p21, p27, cdk4, cdk2).

Por otro lado, si bien la ausencia de c-Fos disminuye la capacidad de
diferenciacion neuronal de las NSPCs c-fos -/-, las mismas no se encuentran
imposibilitadas de diferenciar a neuronas post-mitoticas. Es por ello que resultaria
importante determinar si la ausencia de c-Fos afecta la diferenciacion hacia un tipo
neuronal particular, teniendo en cuenta el gran interés que existe en tratar de establecer
los factores que participan en el control de la diferenciacion hacia tipos neuronales
especificos (Pluchino, Zanotti et al. 2005; Martino and Pluchino 2006).

Si bien el mecanismo molecular directo responsable de las diferencias
observadas no ha sido estudiado, se pudo determinar que la falta de c-Fos durante el
desarrollo embrionario modifica el contenido y la composicion del factor de
transcripcion AP-1 entre animales c-fos +/+ y c-fos -/~, por lo que es posible postular
diferencias en la expresion de genes involucrados en el comportamiento de las NSPCs
durante la neurogénesis como el factor responsable de las alteraciones observadas a lo
largo del desarrollo de la corteza cerebral de embriones c-fos -/~. El estudio de la

expresion de genes involucrados en la diferenciacion neuronal y muerte celular por
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apoptosis mediante ensayos de microarray en muestras obtenidas a partir de NSPCs c-
fos +/+ y c-fos -/-, podria arrojar datos interesantes acerca de los genes regulados, ya

sea directa o indirectamente, por c-Fos.

- Resumen

f‘\ CORTEZA
CEREBRAL
fase G1 fase G2'M ADULTA
L J
L

E14.5 c-fos -/- poblacion
progenitora
A\
Incremento del nimero
de células apoptoticas
A
I 1
fase S
fase G2'M
fase G1
Indicios de un incremento en
L ool el nempo de duracion de la
mamero de céluals en e e
fa fase S y disminucion de la
se S v G2 temprana fase G1
\ Célula Radial Glial \ Célula apoptotica

@ Célula Progenitora Intermedia  § Célulaenfase S

\ Célula neuronal post-mitdtica | Célula en fase G2
Célula en fase G1

Figura 41

Resumen de las principales diferencias observadas al comparar la corteza cerebral de E14.5 ¢-fos +/+ y ¢-
fos -/-. Las modificaciones en la duracion de las distintas fases del ciclo celular podrian resultar en un
incremento de la muerte celular por apoptosis y una menor tendencia a la diferenciacion neuronal de las
NSPCs ¢-fos -/- . generando una corteza cerebral adulta de menor tamafio comparada a la condicién wr.
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MATERIALES Y METODOS

- Animales

Ratones heterocigotas para la mutacion nula en el proto-oncogén c-fos (c-fos +/-
)(129X1/Sv] * C57BL/6J) fueron adquiridos en la empresa The Jackson Laboratory.
Estos animales fueron cruzados para conseguir animales knock-out para el proto-
oncogén c-fos (c-fos -/-) (Johnson, Spiegelman et al. 1992). La determinacion del
genotipo de la progenie de estos cruzamientos fue realizada mediante PCR utilizando
los siguientes primers:

FKO1 5-GAGCAACTGAGAAGACTGGATAGAGCCGGC-3’

FKO2 5-GGAGAGCCCATGCTGGAGAAGGAGTCG-3’

PNI1 5-GGCGAGGATCTCGTCGTGACC-3"

Los primers FKO1 y FKO2 amplifican un fragmento del alelo wt de c-fos,
mientras que los primers FKO2 y PN1 permiten detectar el alelo mutante para el proto-
oncogén c-fos.

Todos los animales son de la cepa C57BJ/6J y fueron crecidos bajo condiciones
estandares. Los experimentos fueron desarrollados de acuerdo a las condiciones
establecidas por la Guia de Cuidado y Uso de Animales Experimentales publicado por
el Consulado Canadiense sobre Cuidado Animal y aprobado por el comité local
(Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina, Exp. 15-

99-39796).

- Determinacion del peso total y del porcentaje de peso seco de drganos
procedentes de animales adultos.

Animales c-fos +/+ y c-fos -/- fueron monitoreados en peso luego del destete y
entre los 2-4 meses de edad fueron sacrificados por dislocacion cervical, algunos de sus
organos (higado, rifdn, pancreas, ovarios y testiculos) fueron extraidos y conservados
en tampon fosfato salino 10mM (PBS 10mM) fria. El peso total de cada dérgano fue
evaluado y una fraccion de peso conocido de cada uno de ellos fue sometida a
desecacion al vacio, hasta alcanzar peso constante. Teniendo en cuenta el peso inicial de

la fraccion de drgano sometida a desecacion y el peso final alcanzado luego del secado,
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se calculo el porcentaje de peso seco para cada 6rgano. Cada 6rgano fue evaluado por

triplicado.

- Comparacion del tamafio celular de células obtenidas a partir de 6rganos
procedentes de animales adultos.

Para realizar la comparacion del tamafio celular de células procedentes de la
sangre, se realizo la extraccion de la misma a partir de la cola de animales c-fos +/+ y c-
fos -/~ de entre 2-4 meses de edad. La sangre fue heparinizada (para evitar la
coagulacion de la misma) y posteriormente evaluada por citometria de flujo, en donde
se analizaron los parametros Side Scatter (SSC-A) y Foward Scatter (FSC-A).

Para el caso del analisis de higado y rifion, una fraccion de los mismos fue
disociada primero mecanicamente y luego mediante el tratamiento en solucién de
tripsina 0,25% durante 10° a 37°C bajo agitacion. Posteriormente se inactivo la tripsina
y las muestras fueron filtradas a través de una malla de 40um de diametro de poro. La
suspension obtenida fue enjuagada dos veces en solucion de PBS 10mM vy finalmente
analizada mediante citometria de flujo al igual que las muestras de sangre. En todos los

casos se evaluaron 4 animales por cada genotipo.

- Cuantificacion de nicleos totales en la corteza cerebral adulta

Siete animales adultos (de entre 2 a 4 meses de edad) de cada genotipo (c-fos
+/+ y c-fos -/-) fueron sacrificados por dislocacion cervical, sus cerebros fueron
extraidos y fijados en solucién de para-formaldehido (PFA) al 4% durante 15-30 dias.
Luego del periodo de fijacion las cortezas cerebrales fueron extraidas, pesadas y una
fraccion (de peso conocido) separada para su posterior procesamiento. A partir de esta
fraccion de muestra, se preparé una suspension de nucleos mediante disociacion
mecéanica en solucion de Citrato de Sodio 40mM vy Tritén X-100 al 1%. Esta solucion
produce la lisis del plasmalema preservando la envoltura nuclear intacta (Herculano-
Houzel and Lent 2005). Se utilizo 1mL de solucion de lisis por cada 100mg de tejido
procesado.

Luego de la disociacidbn mecéanica, se tomoé una alicuota de 30uL de la

suspension nuclear y se le agregd 150uLl. de una solucion de Ioduro de Propidio (PI) en
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PRS 10mM, para su posterior analisis mediante citometria de flujo. Para cuantificar el
nimero total de nicleos Pl positivos dos pardmetros fueron analizados: Side Scanter
{S8C-A) v P1 (PI-A). Este andlisis permite establecer la region cormrespondiente a los
nucleos Pl positivos evitando la influencia de los restos celulares derivados del
procesamiento de las muestras (Young, Flaherty et al. 2012}, Todas las muestras fueron
procesadas por duplicado.

- Obtencidn de embriones de 13.5 (E13.5), 145 (14.5) v 16.5 (E16.5) dias de
pestacion

Los ratones hembras jovenes presentan cualro etapas en su ciclo estral: estro,
metaestro, diestro y proestro. Hembras o-fos +/~ en estado de estro (etapa del ciclo estral
en cual las hembras sc muestran receptivas al apareo) fueron puestas a cruzar con
machos o-fox +/~ durante la tarde. a la mafiana del dia siguiente fueron separadas. La
medianoche durante la cual se mantuvieron juntos machos v hembras se considerd el dia
cero (0) de prefiez. Las hembras cruzadas fueron controladas v al dia 13.5 (E13.5), 14.5
{E14.5) 0 16.5 (E16.5) de gestacion fueron sacrificadas y sus embriones extraidos.

Los embriones se mantuvieron en PBS 10mM hasta su procesamiento. Para
determinar el penotipo de cada embrion se fomaron muestras de sus extremidades.
dichas muestras se manfuvieron a -20°C hasta realizar la extraceion de DNA para su

postenior genotificacion por PCR.

= Ensayos de inveccion dual con EdU vy BrdU

Hembras predadas a los 14.5 dias de gestacion fueron invectadas por via
intraperitoneal (1) con 100pL de una solucién Tmg/mL de EdU (Life Technologies). A
las dos horas de inyeccion con EdU se realizo una inveccion [P con 200ul de una
solucion Smg/ml de Brdl (Life Technologies), Luego de transcurnidos 30 minutos de
la dltima inyeccidn, los embriones fueron sacrificados v sus cerebros extraidos para su

posterior procesamiento por inmunofluorescencia.

106



Materiales v Métodos

- Obtencién de eerchros embrionarios para su  posterior andlisis  por
inmunofluorescencia

Embriones de 13.5 (E13.5), 14.5 (E14.5) 0 16.3 (E16.5) de gestacion fueron
sacrificados ¥ sus cerebros extraidos v fijados durante 24 horas a 4°C en
paraformaldehido (PFA) al 4%. Luego, las muestras fueron transferidas a PBS 10mM v
conservadas a 4°C duranie al menos 48 horas antes de ser procesadas,

Luego de ser fijados, los cerebros embrionarios fueron deshidratados e incluidos
en parafina utilizando el procesador Tissue-Tek (VIP, Leica). Para el andlisis
histologico de las muestras se realizaron cortes coronales de Spm de espesor utilizando
un microtomo RM 2125 RT Leica ¥ los cortes fueron montados sobre portachjetos con
carga positiva.

Los cortes coronales de tejido cerebral embrionario fueron tratados con las
siguigntes soluciones para realizar la de-parafinacidn, hidratacion v posterior activacion
antigénica de las muestras:

1- 3 lavados de 57 en tolueno

2- 2 lavados de 37 en etanol al 100%

3- 2 lavados de 3" en etanol al 95%

4- 2 lavados de 3" en etanol al 70%

a- | lavado de 5" en HaO

6- Activacién antigénica mediante dos lavados de 10 en solucion de citrato de
sodio 10mM (pho) en microondas a una potencia de 620W

1« Luego de dejar enfnar los vidnos, se realizo un enjuasgue durante 5" en H:O ¥

s¢ procedio a realizar la inmunomarcacion.

- Inmunofluorescencia de tejido embrionario

Luego de realizar la activacidn antigénica de los cortes coronales incluidos en
parafina, las muestras fueron hlogueadas en solucion de PBS 10mM suplementada con
7.5% de suero de cabra v 7.5% de suero fetal bovino (solucion de bloquec) durante una
hora a temperatura ambiente, Postenormente, los cortes fueron incubados toda la noche

en camara himeda a 4°C con el anticuerpo primario correspondiente diluido en solucion
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de blogueo. Los anticuerpos primarios utilizados con sus correspondientes diluciones se

indican eén la tabla 1.

Anti-cleaved caspase-3 Conegjo 1:2000 Gt | Cell Signaling
Anti-Thr2 Congjo 1:200) ah23345 Abcam
Anti-Thrl Conejo 1:200 Ab3194() Abcam

Anti-Phospho-HistoneH3 | Ratdn 1:200 G706 Cell Signaling
(Serlih)
E Anti-filll-tubulin {TLU.J1) Conejo 1:204 MRB-435P Covanie
Anti-MAPZ | Rawn 1:200 MAB3418 | Chemicon
Anti-Sox2 Raton 1:200 4900 | Cell Signaling
Anti-Sox2 | Conejo 1:200 ARSH03 Chemicon
Anti-NeuN " Raton 12200 MAB377T | Millipore
Anti-Nestin Raton ;200 556309 BD
Phammingen
—_—
Tabla 1. Anticuerpos primarios  uiilizados en  inmunoflucrescencia  de  tejido
embnonario.

Para la deteccion de EAU y Bedl. luego de realizar la activacion antigénica los
cortes fueron permeabilizados con soleeion de Trtdn X-100 0.5% en PBS 10mM
durante 107 a temperatura ambiente v luego fucron procesados para la deteccion de EdL
sigutendo las indicaciones del fabricante (Click-iT EdU Alexs Fluor 488 imaging kit.
C103237, Life Technologies). Luego del revelado de EdU, los cortes fueron tratados
durante 30" a 37°C con una solucién 0.5mp/mlL de DNasa, Posteriormente los corles
fueron enjuagados en solucién de PBS 10mM e incubados con anhicuerpo pnmano anti-
Brdl! {preparado en selucion de blogueo, dilucidn 1:300, RPN20AB. Amersham)
durante toda la noche a 4°C.

Después del tratamiento con el anticuerpe primarie, las muestras fucron
enjuagadas tres veces en PBS 10mM (5 minutos por lavado) ¥ posteniormente incubadas
durante una hora en oscuridad con el anticuerpo secundario apropiado conjugado a un
fluorocromo Alexa (Alexa Fluor 594 o 488, dilucidn 1:500 en PBS 10mM. Life

Technologies). Luego las muestras fueron enjuagadas en PBS 10mM e incubadas
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durante diez minutos 8 temperatura ambiente con 4' G-diamine-2-fenilindol (DAPI)
para conseguir la tincidn nuclear, Finalmente los cortes fueron montados en medio de
montaje para fluorescencia (Fluoromount; Southern Biotechnologies Associates) y
examinados utilizando un microscopio de epifluorescencia (Olympus BXS51) con un
objetivo de 40X. Las imdgenes fueron analizadas utilizando el software Photoshop
{Adobe).

Todos los marcadores evaluados fueron analizadoes a nivel de la regidn dorso-

medial de la cortera cerebral en desarrollo {Takahashi, Mowakowskl et al. 1995),

- Medicidn del espesor de Ia corteza cerebral en desarrollo

El espesor todal de la coreza fue determinada en cortes coronales (Sum de
espesor) tefiidos con DAPL. Las mediciones tueron realizadas en dos regiones diferentes
de ambos hemisfernios comparando cones de la misma posicion antero-posterior. Para
cada embridn analizado se realizaron tres mediciones de cada hemisferio. Diez

embriones de cada genotipo fueron evaluados.

- Cuantificacion de células en mitosis v apoptosis

El nimero de células en mitosis {positivas para el marcador Fosfo-Histona H3
(H3P)) presentes en la regidn dorso-medial de la cortera cerebral fue cuantificado v
diferenciado de acuerdo a su localizacién como: apical {mitosis superficial) o basal
(mutosis no superficial), Cada embridn fue analizado cuantificando cuatro a cinco
secciones diferentes, la longitud de cada seccion analizada fue medida v los resultados
expresados como el nimero de nbcleos positives para H3P/100pm de longitod. Las
células apoptoticas fueron identificadas por su micles picndtico ¥ su tincion positiva
para caspasa clivada-3, Los nicleos apoptdticos fueron cuantificados de acuerdo a su
localizacion en: zona ventricular (VZ), zona sub-ventricular (5VZE), zona intermedia
(£} o plato cortical (CP). La longitud v ¢l espesor de cada region analizada fue medida
y los resultados expresados como numero de células positivas para caspasa clivada-

3/0,1 mm?” de superficie ventricular,
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- Coantificacion de marcadores celulares

Para la cuantificacidon de las células positivas para Sox2, Thi2. Thrl, MAP2,
Edl/ v BrdU se analizd un sector de 100pm en su dimension medial-lateral y de Spm
(comespondiente al espesor de cada corte) en su dimension rostro-caudal. Dicho sector
fue dividido utilizando una prifls que posee 18 rectangulos de 10pm de altura en su
dimension radial. Los rectingulos (bins) fueron enumerados v alineados de modo tal
que el rectangulo N° 1 (#bin 1) se encuentra adyacente a la superficie vemricular, con
su lado de mayor longiiud paralelo a la superficic (Figura 42). El nimero de células
positivas para cada marcador fue cuantificado en cada rectingulo v los resultados
expresados como el nimero de células positivas para cada marcados vs su posicion (#
bin} o como el mamero de células positivas en la superficie total de la grilla utilizada
(180um x 100pm}), segin se indica en cada figura, Para cada embrion se analizaron
entré 3 a 4 sectores consecutivos. El mimero de animales unlizados en los distintos

analisis s¢ indica en la levenda de cada figura.

Figura 42, Grilln utiliznda para ln coantificaciion de los distinbos marcadores examinados.

Cores coronales fueron anabizados en o regiin dorso-medial de la cortezn cerebral en desarrollo. La
grilla utihizado presenta [00pm de loogined en su dimension medial-lateral v estd dividida en 18
rectangubes (bins) de [Dpm de aliurs en su dimension radial, La grilla foe alineadis de tal forma que el
rectingube N7 1 {#bin 1) s encuentra adyacente o b superficse ventricular, con su lado de mayor longitud

|1:|.'r.'|1'|,:'|n ala -:I.i'p-k'ﬂ]li-lﬂ.'

El espesor de la region correspondiente a las células neuronales diferenciadas y a
células determinadas a diferenciar hacia el lingje neuronal, fue determinado utilizando la

tincién de cortes coronales con el marcador BIII-Tubulina. Las mediciones se realizaron
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en dos regones diferentes de ambos hemisterios comparando cories de la misma
posicién anlero-posterior. Para cada embrion se realizaron tres mediciones en ambos

hemisferios,

- Orientacion del dngulo de division mitdtico

La orientacion del dngulo de division mitdtico fue cuantificado utilizando el
programa Image] (Godin, Colombo et al. 2010). La orientacion de las cromatidas
hermanas fue determinada trazando una linea que conecta el comienzo y ¢l final de cada
cromédtida. El plano de clivaje fue definido como la linea media entre las dos lineas
anteriormente graficadas. El dngulo formado entre el plano de clivaje v la linca paralela

a la superficie ventricular fue medido.

= Disociacion del telencéfalo de E14.5 para la obtencion de cultivo de células madre
progenitoras neurales (NSPCs)

Hembras prefiadas a 14.5 dias de gestacion (E14.5) fueron sacrificadas por
dislocacidn cervical ¥ sus embriones tueron extraidos. Los embriones se mantuvieron en
solucion salina de HBSS (por sus siglas en inglés HBSS: Hank's Balanced Sali
Solution) hasta la disociacion de sus cerebros. Bajo lupa se realizd la extraceion del
telencéfalo, el cual fue disociado mecanicamente en DMEM/F12 ( Dulbecco's Modified
Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12, Life Technologies). La suspension obtenida fue
centrifugada a 200xg durante 5 minutos v enjuagada dos veces en DMEM/F12. Luego
del dltimo lavado las células feeron filtradas a través de un filtro de 30um (nimero de
catdloge 130-041-407, Miltenyi Biotec), cuantificadas v sembradas en la densidad

adecuada de acuerdo al ensayo a realizar.

= Cultive de neuroesferas

Las NSPCs Ffueron cultivadas en medio libre de suero compuesto por
DMEM/F12 suplementado con 20ng/mL de bFGF (basic Fibroblast Growth Factor, Life
Technologies), 20ng/mL de EGF (Epidermal Growth Factor, Sigma), B27 (Life

Technologies) ¥ 100pg/mL de penecilina’estreptomicina como antibidticos. Para la
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expansion de las NSPCs 100células/uL. fueron sembradas en placas de baja adherencia e
incubadas a 37°C en una atmosfera de 5% de CO2. Las neuroesferas fueron disociadas
con tnpsing 0,05% durante 5 minutos a 37°C. Luego de la mcubacion la tripsina fuc
removida v las células fueron disociadas mecanicamente en DMEM/F12. cuantificadas

y sembradas para los ensavos comrespondientes.

= Ensave de proliferacion de neuroesferas

La proliferacion de las NSPCs fue medido mediante ensayos de incorporacidn de
timidina tritiada {("H-T) (Yang, Ellis et al, 2008) a los 7, 14 v 21 dias de cultive
posteriores a la disociacién de los cerebros embrionarios, Dos dias anteriores a la
medicion | 3000 celulas en 100uL de medio completo fueron sembradas en placas de 96
wells. El dia correspondiente a la medicion 1pCi de "H-T fue agregado a cada well y las
células fueron incubadas por 6 horas a 37°C en una atmosfera de 5% de CO2. Las
celulas fueron cosechadas en papel de fibra de vidrio. los cuales luego fueron secados y
colocados en viales conteniendo ImL de liquido de centelleo. Cada muestra fue medida

por quintuplicado v se ensayaron al menos 6 embnones de cada genotipo.

- Apoptosis

[a cuantificacion de la apoptosis en las NSPCs fue realizada a los 7, 14 y 21 dias
de cultivo postenores a la disociacion de los cerebros embrionaries. utilizando tincidn
de Anexing vV de acuerdo a las indicaciones del fabricante (FITC Annexin V/Dead Cell
Apoptosis Kit, numero de cataloge V13242, Molecular Probes). Previo a la tincién las
ctlulas fueron disociadas en una suspension de células dnicas. Anexina V marca células
en apoptosis ¥ necrosis pere las células necrdticas son excluidas mediante la marcacion
con loduro de Propidio (PI). E] nimero de células marcadas fue cuantificado mediante

citometria de Aujo.

- Ensayo de auto-renovacion y multipotencialidad

La capacidad de auto-renovacion de las NSPCs se evalud mediante ¢l ensayo

clonal de formacion de colonias, en el cual se determina la proporcion de células que
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son capaces de formar una nueva esfera. Para ello, una suspension de células dnicas
obtenidas a partir de neuroesferas primarias (NS 1™™) (obtenidas luego de 7 dias de
cultive en suspensidn) fue sembrada en placas de 96-well con 50 v 100 eélulas por well
(Gomez-Nicola. Valle-Argos et al. 2011). Luepo de 7 dias de cultivo, las nuevas
neurcesferas fueron visualizadas bajo microscomo de epiﬂufrrescencin- fnln-gmﬁadns-
cuantificadas v su didmetro medio determinado con la ayuda del programa Imagel.
Cada muestra fue evaluada en 100 wells independientes v los resultados fucron
representados como ¢l promedio def nimero de neuroesferas sccundarias (NS 2™ Vwell,
Se analizaron 4 embriones por cada genotipo.

Para evaluar la multipotencialidad de las NSPCs, una suspension dnica de
células fue sembrada sobre slice de & wells cargados con poli-L-lisina en presencia de
Suere Fetal Bovino al 10% y ausencia de factores de crecimiento (EGF v bFGF),
250000 células'well fueron cultivadas a 37°C en una atmosfera de 5% de CO2Z. Luego
de 7 dias de cultive las células fueron sometidas a inmunofluorescencia para la

deteccion de los tres linajes celulares: astrocitos, oligodendrocitos v newronas.

= Ensayo de formacion de colonias (NCFCAssayv: Newural Colony Forming Cell
Assav)

A partir del telencéfalo de embriones se obtuvo una suspensidn de células (nicas
la misma fue sembrada en un medio especial {StemCells Technologies), el cual contiene
2mg'ml de EGF (sigma), | Ong‘'ml de bFGF {Invitrogen) v 30%: (v/v) de colageno {(Stem
cell Technologies). Las células fueron sembradas en placas de 35mm o una
concentracion de 7500 células/placa e incubadas por 3 semanas a 37°C en una
atmosfera de 5% de CO2, Los cultives fueron suplementados semanalmente con
factores de crecimiento, de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Luego de
transcurnido los 21 dias de cultive las colonias son visualizadas bajo microscopio de
epifluorescencia v fotografiadas para su postenor cuantificacion vy medicion. El tamafio
de las colomias fue medido wtilizando el programa Imagel. De acuerdo a su tamafio las
colonias fueron divididas en cuatro rangos de tamafo: menor a 0.5mm, entre 0,5-
|.Omm, entre I.0-20mm y mayores a 2.0mm. Todas aquellas colonias mayores a
2 0mm de diametro se considera que provienen de una célula madre, mientras gue

aquellas colomias que poseen un diametro menor a 2,.0mm se considera que provienen
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de progenitores newrales { Louis, Rietze et al, 2008), Los resultados fueron representados

en un grafico de columnas como % de colonias por rango de tamaiio,

- Marcacion in vitre de fosfolipidos

A partir de cultives de NSPCs o de la cortera cerebral en desarmollo de E14.5 se
prepararon homogeneizados totales en H2O, la disociacion completa de las muoesiras se
obtuve luege del sonicado de las mismas, La concentracion de proteinas en estos
homogenatos fue determinada por el método de Bradfond.

Para realizar la marcacion in vitre de fostolipidos se incubaron £0pg de
proteinas de homogenato total durante | hora a 37°C en 100pL. de medio conteniendo:
140mM NaCl, 5mM KCIL 05mM MgCli, 56mM Glucosa, 64mM HEPES ph 7.5
(buffer de resccion) v 6x10° cpm de “P-ATP-y como fuente de fosfato radicactive
factividad 3000 Ci'mmol a concentracion 10mCi'mL, Perkin Elmer). Donde es
indicada. se agregd a la mezcla de reaceidn 80ng de ¢-Fos recombinante. La obtencion
posterior de los fosfolipidos fue realizada de acuerdo al método va descripto por Guido
y Caputto (Guido and Caputto 1990),

La reaccion de marcacion fue detenida mediante la adicion de 100pl. de la
mezcla dcido tricloroacético: dcido fosfotimpstico (TCA:PTA) 10:1 (v/v) v posterior
centrifugacion a 3200rpm durante 157 a temperatura ambiente. El sobrenadante fue
descartado v el precipitado (que contiene lipidos v proteinas) nuevamente resuspendido
en ImL de TCA: PTA 3:0.5 {v/v). Este procedimiento se repitid 5 veces v el dltimo
lavado fue realizado con ImL de Ha0. E] precipitado final fue resuspendido en 1mL de
solucion de cloroformo: metanol 2:1 (v/v) de manera de solubilizar los lipidos presentes
v dejar precipitadas las proteinas. Luego de aplicar un vortex, la muestra se centrilugd y
¢l sobrenadante se transfirio a viales en donde se evapord hasta sequedad, Una vez
evaporado ¢l sobrenadante, se agregd Iml de liguido de cemelleo {OptiPhase-HiSafed,
Perkin Elmer), se agitd vigorosamente por al menos 27 cada vial ¥ se midieron las cpm
en contador de centelleo.

Cada muestra fue evaluada por guintuplicado v log resultados fueron expresados
como %o de marcacion respecto al control, considerando el control la muestra we sin el

agregado de proteina recombinante.

114



Materiales v Métodos

- Ensayo de movilidad electroforética (EMSA)

Las proteinas nucleares fueron preparadas siguiendo un método modificado de
Schreiber (Schreiber, Martthias et al. 1989). Cortezas cerebrales en desarrollo de E14.5
fueron homogeneizadas en 400uL de solucion A fria (10mM HEPES ph 7.9, 1.5mM
MgClo. 10mM KCL, 0.5mM DTT, 0,5mM PMSF, cocktail inhibidor de proteasas (# |
719 386, Roche)). El tejido fue disociado mecinicamente ¢ incubado durante 157 en
hielo. Luego se agrego 20ul de una solucion de NP-40 al 108, se aplico vortex por
107" y se centrifugd la muestra 307" a 6400rpm. El precipitado fue resuspendido en
120pul. de solucion B fria (20mM HEPES ph 7.9, 1,5mM MgCl, 420mM NaCl, 0.2mM
EDTA, 25% (v/v) glicerol, 0,5mM PMSF, cocktail inhibidor de proteasas (# 1 719 386,
Roche)) ¥ se aplicd vortex por 10", La muestra se incubd en hielo durante 30,
aplicando vortex cada 5°. Finalmente la muestra fue centrifugada por 10° a 12000rpm,
el sobrenadante conteniendo las proteinas nucleares fue guardado a -70°C v su
concentracidn determinada mediante ¢l método de Bradford.

Para la deteccion del complejo AP-1 se utilizd una sonda doble cadena de DNA
conteniendo la secuencia consenso AP-1 (# 3050, Promega), la cual fuc marcada
mediante fosforilacion con quinasa T4 utilizando “P-ATP-y como fuente de fosfato
radicactive (actividad 3000 Ci'mmol a concentracion 10mCi/mL, Perkin Elmer) segin
tas indicaciones del fabricante. La remocion del radioactive no incorporado se realizo
utilizando columnas G-25 (# 27-5325-01, Amersham). El porcentaje de incorporacion
de P en la sonda v la actividad de la sonda AP-1 marcada (AP-1*) (cpmiul) fue
determinada mediante medicion de radioactividad en contador de centelleo.

Los extractos nucleares con la sonda marcada fueron incubados 207 en hielo en
una selucion de 20uL de volumen final conteniendo; 10pg de proteina nuclear, 1TmM
MgCly, 0.5mM EDTA, 0,5mM DTT, 10mM Tris-HCI, 0.5mg/mL BSA, 10% Ghicerol y
10000epm de AP-1*. Para los ensayos de competicion se utilizo sonda AP-1 fria a una
concentracion 100 veces mavor que la sonda marcada,

El estudio de la composicion del complejo AP-1 se realizd mediame la
incubacidn en hielo durante 90" de los extractos nucleares con 2 pl. de anticuerpo
especifico (anti-c-Fos (sc-52, Santa Cruz), anti-Fra2 (sc-604, Santa Cruz) o anti-c-Jun

(5c1694, Santa Cruz)) previo al agregado de la sonda marcada.
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Las muestras se comieron en geles no desnaturalizantes de acnlamida:
bisacrilamida (60:1) al 4%, en buffer Tns-Borato-EDTA a una concentracion (L.5X. La
comida se realizo a 150V durante W' o hasta observar el frenle de cornda a 3/4 del
micio del gel, para la observacion del frente de corrida se sembrd en una calle 2pl. de
butfer de siembra con colorante.

Lucgo de la comda ¢l gel fue secado al vacio durante 45° a 80°C v
posteniormente expuesio en un casselle con pantalla sensible al radioactivo en cuestion
(BAS 2340, FujiFilm) por 24 horas aproximadamente. La pantalla fue visualizada
utilizando el equipo FLA 3000 ( FugiFilm),

= Western Blot

Se realizaron extractos totales de proteinas a partir de NSPCs o de tejido cerebral
utilizando buffer RIPA modificado (10mM Na;HPO,; 150mM NaCl; 2mM EDTA; 1%
NP-40; % Deoxicolato de Na; 0,1%5D5) suplementado con cocktail inhibidor de
proteasas (# 1 719 386, Roche). Las muestras fucron disociadas mediante sonicado y
luepo incubadas durante 307 en hielo. Posteriormente se centrifugd a 13200rpm por 107
a 4°C v se tomd el sobrenadante en donde se determind la concentracion de proleinas
mediante el método de Bradford.

Para cada corrida se utilizaron 40pp de proteinas totales las cuales fucron
desnaturalizadas por calentamiento durante 5° en buffer de siembra (50mM TrisHC1 ph
6,8, 2%8EDS, 0,1% Azul de bromofenol, 10% Glicerol, 100mM p-Mercaptoetanol), La
cormda se realizdé en peles SDS-Page con una concentracion final de acrilamida:
bisscrlomida (29.2:0,8) del 12%, bajo condiciones reductoras v en buffer de corrida
Tris-Glicina. Luego de la separacidn electroforética, las proteinas fueron transferidas a
membranas de nitrocelulosa (Sigma) durante 707 a 300mA en buffer de corrida
suplementado con metanel a una concentracion final de 30% (v/v). Luego de la electro-
transferencia se procedid a blogquear la membrana por | hora a temperatura ambiente en
solucion de leche al 5% (p/v) en PBS 10mM. A continuacidn la membrana fue lavada
tres veces en solucion de PBS 10mM-Tween 0,05% {viv).

Las membranas fueron incubadas con el anticuerpo primario correspondiente
{ Tabla 11} en solucion de leche al 29 en PBS 10mM-Tween 0,05% (v/v) durante 16
horas a 4°C,
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ANTICUERPD ESPECIE DAL TOM CATA EMPRESA

Anti-c-Fos Congjo 11000 sc-52 Santa Cruz
Anti-u- Raton 13000 DMIA Sigma
tubulina
Anti-c-Jun Congjo 1:250 sc-1 694 | Santa Cruz
Anti-Fra2 Congjo | 1:250 T se-604 Santa Cruz
Anti- Conejo | ;300M} GROIS Sigma
|  GRPTHBIP
Anti-GM130 Raton 1:200 610822 BD
| Biosciences

Tabla 1. Anticugrpos primanos utilizados en los ensayos de Western Blot

Al dia siguwiente las membranas se enjuagaron tres veces en solucion de PBS
[0mM- Tween L05% (v/v} v fweron mcubadas con el anticuerpo  secundano
correspondiente (Tabla [11) preparado en solucion de PBS 10mM durante 1 hora a

temperatura ambiente v protegdo de la luz.
Finalmente las membranas fueron enjuagadas tres veces en solucion de PBS

| 0mM-Tween 0,05% v una vez en solucion de PBS 10mM, para posteriormente ser

reveladas utilizando el sistema de deteccion Infra-roja Odissey (Infrared Imaging
System, Li-Cor).

ANTICUERPO DILUCTION CATALOGO

anti-raton Cabra | :2 50} 9(:--22 10 Li-Caor
IR Dy BODCYY Bioscience
anti-ratién Cabra 125000 026-68070 Li-Cor
IRDye 6BOCW Bioscience
anti-conejo Cabra | 1:25000 926-32211 |  LiCor |
IR Dve BOOCW Bioscience
anti-conejo Cabra [:25000 926-32221 Li-Cor
IH Dve GRIMCW Bioscience

Tahla Il11. Anticuerpos secundarios wiihizados en los ensavos de Western Blog
™ A
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= Administracion de BrdU en animales adultos

Ratones adultos de entre 10 a 12 semanas fueron inyvectados por via IP con 50mg
de BrdU/kg de peso corporal (concentracion de la solucion inyectada: Smg'mL BrdU).
S¢ realizo una inveccion cada dos horas durante 10 horas (5 invecciones en total).
Treinta minutos luego de la dltima inveccion los animales fueron anestesiados (con
solucion de ketamina-silacina) y perfundidos a través del corazén por la aora
ascendente con 20mL de PBS 10mM, seguido de 25-50mL PFA al 4% en PBS 10mM.
Los cerebros fueron extraidos, hjados por dos horas a 4°C en PFA al 4% v finalmente
transferidos a una solucién de sucrosa al 109 en PBS 10mM conteniendo azida sodica
al 0.01%. Los cerchros se mantuvieron en esta altima selucion por al menos 48 horas a
4*C. Luego los cerebros fueron congelados rapidamente en aire liguido y se realizaron
cortes coronales de 10pm de espesor en criostato {Leica CM1900). Los cortes fueron
montados sobre vidnos cargados positivamente.

= Inmnunofluorcseencia de cerebros adulios

Los cortes coronales de los cerebros adultos fueron bloqueados en solucitn al
10% de suero de caballo en PBS [0mM suplementado con 0.2% de Tween2(0 durante
30" a temperatura ambiente, Posteriormente, los cortes fueron enjuagados tres veces con
PBS 10 mM (5 minutos por lavado) v tratados durante 30" a 37°C con una solucion
0.5mg/ml. de DNasa. Luego los cortes fueron enjuagados en solucion de PBS 10mM e
incubados durante toda la noche a 4°C con la solucion de anticuerpo primano preparada
en solucidn de blogueo: anti-BrdU (dilucién 1:300, RPN2ZOAB, Amersham) v anti-DXC
{dilucion 1:100, C-1%, Santa Cruz).

Despuds del tratamiento con ¢l anticuerpe primario, las muestras fueron
enjuagadas res veces en PBS 10mM (5 minutos por lavado) v posteriormente incubadas
durante una hora en oscuridad con el anticuerpo secundario apropiado conjugado a un
fluorocromoe Alexa (Alexa Fluor 594 o 488, dilucion 1:500 en PBS 10mM, Life
Technologies). Las muestras fueron enjusgadas en PBS 10mM ¢ incubadas durante diez
minutos a temperatura ambiente con 4° 6-diamino-2-fenilindol (DAPI) para conseguir
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la tincion nuclear. Finalmente los cortes fueron montados en medio de montaje para

flucrescencia { Fluoromount; Southem Biotechnologies Associates).

- Andlisis de la SVZ de adultos

Después de procesados los cortes coronales de cerebro adulto fueron
examinados utilizando microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse Ti v varias
imagenes representativas fueron tomadas, para posteriormente ser analizadas utilizando
el programa [magel.

Para la cuantificacion del nimero de células positivas para Brdl y DXC en fa
SVZ, el nivel al cual la comisura anterior converge con la linca media (Bregma - (1,14}
fue wsado como referencia para definir el borde caudal de la SVZ. Varos cories
coronales en direcciom rostral (cawdal-rostral) a partir de este punto, fueron tomadas
entre las posiciones 0.14-0.6mm aproximadamente {la zona completa que contiene a la
SVZ se encuentra entre el bregma 0.14-1.54mm) (Azim, Fiorelli et al. 2012). El nimero
lotal de cclulas en el borde lateral de la SVZ (definidas por su tincidn con DAPI), ¢l
nimero de células DXC y Brdl] positivas fueron cuantificadas en 4 cortes de cada
animal analizado. Los resultados se representaron como el porcentaje de células

posilivas para cada marcador en relacion al total de células cuantificadas.

- Andlizis estadistico

El andlisis estadistico de los datos fue realizado utilizando el programa
Graphpad Prism (Version 5.0c) mediante la aplicacion del Test t con cormreccion de
Welch o ANOVA doble con test de Bonferroni. segin se indica en la leyenda de cada
fipura. Nivel de significancia: ***p<0.001, **p<0.01 y *p<{.05.
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