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1. RESUMEN.

Numerosos estudios han demostrado que el mesencéfalo y el cerebelo se
desarrollan a partir de una region del tubo neural limitante entre ambos. Esta
region es un centro de sefalizacion denominado organizador istmico. Entre
otros genes, el factor de crecimiento fibroblastico 8 (FGF8) ha sido implicado

como componente clave de la actividad de sefalizacion para otros territorios.

En este Trabajo de Fin de Grado se ha estudiado la funcién de FGF8 en el
desarrollo del istmo de raton utilizando diferentes enfoques. Por un lado, se ha
utilizado un enfoque de inactivacion condicional de FGF8 en el istmo, utilizando
mutantes knockout condicionales en los que FGF8 solo esta ausente en la

region istmica, y por otro lado, se han estudiado mutantes Fgfg"®®"®

en los que
la cantidad de FGF8 se ha visto reducida hasta un 40% de la actividad normal
en todo el encéfalo. En ambos mutantes se observé cambios drasticos en las
estructuras mesencefalicas (coliculo superior e inferior) y rombencefalicas
(cerebelo), pudiendo asi concluir que FGF8 forma parte de una compleja red
reguladora de genes que es esencial para la supervivencia celular en la region

del istmo.
2. INTRODUCCION

El Sistema Nervioso es, junto con el Sistema Endocrino, el rector y coordinador
de todas las actividades conscientes e inconscientes del organismo. Esta
formado por el sistema nervioso central o SNC (encéfalo y médula espinal) y
los nervios (el conjunto de nervios es el sistema nervioso periférico o SNP). El
Sistema Nervioso permite la relacién entre nuestro cuerpo y el exterior, ademas

regula y dirige el funcionamiento de todos los érganos del cuerpo.

Durante el desarrollo temprano del cerebro se produce una serie de
combinaciones de factores de transcripcion y moléculas secretadas al espacio
extracelular, que actian de forma orquestada para dar lugar a la morfologia y
funcién del cerebro como lo entendemos. La carencia de alguna de estas

informaciones lleva consigo alteraciones que bien pueden ser sutiles o



importantes y que provocan que nuestro cerebro desencadene una serie de
malfuncionamientos y neuropatologias que van desde crisis nerviosas
esporadicas a epilepsias cronicas, trastornos bipolares, esquizofrenias,

autismos, Parkinson o Alzhéimer entre otras.

Es por tanto fundamental entender como se relacionan entre si estas moléculas
y qué importancia tienen durante las fases tempranas de desarrollo
embrionario. Entre ellas, se encuentra el morfégeno FGF8 (factor de
crecimiento fibroblastico 8), el cual tiene un papel fundamental en la

especificacion y desarrollo del tubo neural.

En concreto mi proyecto experimental de Trabajo de Fin de Grado se ha
basado en entender el papel de este morfégeno en la region que divide el
mesencéfalo y rombencéfalo, prestando mas atencion a la region dorsal

rombencefalica que constituye el cerebelo.

El interés por este proyecto del estudio de la embriologia experimental radica
en la prevalencia de las enfermedades del SNC relacionadas con la alteracién
de movimientos y los procesos cognitivos, a la dificultad para tratar dichas
enfermedades y al elevado coste que supone para la sociedad los
medicamentos existentes para paliar la sintomatologia de estas patologias.

Por ello, el estudio de como se desarrollan inicialmente el cerebro y de las
moléculas que intervienen en este proceso es de gran importancia. El cerebelo
se encuentra implicado en estos trastornos y es por tanto, la estructura elegida

y de interés para este trabajo.
2.1. ANATOMIA DEL CEREBELO.

El encéfalo estd formado de rostral a caudal por las siguientes subdivisiones:
prosencéfalo secundario, diencéfalo, mesencéfalo y rombencéfalo (ver Figura
1).
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Figura 1. Formacion de las vesiculas encefélicas a partir del tubo neural rostral.

El rombencéfalo esta formado por el cerebelo (objeto de estudio de este

Trabajo de Fin de Grado), el puente y el bulbo raquideo.

El cerebelo adulto es una estructura del sistema nervioso central que esta
localizada en la fosa craneal posterior y se encuentra cubierto en la parte
superior por la tienda del cerebelo. Subyace al I6bulo occipital y temporal de la
corteza cerebral. Es la parte mas grande del rombencéfalo y ocupa una
posicion anterior al cuarto ventriculo, dorsal al puente (o protuberancia) y a la
médula oblongada (o bulbo raquideo). El cerebelo tiene forma oval y esta
constrefiido en su parte media. Consiste en dos hemisferios cerebelosos
unidos por el vermis estrecho y medial. Esta conectado al tronco del encéfalo

por pedunculos cerebelosos

Fosa Romboidea

(superiores, medios e

Infe“ores) y eSté. le'dldO en Peduinculo Cerebeloso Superior

Lingula Cerebelosa

Cépsula del Nucleo Dentado
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Pedinculo Cerebeloso Superior Puente

El cerebelo se compone de

una cobertura externa de

Pirdmide

sustancia gris denominada

Hemisferios Cerebelosos

corteza, y de sustancia blanca

Figura 2. Anatomia exterior del cerebelo humano.

Amigdala Cerebelosa



interna (ver figura 2). Incluidas en la sustancia blanca de cada hemisferio
existen tres masas de sustancia gris que forman los ndcleos profundos del
cerebelo (de medial a lateral: nucleo del fastigio, globoso, emboliforme y
dentado). La sustancia gris se puede dividir en tres capas: capa externa o

molecular, capa media o de células de Purkinje y capa interna o granulosa.

Aunque el cerebelo representa aproximadamente el 10% del volumen del

cerebro contiene mas del 50% del nimero total de neuronas en el cerebro®.

2.2. DESARROLLO EMBRIONARIO DEL CEREBELO Y DEL TUBO
NEURAL.

La organizacion del sistema nervioso central (SNC) en vertebrados surge de la
accion concertada de sefales morfogenéticas durante la etapa de gastrulacion
temprana de los embriones en desarrollo. La gastrulacion avanza
rostrocaudalmente, mantenida por su centro proliferativo en el extremo anterior
de la linea primitiva, nudo de Hensen, considerado como el organizador
embrionario, ya que libera sefiales morfogenéticas fundamentales para el
destino que adoptaran los componentes de las tres hojillas embrionarias. En
esta etapa el embrion consta de tres capas germinales: ectodermo, mesodermo

y endodermo.

Durante el proceso de neurulacion se produce la elevacién progresiva de las
crestas neurales, formando primero un canal neural y luego llegando a cerrarse
por adhesién y fusion de los dos bordes que se encuentran mutuamente en la
linea media dorsal (ver figura 3). La neurulacion debe culminar con la
transformacién del canal neural en un tubo neural completamente cerrado, ya
qgue de lo contrario no resultara compatible con la vida, al quedar expuesto su

interior a efectos toxicos del liquido amnidtico (existen anomalias congénitas

! Kandel E.R, Schwartz J.H, Jessell T.M. Principios de neurociencia. 42 Edicion. Madrid, Espafia; Editorial McGraw-Hill;
2001.



por fallo de la neurulacién, como la espina bifida o la anencefalia)®. Los bordes
del canal neural elevados se encuentran y fusionan primero en una zona
media, prospectivamente mesencefalica. Quedan por tanto zonas abiertas
transitoriamente al exterior- por delante y por detras- que son los neuroporos
anterior y posterior, respectivamente. El cierre del tubo neural progresa en
ambas direcciones hasta completarse, primero rostralmente (hacia el dia 25 del

desarrollo) y algo mas tarde caudalmente.

Figura 3. Neurulacion: fases de canal y tubo neural®®.

2.2.1. REGIONALIZACION DEL TUBO NEURAL Y ORIGEN DEL
CEREBELO.

La induccién de los diferentes territorios rostrocaudales del tubo neural lleva a
una especificacion génica diferencial de la identidad regional. Antes del cierre
completo del neuroporo anterior aparecen ya las vesiculas Opticas. Poco
después de la primera aparicion de las vesiculas épticas, se distinguen las tres

vesiculas primarias cerebrales:

1. El prosencéfalo primario, que comprende toda la porciébn anterior
dilatada del tubo, incluyendo a las vesiculas 6pticas como diverticulos
laterales.

2. El mesencéfalo o vesicula intermedia.

2 Puelles Lépez L, Martinez Pérez S, Martinez de la Torre M. Neuroanatomia. Madrid, Espafia; Editorial Médica
Panamericana; 2008.



3. El rombencéfalo o regibn mas caudal del encéfalo, que consta desde
un principio de 3 vesiculaciones independientes, 2 hemisferios

cerebelosos y una vesicula impar, el vermis (ver figura 1).

El avance de los procesos de crecimiento y especificacion genética de las
partes del tubo neural conduce a la subdivision de las vesiculas primarias en
segmentos 0 neurdémeros, particularmente en el prosencéfalo (prosdémeros) y

en el rombencéfalo (rombdmeros).

En el rombencéfalo, los segmentos se denominan romboémeros (R) que desde
la region anterior hacia la posterior se conocen como RO (el istmo) y R1-R7,
seguidos por los pseudorombomeros R8-R11. Los pseudorombdémeros no
estan visiblemente delimitados, como ocurre con los rombomeros, pero
comparten otras propiedades de delimitacion molecular e histogénica con ellos.
En estos elementos se producen poblaciones neuronales que aparecen de
forma mas o menos repetitiva en cada uno de ellos, lo cual nos indica la
organizaciéon metameérica clara de esta parte del sistema nervioso central. Sin
embargo, cada uno de estos rombémeros va a presentar un desarrollo propio y
diferenciado de los restantes, debido a su particular identidad molecular. Este
proceso de segmentacion rombencefalica esta regulado por la expresion de
genes llamados Hox que codifican informacion posicional a lo largo del eje

anteroposterior®.

El istmo y los rombémeros 1 y 2, daran lugar a la regién prepontina o
istmocerebelosa del tronco encefalico adulto (incluye al cerebelo, formado a
partir de la placa cerebelosa dorsal en istmo, R1 y R2). Los rombdémeros 3y 4
formaran estrictamente la protuberancia o regiébn pontina. Los ultimos
rombémeros R5-R7 y los pseudorombémeros formaran el bulbo raquideo

adulto® (ver figura 4).

3 Le Douarin NM, Grapin-Botton A. Genetic control of rhombencephalon development by Hox genes studied in bird
embryo by the quail-chick chimera method. C R Seances Soc Biol Fil. 1997; 191(1):29-42.

4 Marin F, Puelles L. Morphological fate of rhombomeres in quail/chick chimeras: a segmental analysis of hindbrain
nuclei. Eur .J. Neurosci. 1995; 7(8): 1714-38.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grapin-Botton%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9181126
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9181126
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Figura 4. Flexuras cerebrales y particion dorsoventral y anteroposterior del encéfalo®?.

Como hemos visto anteriormente, el cerebelo maduro se compone de dos
hemisferios cerebelosos y el vermis situado entre estos hemisferios. El vermis
es parte de la placa alar RO y la placa del techo de RO y R1, mientras que los

hemisferios pertenecen a la placa alar R1®.

El limite topografico entre el mesencéfalo y el rombencéfalo es la constriccion
istmica o istmo. Co-localiza con el territorio istmico prospectivo (R0), tal como
se define desde el principio por la expresion de la molécula secretada conocida

° Dastjerdi F.V, Consalez G.G, Hawkes R. Pattern formation during development of the embryonic cerebellum.
Front.Neuroanat. 2012; 6 (10).



como factor de crecimiento de fibroblasto 8 (Fgf8)®. Por otra parte, factores
de transcripcion homeodominio de la familia Engrailed Enl y En2 se expresan
desde el principio en el neuroepitelio primordial del cerebelo y del mesencéfalo
y ambos estan implicados en la formacion del tectum del mesencéfalo y el

cerebelo®,
2.2.2. REGIONES TRANSVERSALES (SUBDlVlSION ANTEROPOSTERIOR)

La regionalizacion transversa o anteroposterior del neuroeje comienza
temprano, desencadenada por el organizador primario y prosigue mediante la
aparicién de sucesivos organizadores secundarios y terciarios a nivel de las
fronteras entre los territorios neuroepiteliales molecularmente contrastados que
se van especificando. Asi, la regionalizacion avanza por subdivisiones
sucesivas de territorios iniciales mas amplios, regulada por mecanismos de
informacion posicional, sefializacion difusible, interacciones intercelulares y
proliferacion diferencial. Se explica asi la aparicion inicial de protovesiculas que

luego se subdividen en neurémeros®.

La progresiva caudalizacion de la placa neural puede seguirse a través de la
expresion del gen Otx2 (Figura 5), el cual codifica un destino neural rostral
(prosencéfalo y mesencéfalo)®. En fases muy tempranas, este gen aparece
expresado practicamente en la totalidad de la placa neural. Mas tarde, su
dominio de expresion parece irse reduciendo progresivamente hacia delante, al
especificarse y desarrollarse las porciones prospectivamente mas caudales del
neuroeje (rombencéfalo y médula espinal), codificadas por la expresion de
genes homeobox como Gbx2 y la familia de los genes Hox>. Por tanto, las
areas de subdivision anteroposterior de la placa neural mas tempranas

conocidas comprenden por un lado el bloque de prosencéfalo y mesencéfalo

6 Chi C.L, Martinez S, Wurst W, Martin G. R. The Isthmic organizer signal FGF8 is required for cell survival in the
prospective midbrain and cerebellum development. Front.Neuroanat. 2003; 130: 2633—-44.

! Shamim H, Mahmood R, Logan C, Doherty P, Lumsden A, Mason |. Sequential roles for Fgf4, Enl and Fgf8 in
specification and regionalisation of the midbrain. Development. 1999; 126: 945-59.

8 Martinez S, Puelles E, Puelles L, Echevarria D (2012). Molecular regionalization of the developing neural tube in the
mouse nervous system. Front.Neuroanat. 2012: 2—18.

° Hidalgo-Sanchez M, Millet S, Bloch- Gallego E, Alvarado-Mallart R. M. Specification of the meso-isthmo-cerebellar
region: the Otx2/Gbx2boundary. Brain Res Brain Res Rev. 2005; 49(2):134-49.



prospectivos, y, por otro, el rombencéfalo y la médula espinal prospectivos
(Figura 4).

N Tubo neural

Figura 5. Aparicién temprana de limites moleculares transversales en placa y tubo neural®.

Se piensa que el didlogo intercelular en la frontera entre los territorios iniciales
Otx2 y Gbx2 positivos desencadena la aparicibn de un organizador neural
secundario®®, conocido como el organizador istmico del que se hablara mas
adelante. La presencia continuada de estas diversas bandas de expresion
génica a través de la neurulacion y de la morfogénesis secundaria del tubo
neural (aunque las bandas se van estrechando progresivamente) indica la
permanencia de la actividad organizadora durante largo tiempo. Dicho
organizador incluye fuentes de sefiales difusibles que pasaran a los territorios
vecinos rostrales y caudales, afectando inductivamente su desarrollo ulterior.
Estas sefales se establecen de forma gradiental espaciotemporal, en
correlacion con la actividad proliferativa del organizador. El analisis de la
secuencia de efectos inductivos iniciada por FGF8 indica que esta molécula en
primer lugar desencadena la formaciéon de un pequefio organizador istmico
ectopico (ver figura 6), el cual luego desarrolla su efecto habitual, crecimiento y

determinacion del destino histogenético segtin localizacion®.

10 Katahira T, Sato T, Sugiyama S, Okafuji T, Araki I, Funahashi J; et al. Interaction between Otx2 and Gbx2 defines
the organizing center for the optic tectum. Mech.Dev. 2000; 91: 43-52.



ORGANIZADOR iSTMICO

Fgf8

Embrién normal

Figura 6. Estructura molecular del organizador istmico®.

2.2.3. MORFOGENESIS SECUNDARIA DEL CEREBELO.

A partir de la forma segmentada del tubo neural se llega a la forma adulta del
SNC. Uno de los motores basicos de estas transformaciones tardias es la
progresiva restriccion de la capacidad proliferativa del tubo neural a los
territorios dorsales y, en menor medida, en ciertas regiones ventrales
paramedianas. Como resultado general, las estructuras de origen dorsal crecen
mucho mas y llegan a formar una parte desproporcionadamente grande del
cerebro adulto. El crecimiento tardio ventromedial produce gran parte del
hipotdlamo. A este efecto de proliferacion diferencial se suma la migracion
tangencial de grandes poblaciones neuronales desde el labio rémbico™ (el
borde dorsal de la pared neural del rombencéfalo, donde se inserta la tela
coroidea), las cuales se desplazan activamente a varias posiciones
secundarias en la regidon ventral del tubo neural, donde generan sendos
relieves (ndcleos pontinos, oliva bulbar). Finalmente, el crecimiento de grandes
paquetes de fibras cerca de la superficie contribuye igualmente a moldear la
forma final del cerebro. Se produce también el adelgazamiento de la pared del

tubo neural en ciertos lugares, formando telas coroideas.

1 Fink A.J, Englund C, Daza R.A, Pham D, Lau C, Nivison M; et al. Development of the deep cerebellar nuclei:
transcription factors and cell migration from the rhombic lip. J. Neurosci. 2006; 26 (11): 3066—76.
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Las telas coroideas a la larga se diferencian
en los plexos coroideos, donde se segrega el
liquido cefalorraquideo. En el rombencéfalo,
se forma tela coroidea en el techo de todos
los rombdémeros, asi como en los
pseudorombOmeros que participan en la
formacion del bulbo raquideo. La tela coroidea
rombencefalica tiene forma romboidea
presentando  su parte mas  ancha
aproximadamente a nivel de los rombomeros
2y 312,

En el borde de la tela coroidea rombencefalica

con el resto de la pared del rombencéfalo

aparece una zona intensamente proliferativa

que es conocida como labio rombico. Es

caracteristico de las neuronas producidas Figura 7. Morfogénesis secundaria
; ] o del cerebelo (crecimiento

aqui en gran ndmero el que migran giterencial y migraciones)®.

tangencialmente bajo la superficie del tubo

neural (los granos del cerebelo).

La morfogénesis del cerebelo se representa en la figura 7. En cortes sagitales
medios vemos cémo la delgada placa cerebelosa que forma el techo del istmo
caudal y de los rombémeros R1 y R2 (salvando la tela coroidea) se engruesa
paulatinamente, al mismo tiempo que queda cubierta por la capa granular
externa. La acumulaciébn de neuronas en los nucleos del cerebro y
particularmente en la corteza del cerebelo causa su lobulacion progresiva hasta
gue adopta al corte la forma caracteristica de «arbol de la vida». En la misma
figura vemos que la insercion de la tela coroidea en el primitivo borde de la
placa cerebelosa permanece sin modificacion, aunque queda cada vez mas

oculta por los I6bulos caudales del cerebelo y el pliegue de la flexura pontina.

12 Puelles L. Morfogénesis temprana del SNC: induccién neural y neurulacion. Cresta neural. Vesiculacion 'y
segmentacion. Incurvacion del eje neural. En: Puelles L, Martinez P, Martinez de la Torre M. Neuroanatomia. Madrid,
Espafia; Editorial Médica Panamericana; 2008. p. 50-8.
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2.2.4. ORIGEN DE LAS POBLACIONES CEREBELOSAS CORTICALES.

El cerebelo es una estructura cerebral Unica dependiente de la sefial de Fgf8 y

de la expresion de genes homeobox Gbx2™.

Un aspecto interesante de la corteza cerebelosa es su citoarquitectura bastante
estereotipada. Los subtipos neuronales estan conectados el uno al otro de la

misma manera, construyendo un microcircuito cerebeloso.

La corteza cerebelosa adulta se lamina en tres capas®. La capa externa o
molecular (MCL), esta formada por numerosas fibras (fibras paralelas; axones

bifurcados de los granos

cerebelosos). Entre estas Parallel fiber Purkinje cell
fiboras se encuentran las
células en cesta, asi Molecular
layer
llamadas porque emiten Purkinje cell
layer
ramas colaterales que
descienden hacia las f:;:';"'"e"
células de Purkinje y se
ramifican a su alrededor,
. Granule cell
formando una especie de
Mossy fiber

nido o cesta. A la capa

/
molecular llegan numerosas  Stellate

cell
fiboras trepadoras (entre  Basketcell
Purkinje cell axon Climbing fiber

otras), procedentes, a Figura 8. Esquema capas de la corteza cerebelosa: capa

. . molecular, capa de células de Purkinje y capa granular.
través de la sustancia P jeycapag

blanca, de la oliva bulbar, y que terminan adhiriéndose intimamente a las
dendritas de las células de Purkinje. La capa media, o de las células de
Purkinje (PCL), se caracteriza por sus notables dimensiones y por el aspecto

de sus células. Se compone de una monocapa de PCs positivas para

13 Hidalgo-Sanchez M, Simeone A, Alvarado-Mallart R.M. Fgf8 and Gbx2 induction concomitant with Otx2 repression is
correlated with midbrain-hindbrain fate of caudal prosencephalon. Development. 1999; 126 (14): 3191-203.
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calbindina. La capa final y mas profunda es la capa granulosa (GCL) y es la
capa mas amplia cerebelosa, compuesta principalmente de células granulares,

asi como de Golgi, Lugaro, y células cepillo unipolares (ver figura 8).

Neuroquimicamente la corteza cerebelosa contiene dos subtipos de neuronas:
glutamatérgicas (granulares y células de cepillo unipolar) y cinco subtipos de
GABAérgicas (Purkinje, Golgi, Lugaro, estrelladas y células de cesta). Los
nacleos profundos del cerebelo contienen tanto interneuronas GABAérgicas y
neuronas de proyeccion glutamatérgicas™®. Existen estudios de mapeado de
destino del cerebelo en desarrollo que han descubierto cuando y dénde nacen
las células y qué rutas migratorias siguen para alcanzar su posicion final. Las
neuronas del cerebelo se generan a partir de dos grandes centros germinales:
la capa externa granular (EGL) y la zona ventricular (VZ). En las ultimas
décadas se ha demostrado que las células granulares son producidas por los
precursores tempranos de células granulares situados en la EGL que se
originan desde el labio rombico (RL), en la interfase del tubo neural dorsal y la
placa de techo extendida del cuarto ventriculo (el plexo coroideo)™®.

2.2.5. MECANISMOS MOLECULARES PARA LA ESPECIFICACION DEL
DESARROLLO DEL CEREBELO. EL ORGANIZADOR ISTMICO.

La evidencia de procesos de regulacion morfogenéticos en lugares especificos
del primordio neural en desarrollo ha dado lugar al concepto de organizadores
secundarios, que regulan la identidad y la polaridad regional de las regiones
neuroepiteliales vecinas. Estos organizadores, secundarios a los que operan en
todo el embrién durante la gastrulacién, generalmente se desarrollan dentro del
neuroectodermo previamente regionalizado en los limites genéticos dados. Su

actividad posterior refina identidades neuronales locales a lo largo del eje

14 Hoshino M. Molecular machinery governing GABAergic neuron specification in the cerebellum. Cerebellum. 2006;
5(3): 193-8.

15Martinez S, Andreu A, Mecklenburg N, Echevarria D. Cellular and molecular basis of cerebellar development.

Front Neuroanat. 2013; 7:18.
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anteroposterior (AP) o eje dorsoventral (DV) y produce la regionalizacion de la

placa neural anterior y del tubo neural®®.

Tres regiones de la placa neural y del tubo han sido identificadas como
organizadores secundarios putativos: la cresta neural anterior (ANR) en el
extremo anterior de la placa neural, la zona limitante intratalamica (ZLI) en el
diencéfalo, y el organizador istmico (ISO) en la frontera mesencéfalo-

rombencéfalo.

La constriccion istmica contiene el ISO que esta implicado en el mantenimiento
del limite mesencéfalo-rombencéfalo y proporciona la polaridad estructural a
las regiones adyacentes a fin de orquestar la diversidad celular compleja del

mesencéfalo (rostral) y el cerebelo (caudal).

El evento molecular mas temprano para la especificacion del I1ISO es la
expresion diferencial en la placa neural de Otx2 en el epitelio rostral y Gbx2 en
el dominio posterior*”. Un miembro de la familia del factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF), Fgf8, es altamente expresado en la parte mas anterior del
rombencéfalo. Ademas, los miembros de la subfamilia FGF8 han demostrado
ser sefiales morfogenéticas que regulan aspectos estructurales del
mesencéfalo, istmo y el desarrollo de R1.

El limite caudal de expresion Otx2 y el limite rostral de Gbx2, por lo tanto,
marcan el limite molecular mesencéfalo-rombencéfalo, contribuyendo asi a
mantener el limite rostral de Fgf8 en el istmo y por lo tanto siendo esencial

para los pasos iniciales del desarrollo del limite mesencéfalo-rombencéfalo.

Por otra parte, la sefial FGF8 podria actuar en el ISO en concierto con otras
moléculas de sefializaciébn, como WNT1, Sonic Hedgehog (SHH) y miembros
de la familia del factor de crecimiento (TGF) —. La actividad morfogenética del

ISO es una consecuencia de una expresion especifica temporo-espacial de las

6 Echevarria D, Vieira C, Gimeno L, Martinez S. Neuroepithelial secondary organizers and cell fate specification in the

developing brain. Brain Res Brain Res Rev.2003; 43 (2): 179-91.

17 Joyner AL, Liu A, Millet S. Otx2, Gbx2 and Fgf8 interact to position and maintain a mid-hindbrain organizer. Curr

Opin Cell Biol. 2000; 12 (6): 736-41.
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sefiales moleculares que regulan la especificacion y el desarrollo estructural de
los territorios neuroepiteliales del mesencéfalo y del cerebelo®.

En el presente trabajo se ha estudiado la morfologia cerebelosa tras las
alteraciones de la expresion génica de Fgf8. La literatura describe que un
gradiente decreciente de concentracion de la proteina FGF8 en la placa alar del
istmo y R1 es fundamental para la supervivencia celular y el desarrollo
diferencial de las regiones del cerebelo. En la placa basal, un gradiente de
FGF8 es crucial para la supervivencia celular.

» Funcién FGFS8.

La proteina codificada por este gen es un miembro de la familia del factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF). Miembros de la familia FGF poseen
actividades mitogénicas y de supervivencia celular, y estan involucrados en una
variedad de procesos bioldgicos, incluyendo el desarrollo embrionario, el
crecimiento celular, la morfogénesis, la reparacion de tejidos, el crecimiento de

tumores e invasion®?,

Como se ha dicho anteriormente, FGF8 es importante y necesario para la
creacion y el mantenimiento del istmo, que desempefia el papel vital de
"organizador" en el desarrollo. FGF8 se expresa en la region donde Otx2 y

Gbx2 se inhiben el uno al otro y se mantiene la expresidn por esta interaccion.

En el humano adulto, FGF8 se expresa en el rifién, testiculo, prostata, mama,

en los leucocitos de sangre periférica y en la médula 6sea®”

. Sin embargo,
durante el desarrollo embrionario, su expresion es mas amplia. El patrén de

expresion de FGF8 durante el desarrollo embrionario de ratén sugiere que la

18 Garda A.L, Echevarria D, Martinez S. Neuroepithelial co-expression of Gbx2 and Otx2 precedes Fgf8 expression in
the isthmic organizer. Mech Dev.2001; 101 (1-2): 111-8.

19 Finklestein S.P, Plomaritoglou A. Growth factors. En: Miller L.P, Hayes R.L. Head Trauma: Basic, Preclinical, and
Clinical Directions. New York.; co-edited by Newcomb J.K: 2001. p.165-87.

20 Tanaka A, Furuya A, Yamasaki M, Hanai N, Kuriki K, Kamiakito T, et al. High frequency of fibroblast growth factor
(FGF) 8 expression in clinical prostate cancers and breast tissues, immunohistochemically demonstrated by a newly
established neutralizing monoclonal antibody against FGF8. Cancer Res. 1998 May 15; 58(10):2053-6.
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funcién de FGF8 es importante en la morfogénesis de las extremidades, en el
sistema nervioso central y la cara faringea, y sistemas cardiacos, y los 6rganos
urogenitales®. Es importante destacar que la expresién de FGF8 es esencial
en la gastrulacion ya que la pérdida homocigotica de FGF8 conduce a la

letalidad embrionaria temprana®®?.

La expresion de FGF8 durante el desarrollo embrionario se puede ver con mas
detalle en las Figuras 9A y 9B, que muestran en azul las regiones positivas en
FGF8 en un embrion de raton de E.9.5. Como se observa en la imagen, los
niveles mas altos de FGF8 se encuentran en la linea primitiva posterior, en el
istmo (limite entre mesencéfalo y rombencéfalo) y en el corazén en desarrollo.
La expresion de FGF8 también se observa en la placa comisural del
telencéfalo prospectivo y en el infundibulo del hipotalamo.

Una vez expresado, FGF8 induce otros factores de transcripcion para formar
bucles regulatorios cruzados entre las células, por lo que se establece la
frontera. A través del desarrollo, FGF8 va a regular el crecimiento y
diferenciacion de células progenitoras en esta region para producir la estructura
final de mesencéfalo y rombencéfalo.

Por otra parte, Engrailed (En) 1 es un gen homeobox que ayuda principalmente
a regular el desarrollo del mesencéfalo dorsal y del rombencéfalo anterior
(cerebelo y coliculo) de los seres humanos®®. La expresién de Enl durante el
desarrollo embrionario de ratén de E9.5 se representa en la figura 9A en rojo.
Como se observa en la imagen, la zona de expresion predominante para este

gen es el istmo.

2 Crossley PH, Martin GR. The mouse Fgf8 gene encodes a family of polypeptides and is expressed in regions that
direct outgrowth and patterning in the developing embryo. Development.1995; 121 (2): 439-51.

22 Trumpp A, Depew M.J, Rubenstein J.L.R, Bishop J.M, Martin G.R. Cre-mediated gene inactivation demonstrates
that FGF8 is required for cell survival and patterning of the first branchial arch. Genes Dev. 1999; 13(23): 3136—48.

= Davis C.A, Joyner A.L. Expression patterns of the homeo box-containing genes En-1 and En-2 and the proto-
oncogene int-1 diverge during mouse development. Genes & Dev. 1988; 2: 1736-44.
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Figuras 9Ay 9B. Expresion génica de FGF8 y Enl en embrion de ratéon E9.5. La figura 9A
muestra en azul las zonas de expresién de FGF8 y en rojo la zona de expresion de Enl. La

figura 9B muestra en azul las regiones de expresion de FGF8.

2.3. FUNCIONES DEL CEREBELDO.

El cerebelo y sus circuitos estereotipados, contribuyen no solo al aprendizaje
motor y a la correccion de los actos motores, sino también a las funciones
cognitivas y emocionales. La torpeza y el comportamiento motor anormal han
sido bien documentados en trastornos como el autismo y el sindrome de
Asperger, en la dislexia y en la esquizofrenia®. El cerebelo es genéticamente
y funcionalmente heterogéneo, con zonas cerebelares de diferentes dominios
precursores (vermis RO / R1 o hemisferios cerebelosos R1) que interconectan
selectivamente con diferentes subsistemas cerebrales. Ademas, los principales
procesos celulares y moleculares en la histogénesis del cerebelo estan
regulados por las mismas sefiales morfogenéticas que operan en otras
regiones del cerebro. Por lo tanto, no es sorprendente encontrar trastornos del
desarrollo que afectan a los diferentes sistemas funcionales tanto el

prosencéfalo y el cerebelo.

24 Rogers T.D, McKimm E, Dickinson P.E, Goldowitz D, Blaha C.D, Mittleman G. Is autism a disease of the
cerebellum? An integration of clinical and preclinical research. Front Syst Neurosci. 2013; 7:15.
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El cerebelo esta involucrado en las siguientes funciones:

X/

% Mantenimiento del equilibrio y la postura. El cerebelo esta implicado
en realizar ajustes posturales con el fin de mantener el equilibrio. A
través de la entrada de los receptores vestibulares y propioceptores
modula comandos a las neuronas motoras para compensar los
cambios en la posicion del cuerpo o cambios en la carga sobre los
musculos.

% Coordinacion de los movimientos voluntarios. Una de las
principales funciones del cerebelo es la coordinacion de la
sincronizacion y la fuerza de diferentes grupos musculares para
producir movimientos fluidos de las extremidades o del cuerpo.

« Aprendizaje motor. El cerebelo desempefia un papel importante en
la adaptacién y programas motores de ajuste fino para realizar
movimientos precisos a través de un proceso de ensayo y error.

% Funciones cognitivas. Aunque el cerebelo es mas entendido en

términos de su contribucion al control motor, también esta implicado

en ciertas funciones cognitivas, como el procesamiento del lenguaje,

aunque se desconoce casi totalmente como funciona este circuito.

2.3.1. FUNCIONES COGNITIVAS DEL CEREBELDO.

Tradicionalmente, se ha considerado al cerebelo como un sistema neuronal
qgue participaba esencialmente en la coordinacién y el control motor. Sin
embargo, en las ultimas décadas ha cobrado fuerza el concepto del cerebelo
como un 6rgano relacionado con procesos cognitivos de alto nivel. Se sabe que
el cerebelo posee una extensa red de conexiones eferentes y aferentes tanto
corticales como subcorticales. Filogenéticamente, se cree que el cerebelo
inicialmente participaba en actividades relacionadas con la coordinacion del
movimiento y el tono muscular para conservar el equilibrio, y que, a lo largo de
la evolucién, ha ido contribuyendo a procesos cognitivos cada vez mas

complejos: funciones ejecutivas, aprendizaje, memoria procedimental y
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declarativa, procesamiento del lenguaje y funciones visuoespaciales y

afectivas®).

Distintos autores apuntan que en las funciones motoras estarian implicados el
arquicerebelo, (el vermis) y el nucleo fastigial (control del equilibrio y la
postura), el paravermis (postura del tronco y caminar), las regiones
neocorticales y el ndcleo dentado (movimientos rapidos de las
extremidades)®®.

En el caso de la cognicion y emocion, las regiones cerebelosas mas antiguas
(I6bulo floculonodular, vermis, nucleo fastigial y globoso) serian responsables
de los primitivos mecanismos de defensa, entre los que destacan las
manifestaciones de lucha, la emocién, el afecto, la sexualidad y, posiblemente,
la memoria emocional. Esto seria congruente con las anormalidades del vermis
y nucleos profundos cerebelosos informados en algunos casos de autismo y
esquizofrenia. Por otro lado, los hemisferios laterales cerebelosos y los nucleos
dentado (principalmente el area ventrolateral o neodentada) y emboliforme
pueden ser moduladores del pensamiento, la planificacion, la formulacién de

estrategias, el aprendizaje, la memoria y el lenguaje.

Las funciones cognitivas que quedan afectadas tras una lesion cerebelosa son
muchas y muy variadas; sin embargo, los mecanismos concretos por los cuales
el cerebelo afecta a la cognicibn aun no se conocen. Existen diversos
planteamientos que sugieren que la lesién cerebelosa no anula la funcion
cognitiva, sino que altera su desarrollo normal. La funcion del cerebelo en la
cognicion, al igual que en el movimiento, es la de prevenir, detectar y corregir

errores.

= Noroozian M. The role of the cerebellum in cognition: beyond coordination in the central nervous system. Neurol
Clin. 2014; 32(4): 1081-104.
26 Kim SK. Recent update of autism spectrum disorders. Korean J Pediatr. 2015 Jan; 58(1):8-14.
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2.4. OBJETIVOS.
Los objetivos de este Trabajo de Fin de Grado son los siguientes:

- Identificar las distintas estructuras del encéfalo mediante una
inmunohistoquimica contra calbindina, centrandose en las regiones
mesencéfalicas y rombencefalicas.

- Estudiar la funcién de Fgf8 en el desarrollo del istmo de ratén utilizando
un enfoque de inactivacion condicional para Fgf8 en el istmo y de
inactivacion de la actividad de esta proteina hasta el 40% de la actividad
normal.

- Comparar las estructuras de un embrion de ratdn silvestre con respecto

al mutante de ratén KO condicional y Fgfg""°.

3. MATERIALES Y METODOS.

3.1. MODELOS ANIMALES.

Para el estudio llevado a cabo en este Trabajo de Fin de Grado, se han
empleado dos lineas de ratones transgénicos obtenidas del animalario del

Instituto de Neurociencias.

Una de ellas se obtuvo mediante el sistema de recombinacion Cre-LoxP. El
sistema de recombinacién Cre-LoxP es una herramienta genética que permite
generar animales mutantes condicionales eliminando selectivamente un area
especifica (Figura 10); estos ratones se denominan genéricamente knock-in®".
Este método se ha utilizado principalmente para estudiar la carencia de un gen
de forma especifica en una regidn porque si se desactivan totalmente en el
organismo durante los primeros estadios del desarrollo los embriones mueren o

no se desarrollan.

27 Backman CM, Malik N, Zhang Y, Shan L, Grinberg A, Hoffer BJ, et al. Characterization of a mouse strain expressing
Cre recombinase from the 3' untranslated region of the dopamine transporter locus. Genesis. 2006; 44(8):383-90.
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Figura 10. Esquema de modelo de recombinacién genética utilizando el sistema Cre —
loxP. Para poder utilizar este método, es necesario contar con dos cepas especiales de
ratones, una que exprese Cre en un grupo determinado de células y otra que tenga el gen de

interés flanqueado por dos sitios LoxP.

El Laboratorio posee una linea de ratones Cre para Engrailed 1 (En1-°®" que
se cruzé con otra linea Fgf8 Floxed (Fgfg Foxed/Floxed)@® En estos embriones,
Fgf8flox, un alelo con la actividad de tipo silvestre, se convierte por
recombinacién mediada por Cre en Fgf8null resultando en homocigosis para
Fgf8null en las células que producen Cre y todos sus descendientes. La
inactivacion de Fgf8 en mutantes knock out (KO) depende de que la proteina
Cre sea producida en el dominio de expresién de Engrailed 1 (En1¢®*), un
alelo nulo en el que el gen Cre reemplaza parcialmente la secuencia de
codificacion EN1®%. En1™®"* puede producir suficiente proteina Cre en todo el
limite de la region del istmo para eliminar la funcion de Fgf8 en la etapa inicial
de formacion de somitas, cuando la expresién de Fgf8 comienza en un

subconjunto de células que expresan Enl.

28 Meyers E.N, Lewandoski M, Martin G.R. An Fgf8 mutant allelic series generated by Cre- and Flp-mediated
recombination. Nat. Genet. 1998; 18: 136-41.

29 Kimmel R.A, Turnbull D.H, Blanquet V, Wurst W, Loomis C.A, Joyner A.L. Two lineage boundaries coordinate
vertebrate apical ectodermal ridge formation. Genes Dev.2000; 14: 1377-89.
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El resultado de este cruce fue mutantes condicionales knockout (KO) para
FGF8, en los que se ha suprimido la expresién de FGF8 sélo en la regién del
istmo, sin afectar a las otras regiones del cerebro que necesitan de esta

proteina para su desarrollo.

Por otra parte, se ha utilizado otra linea de ratones mutantes en los que se ha
introducido un casette neo (secuencia de resistencia a la neomicina) en un
intron de la secuencia de Fgf8®®. El resultado del cruce entre si de esta
ingenieria genética de ratones (Fgf8 "°* X Fgf8 "™°*) produjo un ratén
hipomorfo leve o moderado (Fgf8 ""°) en el que las dosis de Fgf8 en el

organismo es de un 40%.

En resumen, para la realizaciéon de este TFG se han utilizado dos lineas de
ratbn genéticamente modificadas para FGF8 y se han seleccionado
aleatoriamente 3 embriones de cada linea para su estudio (n=3), por un lado,
Fgf8 "™ en el que las dosis de Fgf8 en el organismo es de un 40% y de
mutante de Fgf8 KO condicional en el istmo en el que no se expresa Fgf8 sélo

en esta region (n=3).

3.2. OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE EMBRIONES.

3.2.1. EXTRACCION Y FIJACION DE EMBRIONES.

Los embriones empleados ya se encontraban en el laboratorio. Ya habian sido
extraidos y fijados. Para la fijacion, los embriones se aislaron del Gtero en el
estadio E17.5 con la ayuda de una lupa estereoscopica y se fijaron en buffer
fosfato salino (PBS) 1x (NaCl 13mM, Sigma S3014; KCI 0.3mM, Sigma P9541;
Na;HPO, 1mM, Sigma S3264 y KH,PO, 0.2mM, Sigma P9791) con
paraformaldehido (PFA) al 4% durante una noche a 4 'C. Una vez fijados, los
embriones se lavaron con PBS 1x y fueron deshidratados de forma gradual con
etanoles crecientes (25%, 50%, 75% y 100%) y almacenados en este ultimo

etanol a -20 C hasta su posterior uso.
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3.2.2. INCLUSION Y SECCION DE EMBRIONES.
3.2.2.1. MICROTOMO DE PARAFINA.

Esta técnica consiste en incluir los embriones en parafina (Gemcut emerald
paraffin, Spiele no. 24364-1) para realizar secciones en el micrétomo. Para ello,
los embriones han de ser previamente lavados un par de veces con butanol
100% (Panreac 14.682.1211) un tiempo variable segun el estadio, sin
sobrepasar nunca las 2 horas. El butanol, miscible en parafina, sustituird al
etanol 100% en el que estaban almacenados.

Posteriormente, los embriones se pasan a parafina liquida a 56°C y se realizan
al menos, 6 cambios de 30 minutos, que nos permiten eliminar por completo el
butanol y que se produzca una buena inclusion del tejido. Después de los
sucesivos cambios, los embriones se orientan dentro de un molde segun el
plano a estudiar (en este caso el plano a estudiar es el sagital) y se dejan a
temperatura ambiente para que la parafina solidifique. Asi pues, los embriones
quedan dentro de un bloque de parafina solida que nos permite hacer

secciones con el micrétomo.

Las secciones de 12.0ym se montan en portas (Superfrost plus, Thermo
Scientific, JIJB00AMNZ) de forma seriada con una dilucién de etanol al 17,5% a
unos 40°C para que el tejido se extendiera de forma correcta. Una vez el tejido
gueda perfectamente estirado, el etanol es eliminado y los portas se dejan
secar una noche a 37°C y se almacenan a temperatura ambiente para su

posterior estudio.

3.3. TECNICAS HISTOLOGICAS.
3.3.1. INMUNOHISTOQUIMICA EN CORTES DE PARAFINA.

Esta técnica nos permite detectar la expresion de proteinas (Figura 11). Para
ello, las secciones de tejido se desparafinan y rehidratan. Para desparafinar las
secciones de tejido se incuban a 65°C durante 25 minutos para fundir la
parafina, y se hacen dos pases de xilol de 25 minutos cada uno para acabar de
eliminarla por completo. Después, el tejido se rehidrata en alcoholes
decrecientes empezando por 2 pases de etanol 100%, 2 de etanol 96%, 1 de
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etanol 70% y 1 de agua, durando 10 minutos cada pase. Las secciones se
lavan con PBS 1x, se fijan con PFA 4% durante 10 minutos y se lavan 10

minutos con PBS 1x y con PBS-T
(PBS 1x con 0.1% tween 20, Sigma Immunohistochemistry Schematic

P7949). Una vez hidratadas, se @ (Colored

® @ product Peroxidase
or

(Na;HPO4-12H,O 0.08M, Panreac Alkaline Phosphatase
141678.1214 y NaCl 0.15M, Panreac

hacen tres lavados con PBT (PB

Secondary

o) i - :
121659.1211 con 0.075% Triton-X100, siibgtiate Antibody
Sigma X100) de 10 minutos y se =/ -
hierven en un microondas 4 veces a I Antibody
750W de potencia durante 3 minutos

Fixed

con citrato sédico pH 6 0.01M para Cell Tissue
facilitar la exposicion del epitopo de Proteins

interés. Después del hervido, se

hacen 3 lavados con PBT de 10 Figura11. Esquema de la técnica de
minutos y se inactiva la peroxidasa g mica.
enddgena incubando con H,O (Normapur 23619.297) al 1.5% en PBT durante
30 minutos. Una vez inactivada, se lava de nuevo con PBT y se bloguea
durante 1 hora en PBT con 0.1% de albumina de suero bovino (BSA, Sigma
A2153) y 10% de lisina 1M (Sigma L5626). Por ultimo, las secciones se
incuban con el anticuerpo deseado en PBT con 0.1% BSA y 0.01% azida
(Sigma S2002) durante toda la noche. A la mafana siguiente, se hacen 3
lavados con PBT de 10 minutos para eliminar el exceso de anticuerpo primario
y se incuba durante 1 hora con un anticuerpo secundario conjugado con biotina
a 1:200 en PBT. El exceso de secundario se elimina con otros 3 lavados de
PBT durante 10 minutos y se incuba durante lhora con el complejo ABC
(Vectastain PK-4000) a 1:500 en PBT. Este complejo est4 formado por
peroxidasa bitoinilada y por avidina, una glicoproteina que se unira a la biotina
de la peroxidasa y a la del anticuerpo secundario. El Ultimo paso, consiste en

afiadir una solucién de Tris pH7 0.01M con 1% de 3-3"Diaminobenzidine
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tetrahydroc (DAB, Acros Organics W0572M) y 0.003% de H»O, que nos

permitird la deteccion mediante un precipitado marrén.

El anticuerpo primario utilizado fue la acalbindina y el secundario un anticuerpo

secundario anti-conejo producido en cabra (goat anti-rabbit 1g-G).

Anticuerpo Dilucién Ac. Secundario | Referencia

aCALBINDINA 1:2000 ARabbit Swant, CB-D28K

La calbindina es una proteina de unién al calcio que pertenece a la superfamilia
de la troponina C. Funciona como tampdn de calcio citosélico y se encuentra

en el cerebro, el rifidn, el intestino y los islotes pancreaticos.

Una caracteristica Unica de esta técnica inmunohistoquimica contra calbindina
es que permite estudiar las diferentes partes del cerebro como el hipocampo y
cerebelo. En el caso del cerebelo es aun mas favorable, ya que permite el
estudio de la morfologia de las células de Purkinje, altamente tefiidas por esta
proteina. Este método es usado para estudiar algunas caracteristicas del
desarrollo del cerebeloin vitro,asi como para los experimentos
electrofisiolégicos y farmacoldgicos, tanto de tipo salvaje y ratones mutantes.
Con esta técnica es posible evaluar las variaciones de las estructuras
cerebrales cuando una mutacion sea realizada comparando la falta o no de

nacleos o estructuras positivas para calbindina (calbl).
3.4. MONTAJE Y MICROSCOPIA.

Una vez llevado a cabo el ultimo paso de la inmunohistoquimica, que conduce
a la obtencién de un precipitado marrén, se procede a cubrir los portaobjetos
empleando el medio de montaje Eukitt® y posteriormente se dejan secar. Para
poder cubrir las muestras de tejido de cerebro de raton se utilizan cubreobjetos,
los cuales permiten proteger las muestras, ademas de proporcionar un cambio
Optico claro. EI medio de montaje anteriormente citado permite obtener una

imagen mas contrastada después de la tincién, lo que ayuda a enfocar mejor la
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muestra y mejora por tanto la calidad del andlisis. Ademas permite almacenar
las muestras durante un largo periodo de tiempo.

Una vez preparadas las muestras el siguiente paso consisti6 en capturar
imagenes digitales del tejido procesado. Para ello, se utiliz6 un microscopio

Leica equipado con una camara digital.
4. RESULTADOS Y DISCUSION.

En este trabajo de Fin de Grado se ha estudiado la funcién de Fgf8 en el
desarrollo del istmo (region que divide el mesencéfalo del rombencéfalo) de
ratdn, utilizando la genética y la neuroanatomia para describir las
consecuencias de la inactivacion condicional de Fgf8 en el istmo y compararlo
con la inactivacion parcial moderada o leve de la actividad de esta proteina

hasta el 40% de la normal, en todo el encéfalo.

Nuestros datos demuestran como veremos a continuacion, que Fgf8 es la
molécula clave de una red compleja de genes reguladores, siendo su papel
esencial para la especificacibn y supervivencia celular de los territorios

adyacentes al istmo.

El papel de Fgf8 en el desarrollo del istmo no puede ser investigado en
embriones de ratén knockout para Fgf8 (Fgf8 ™) debido a que el embrién no

llega a implantarse en el Gtero®”

, pero puede ser estudiado en ratones
hipomorfos Fgf8 ya que sobreviven al nacimiento. Tanto estos ultimos ratones
(Fgf8 "°%) como los Fgf8 condicionales knockout en el istmo (En1%®"*; Fgf8

floxed/ floxedy yeren neonatalmente®.

Estudios realizados anteriormente, han demostrado que cuando se reduce la
expresion de la proteina FGF8 el SNC de estos animales queda altamente
alterado®®. Es posible que los fenotipos cerebrales en estos embriones
hipomorfos sean secundarios a defectos leves causados por la reduccion de

expresion de Fgf8 durante la gastrulacion.

%0 Sun X, Meyers E.N, Lewandoski M, Martin G.R. Targeted disruption of Fgf8 causes failure of cell migration in the
gastrulating mouse embryo. Genes & Dev. 1999; 13: 1834— 46.
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Por ello, para hacer frente a esta hipétesis, ademés de estudiar los efectos que
se producen al reducir la actividad de Fgf8 a un 40% en todo el encéfalo (raton
Fgfg ") se ha utilizado un enfoque de inactivacion total y condicional del

gen en la region del istmo mediante la recombinacion Cre- loxP, utilizando para

1 Cre/+ 8Floxed/FI0xed

ello la linea transgénica Engrailed y la linea Fgf (ver
Materiales y Métodos, apartado 3.1), con el fin de determinar los efectos que se
producen por la ausencia de Fgf8 en el istmo, sin perturbar el desarrollo de
otras regiones del cerebro que también necesiten Fgf8 para su correcto

desarrollo.

4.1. ANALISIS MACROSCOPICO.
Antes de procesar el tejido para la histologia convencional que se ha
realizado, se ha examinado macroscopicamente la anatomia de superficie

de estos animales murinos, modificados genéticamente.

A) Comparacién de un cerebro de embrion de ratén estadio E18.5

hipomorfo leve con un cerebro de embrion de ratén E18.5 silvestre.

En primer lugar, si se compara

macroscopicamente la morfologia E18.5

normal neo/neo

del cerebro de un embrion de
ratén silvestre (control) con el de
un embriéon hipormorfo leve para
Fgf8 (Fgf8 "™°™°) se puede
observar que el del embrion
Fgfg"™® es ligeramente mas

pequefio que el del embrion

silvestre. Esto se muestra en la Figura 12. Comparacion del tamafio del cerebro de

Figura 12. En general, se puede embriones de raton E18.5 silvestre y mutante (Fgf8
' ’ neo/neo)(28).

observar una reduccién sutil en el
tamafo del cerebro. Particularmente, podemos observar los siguientes

aspectos. Rostralmente se aprecia una reduccion del tamafio de los bulbos
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olfatorios. Caudalmente se observa una falta de tejido nervioso correspondiente
a las subdivisiones del mesencéfalo y rombencéfalo.

La diferencia de tamaifio del cerebro se debe a que en el raton Fgfa"®"° existe
una cantidad del 40% de la proteina FGF8 que es indispensable para la
proliferacién, supervivencia y especificacién celular. Por ello, el ratén Fgfg"
tiene un menor tamafo. Sorprende, sin embargo, que estructuras como el
cerebelo y el mesencéfalo se encuentren ausentes, indicando que la proteina
tiene una funcion primordial en este tejido en particular. Todo esto se vera con

mas detalle en los resultados microscoépicos.

B) Comparacion de un cerebro de embrion de ratén estadio E17.5 KO
condicional en el istmo con un cerebro de embrién de ratén

silvestre.

En segundo lugar, si se comparan macroscopicamente el cerebro de un
embrion de ratén silvestre (control) con uno de un mutante de Fgf8 KO
condicional en el istmo en el que no se expresa Fgf8 sélo en esta region, puede
observarse que rostralmente el cerebro del Fgf8 KO condicional es
practicamente del mismo tamafio que el del control, pero caudalmente se
encuentra reducido drasticamente no observandose estructuras dorsales
mesencefalicas y rombencefalicas. Al ser un mutante condicional y no afectar
al resto de estructuras del cerebro, el tamafio del cerebro no varia
practicamente en comparacion con el cerebro de un ratdén silvestre. Todo esto

puede observarse en la figura 13.
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control

MHB KO

Figura 13. Comparacion del tamafio y estructuras del cerebro de embrién de raton E17.5
control y mutante KO (MHBKO)®.

4.2. ANALISIS MICROSCOPICO.
A) Ratoén silvestre (control).

En la figura 3 se observa un corte parasagital de un cerebro de embrion de
raton silvestre de estadio E17.5. La inmunohistoquimica realizada es contra la
calbindina (calbl; ver materiales y métodos, apartado 3.3.1). El objetivo de esta
inmunohistoquimica contra la calbindina es identificar las estructuras

cerebrales.
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Figura 14. Corte parasagital del cerebro de un embrién de ratén control, estadio E17.5
(tincion calbindina). Consultar abreviaturas en el indice. Representacién de coordenadas:
dorsal (D), ventral (V), rostral (R) y caudal (C). La linea naranja representa el limite entre el
diencéfalo y el mesencéfalo que esta marcado por el pretecho (PT). La linea blanca
representa la region istmica (Is) que establece el limite entre el mesencéfalo y el

rombencéfalo.
Partiendo de la region mas rostral del cerebro, se identifica el bulbo olfatorio

(OB) que aparece ligeramente marcado por la calbindina. En el prosencéfalo
secundario (telencéfalo e hipotalamo), el telencéfalo se encuentra débilmente
tefiido para esta proteina en este estadio. Sin embargo, el subpalio y la region
hipotalamica se encuentran mas tefidos, junto con la fuerte tincion del

diencéfalo.

Las regiones mas caudales del cerebro, las cuales son el objeto de estudio en
este Trabajo de Fin de grado, estdn enmarcadas con un cuadro amarillo que
corresponden con el mesencéfalo y rombencéfalo (Figura 14). En el
mesencéfalo las regiones dorsales estan formadas por el coliculo superior, que
esta delimitado rostralmente con el diencéfalo por el pretecho (PT) y como
limite nos encontramos con la comisura posterior (pc) y aparecen marcadas por

la calbindina, mientras que las regiones caudales (coliculo inferior) no lo estan.

Por otra parte, la superficie del cerebelo (Cb) se encuentra intensamente tefiida
por este anticuerpo, marcando sus células de Purkinje entre otras estructuras y
nacleos del SNC, sin embargo, el manto y el ventriculo no lo estan. El plexo

coroideo del cerebelo no se encuentra tefido por la calbindina.
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Representado con una linea blanca, aparece la region istmica (Is), la cual
establece los limites entre el mesencéfalo y el rombencéfalo. Se observa que

esta region se encuentra tefilda también por la calbindina.

Asimismo, la linea naranja representa el limite entre el diencéfalo y el

mesencéfalo, el cual esta delimitado por el pretecho.

8 neo/neo).

B) Ratén hipomorfo leve para Fgf8 (Fgf

La figura 15 muestra un corte parasagital de un cerebro de embridn de raton
hipomorfo leve para Fgf8 (Fgf8 "), en los que el nivel funcional de la

proteina FGF8 se ha estimado mas o menos en un 40% de la cantidad normal
(28)

En estos embriones, el mesencéfalo se encuentra afectado. Rostralmente
parece normal atendiendo a la comparacion con el control, en concreto la
deteccién contra la Calbindina en el coliculo superior (sc). Sin embargo, en las
regiones caudales del mesencéfalo, el coliculo inferior que era negativo para

Calbindina no se encuentra (*ic en la figura 15).

En cuanto al rombencéfalo la situacion es incluso mas drastica. El tejido dorsal
anterior del rombencéfalo (cerebelo) se encuentra ausente en la region medial
(el vermis), representado en la figura 15 como *Cb la zona en la que se situaria

en un ratdn control.

En secciones mas laterales se observa, sin embargo, que existen los
hemisferios cerebelosos aunque mas reducidos en tamafio y numero de folias.
Ventralmente, el puente o protuberancia (p) parece que es de menor tamafio,
aunque esta ultima descripcion podria ser debido a que el cemghro de estos

ratones es en general mas pequeiio.
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Figura 15. Fgf8"**™°. Corte parasagital de un cerebro de embrién de ratén hipomorfo leve
para Fgf8 estadio 17.5 (tincidn calbindina). El cerebelo (Cb) y el coliculo inferior (IC) se
encuentran ausentes, estan representados en rojo y con un asterisco e indicada la zona
donde se deberian encontrar. Consultar abreviaturas en indice.

Estos resultados nos demuestran que cuando la expresion de Fgf8 es
moderadamente reducida, parte del mesencéfalo dorsal y caudal y parte del

rombencéfalo (rostral y medio; el vermis) desaparecen.
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C) Alteraciones del Mutante condicional para FGF8 en el Istmo.

Figuras 16A y 16B. Corte sagital del cerebro de un embrién de raton Ffg8 KO condicional
estadio E17.5, tincion calbindina (16A) y cresil violeta (16B). La linea roja discontinua delimita

los territorios diencefalicos de los rombencefalicos. Consultar abreviaturas en indice.



Las figuras 16A y 16B muestran el ejemplo de un corte sagital medio de un
mutante condicional para Fgf8 en el istmo. Recordemos que este tipo de
mutacion implica que no existe Fgf8 en el istmo y por lo tanto carece de su

proteina secretable.

Estos mutantes exhibieron el fenotipo mas severo de los que se han estudiado.
En este mutante se observa una alteracion mucho mas drastica del
mesencéfalo. No se puede encontrar con la inmunohistoquimica contra la
Calbindina ningun residuo de territorio mesencefalico, en este caso para el
coliculo superior. Solo se puede advertir en un corte de la linea media que la
comisura posterior (pc) se ha extendido en longitud hasta tocar el plexo
coroideo. Para comprobar que lo que se esta viendo es tejido diencefalico, se
hizo una tincion con cresil violeta que distingue cuerpos neuronales con
respecto a fibras y axones (mielina), pudiendo asi observar las fibras de la
comisura posterior, sefializada en la figura 16B como pc. Se asume que la
razon de esta extension caudal de esta comisura es debida a la intencion del
tejido nervioso de ocupar el espacio libre y no a un hiperdesarrollo de la misma.
Sabiendo que la comisura posterior (pc) nos da el limite neuroanatémico entre
diencéfalo y mesencéfalo, los resultados de este mutante indican que al menos
el mesencéfalo dorsal ha desaparecido por completo, incluyendo el nicleo
pretectal posterior (PPT) y por supuesto también ndcleos ventrales.

Por otra parte, en el rombencéfalo todo el cerebelo ha desaparecido incluyendo
no solo el vermis como en el caso anterior, sino también los hemisferios
cerebelosos. Sin embargo, el nlcleo pontino parece normal (expresion negativa
para Calbindina). Atendiendo al modelo prosomérico, esta estructura se
encuentra entre los rombomeros 3 y 4. Con estos datos podemos decir casi
con seguridad que rombdmero cero (istmo), rombomero 1 y posiblemente parte

del 2 estan ausentes.

Estos datos muestran que Fgf8 es esencial para el desarrollo de los territorios
adyacentes al istmo meso-romboencefalicos y que dependiendo de la cantidad
(efecto gradiente) tiene resultados drasticos en el desarrollo de subdivisiones

cerebrales cercanas al istmo.
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5. CONCLUSIONES.

En este estudio experimental, se ha analizado el papel de Fgf8 en el desarrollo
correcto del SNC. Después de la realizacion de esta descripcion anatomica en
los embriones de raton afectados por los distintos niveles de Fgf8, se puede
afirmar que el papel de la proteina Fgf8 es crucial para la especificacion y
desarrollo correcto de estructuras istmicas dorsales (cerebelo y mesencéfalo
caudal). Como morfégeno se entiende también que las alteraciones entre el
control y los dos mutantes analizados es gradiental. También concluir que las
regiones afectadas, mesencéfalo y rombencéfalo, son muy sensibles a la
funcién de FGF8 ya que en el caso de hipomorfo leve en el que se expresa el
40% de Fgf8 desaparecen estos territorios. He de afiadir que la literatura
publicada afirma que un raton mutante con el 50% de los niveles de FGF8 no

muestra ningtn fenotipo, por lo que puede vivir como un ratén silvestre®.

En el caso del mesencéfalo el papel de Fgf8 también tiene una gran

importancia funcional, ya que en el mutante Fgfg "

a pesar de expresarse
el 40% de esta proteina desaparece el coliculo inferior. EIl coliculo
inferior junto con los coliculos superiores forman unas eminencias conocidas
como los cuerpos o tubérculos cuadrigéminos, y forman parte de la
region tectal del mesencéfalo. El coliculo inferior es el principal nacleo del
mesencéfalo en la ruta auditiva y recibe aferencias de varios nucleos
periféricos del tronco encefalico en la ruta auditiva, asi como aferencias del
cortex auditivo®’. El cuadrigémino superior forma parte de la via visual
interviniendo en el movimiento ocular ante el campo visual. Es decir,
probablemente estos ratones sean sordos y posean una pardlisis ocular que
hace entre otras muchas alteraciones, que no puedan sobrevivir una vez que

nacen.

3 Skottun, Bernt C. The ability of inferior colliculus neurons to signal differences in interaural delay. PNAS. 2001; 98
(24): 14050-54.
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