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IMPLICACION DE FGF8 EN EL CORRECTO DESARROLLO DE LAS
PROYECCIONES AFERENTES Y EFERENTES DEL HIPOTALAMO

RESUMEN

Fgf8 juega un papel importante en el desarrollo del sistema nervioso central (SNC) en distintos
estadios embrionarios regulando la expresion de otros genes y modificando el destino celular
dependiendo del territorio dentro del tubo neural. En concreto, como organizador segundario
con una expresion centrada en el istmo cerebral, en la cresta neural anterior y en la zona

limitans principalmente.

En este TFG se utilizan mutantes hipomorfos para Fgf8, que presentan una expresion reducida
para este gen, para estudiar las posibles alteraciones de las proyecciones hacia y desde el
hipotdlamo (en particular de la region mamilar) que hayan podido ocurrir. Los resultados
muestran que aunque no hay una implicacion directa de Fgf8 en el desarrollo de estos tractos
y proyecciones, si determina para la formacién del cuerpo calloso y de la linea media dorsal
prosencefdlica e indirectamente estos tractos y proyecciones se ven anatémicamente

afectados.

PALABRAS CLAVE: Hipotéalamo, Férnix, Tracto mamilotaldmico, Tracto mamilotegmental,
Fgf8, Factor de crecimiento fibrobl3stico 8.

ABSTRACT

Fgf8 plays an important role in the development of the central nervous system in different
embryonic states, regulating the expression of other genes and modifying the fate of the cell
groups depending on the neural domain within the neural tube. Particularly, as secondary
organizer with an expression focused on the isthmic organizer, the anterior neural ridge and

the zone limitans.

In this TFG we have used hypomorph mutants for Fgf8, which show a reduced expression for
this gen, so as to study the possible alterations in the projections to and from the
hypothalamus (especially in the mammillary bodies) that could have occurred. The results
show that there is no direct implication of Fgf8 in the development of these tracts and
projections, but it determines for the formation of the corpus callosum and the dorsal medial

forebrain bundle and indirectly, these projections and tracts are anatomically affected.

KEY WORDS: Hypothalamus, Fornix, Mammillothalamic tract, Mammillotegmental tract,
Fgf8, Fibroblast Growth Factor.



INTRODUCCION, ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA
ELEGIDO

La formacion del (SNC) es un proceso complejo que parte de unas pocas células que se
dividirdn y migraran para poder dar lugar a lo que cominmente llamamos cerebro y médula

espinal.

Partimos desde el disco embrionario bilaminar, formado por dos capas diferenciadas de
células, una sobre la otra, la mas externa se denomina epiblasto y esta formada por células

cilindricas, y una segunda capa de células cubicas llamada hipoblasto.

Durante la gastrulacion las células mas caudales del epiblasto, bajo la influencia genética del
hipoblasto primitivo comienzan su diferenciacion hacia mesodermo presuntivo. Este proceso,
conocido como induccidn del mesodermo, estd motivado por multiples moléculas que
funcionan como agentes efectores, entre las que cabe destacar: factor inductor mesodérmico
(Vgl), activina, proteina morfogénica dsea (BMP, del inglés Bone Morphigenic Protein), factor
de crecimiento de fibroblasto (FGF, del inglés Fibroblast Growth Factor), o productos
codificados por los genes Wnt y Noggin (Puelles, Martinez Pérez y Martinez de la Torre,
Neuroanatomia). Cualquier alteracidn en alguno de estos factores llevara a cambios en el

desarrollo del cerebro, es decir, malformaciones.

Con la finalizacidn de la gastrulacion el embridn llegara a formar tres capas diferenciadas de
células que mas tarde originaran un organismo completo. De dentro afuera estas son:
endodermo, mesodermo y ectodermo. Esta ultima dara lugar a la epidermis y al sistema
nervioso (SN) a través del proceso llamado induccidon neural. También en este proceso el
embridn sabra qué es rostral y caudal, por lo que la polaridad antero-posterior se establece

definitivamente en esta etapa.

Casi paralelamente a la gastrulacion comienza el proceso de neurulacién. El neuroepitelio
comienza a engrosarse desde la region media dorsal del ectodermo formando la placa neural,
la cual sufrird una invaginacién y culminard en la formaciéon del tubo neural, origen

embrionario del SNC.
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FIGURA 1: Neurulacion: fases de canal y tubo neural (Puelles, Martinez Pérez y Martinez de la Torre,

Neuroanatomia).

En este punto la polaridad medio-lateral original de la placa neural se convierte en la polaridad
ventro-dorsal del tubo neural. Antes de la fusidn definitiva de la cresta neural y la formacion
del tubo neural, el eje longitudinal de la placa neural se cruza con lo que mas tarde se
convertird en el eje ventro-dorsal en el extremo apical anterior del tubo neural. Esta

interseccion representa el eje radial anterior de la placa neural (Rubenstein et al., 1994).

El eje ventro-dorsal estd determinado por la interaccidn antagonista entre los factores de
ventralizacién tales como SHH (Sonic Hedgehog) producidos en la notocorda y en la parte
ventral de la linea media del neuroectodermo (i.e, la placa de piso) (Roelink et al., 1995) y los
factores de dorsalizacién, como miembros de la familia BMP que emanan del ectodermo no
neural adyacente (Lee y Jessell, 1999). Por lo tanto, el tubo neural se divide simétricamente en
cuatro tipos de dominios longitudinales con distintos patrones de expresién génica y
diferentes propiedades morfolégicas: la placa de suelo, la placa basal, la placa alar y la placa de
techo. Estos dominios se caracterizan por la expresidn, entre otros, de Shh en placa de suelo,
Nkx2.2 en el dominio ventro-lateral del limite basal-alar y Noggin y Wnt1 en la placa de techo

(Shimamura, 1995).

Tras los estadios de la placa y el tubo neural son los centros de sefalizacidon del neuropitelio
llamados organizadores secundarios los que toman importancia en la especificacién de los tres
dominios principales que se generan al dilatarse la regién cefdlica del tubo neural en forma de

3 vesiculas primarias: el cerebro anterior o prosencéfalo, que posteriormente dara lugar al



prosencéfalo secundario (telencéfalo e hipotalamo) y al diencéfalo; el cerebro medio o
mesencéfalo y el cerebro posterior o rombencéfalo, desde el que se formara el metencéfalo y
el mielencéfalo. Ademas, la actividad morfogenética de los organizadores secundarios
controla la polaridad y la generaciéon de sub-regiones neurales dentro de estas regiones

principales (Echevarria et al., 2003).

Conjuntamente a este proceso de proliferacion selectiva, el neuroporo, los extremos anterior

y posterior del tubo neural, se cierran.

En la mayoria de los vertebrados el tubo neural es una estructura recta, pero antes de
completarse la neurulacion el tubo neural se curva considerablemente hacia la zona ventral
para formar las flexuras cefdlica y cervical del tubo neural (Fig. 2, Vieira et al., 2010).
Posteriormente, el prosencéfalo se divide en el prosencéfalo secundario (el telencéfalo y el

hipotdlamo) y mas caudalmente el diencéfalo (Pombero y Martinez, 2009).
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FIGURA 2: Organizadores secundarios y especificacién del tubo neural.

El estudio de los genes reguladores que se expresan en patrones regionales restringidos
durante el desarrollo del prosencéfalo han proporcionado nuevas herramientas para definir los
dominios histogenéticos y sus limites con una mejor resolucién, partiendo del modelo
segmentario conocido como “modelo prosomérico” descrito por His en 1893 y recuperado por

Puelles en 1987, que continud su trabajo junto a Rubenstein en 1993 (Fig.2).
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FGF8

La especificacién de los territorios del tubo neural son realizados por una combinacién de
factores de transcripcion y moléculas de secrecidn que actlan desde centros organizadores a
lo largo del eje antero-posterior del tubo y el eje dorso-ventral. Estas moléculas de secreciéon

actian como morfégenos.

Entre las moléculas que conocemos con actividad morfogénetica, existe una clara evidencia de
qgue la senalizacion de Fgf8 es esencial para la formacidén del mesencéfalo y rombencéfalo de

los vertebrados.

La proteina codificada por el gen Fgf8 es un miembro de la familia del factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF). Los miembros de la familia FGF poseen actividades de supervivencia celular
e inducen la mitosis, y estan involucrados en una gran variedad de procesos biolégicos,
incluyendo el desarrollo embrionario, el crecimiento celular, la morfogénesis y la reparacion de

tejidos.

El gen Fgf8 de ratdn contiene 6 exones que se combinan de diferentes maneras para crear

hasta ocho isoformas alternativas de la proteina, cada una de ellas con eficacias diferentes.

Se ha demostrado que FGF8 comprende diferentes funciones en cada uno de los estadios
embrionarios en los que se expresa. En los estadios mas tempranos FGF8 es necesaria para
regular la correcta expresién de los genes que inducen a la formacién del tubo neural durante
la neurulacién. Ademas es necesaria para la supervivencia celular, como se evidencia por el
hallazgo de que la inactivacién total de Fgf8 desde estadios tempranos del desarrollo

embrionario provoca la no implantacién del cigoto.

Por otra parte, cuando la expresidon de Fgf8 se ve reducida en lugar de completamente
eliminada la parte rostral del mesencéfalo es aparentemente normal, mientras que el resto del
mesencéfalo, el istmo y el cerebelo se encuentran igualmente ausentes. Esto sugiere que
existen diferencias en cuanto a la sensibilidad frente a FGF8 en las distintas regiones del

mesencéfalo y rombencéfalo (Chi et al., 2003; Echevarria et al., 2005)

Fgf8 se expresa en el istmo encefélico, (Garda, Echavarria y Martinez, 2001). También se
expresa en la placa comisural, cresta neural anterior, hipotdlamo ventral, ademds de otras

regiones fuera del tubo neural.



FIGURA 3: Patron expresion de Fgf8 en un embrién de E10.5 (dia 10 de gestacidn, la gestacién completa
en ratén comprende un periodo de 21 dias). Expresidn en los organizadores secundarios: ANR (Anterior

Neural Ridge, Cresta neural anterior); ZLI (Zona limitans); IsO (Isthmic Organizer, Organizador istmico)

En el desarrollo del prosencéfalo, Fgf8 y Otx2 se coexpresan en el polo anterior del
prosencéfalo durante los primeros estadios del desarrollo del tubo neural, posteriormente
Otx2 deja de expresarse pero se mantiene la expresién de Fgf8 en un gradiente rostro-caudal
regulando la expresion de otros genes como Bmp y Wnt, necesarios para la correcta

formacidn de estas estructuras (Crossley et al., 2001; Grove y Fukuchi-Shimogori, 2003).

EL HIPOTALAMO

El hipotdlamo es una pequefia parte del cerebro localizada en la parte ventral del mismo, bajo
el pretdlamo y el tdlamo, justo encima del tronco cerebral, compuesto por varios nucleos de
sustancia gris y es el encargado de mantener la homeostasis en los vertebrados regulando la
temperatura corporal, el hambre o la saciedad, el ciclo circadiano, tanto como las emociones y

determinados comportamientos, entre otras cosas.

A lo largo de la historia se han cambiado numerosas veces las fronteras que marcan los limites

del hipotalamo. Actualmente se define a la ldmina terminalis o ldmina supradptica como limite




rostral del hipotalamo, mientras que el quiasma 6ptico, el tallo hipofisiario, los nervios épticos

y los cuerpos mamilares lo delimitarian ventralmente.

Dentro de la anatomia del hipotalamo los cuerpos mamilares son nucleos destacables por
varias razones. Son claramente discernibles del resto del hipotdlamo como dos estructuras
esféricas, compuestas por unos pocos tipos celulares (Vann y Aggleton, 2004). Los cuerpos
mamilares son los nucleos que mas conexiones tienen con respecto a su tamafio. El patréon de
las conexiones es muy similar entre primates y roedores, por lo que se deduce origen evolutivo
primitivo y su importancia, puesto que se ha mantenido entre especies. Los cuerpos mamilares
reciben una densa cantidad de informacién desde el hipocampo a través del férnix (Vann y

Nelson, 2015).

Los cuerpos mamilares se comunican a su vez con el nucleo taldmico anterior a través del
tracto mamilotaldmico, que es unidireccional, es decir, la informacién unicamente fluye desde
los cuerpos mamilares al tdlamo en lo que esta via se refiere y necesita de otras fibras para
hacer el camino de vuelta. El nlcleo anterior del tdlamo se comunica con el hipocampo

mediante el cingulum, cerrando asi este circuito. (Vann et al., 2007)

Esta red de fibras que atraviesan el cerebro comunicando hipotalamo con hipocampo, nucleo
anterior del tdlamo y cdrtex son de gran importancia en el proceso de la adquisicion de la

memoria.

Otra de las vias que nace desde los cuerpos mamilares es el tracto mamilotegmental, que
comienza junto al mamilotaldmico en una sola fibra aunque se separan casi inmediatamente.
(Fig. 4) Esta via comunica los cuerpos mamilares con la formacidn reticular del tegmento del
mesencéfalo. A su vez, El nicleo mamilar lateral recibe estimulos desde la zona medial de la
formacidn reticular mesencefdlica a través del pedinculo mamilar. (Puelles, Martinez Pérez y

Martinez de la Torre, Neuroanatomia).
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FIGURA 4: Hipotalamo: placa de suelo. Region mamilar y fibras aferentes y eferentes (Puelles, Martinez

Pérez y Martinez de la Torre, Neuroanatomia).

FORNIX

El férnix se compone por un conjunto de haces nerviosos en forma de “C” que comunica el
hipocampo con los cuerpos mamilares, asi como el nucleo anterior del tdlamo. Las fibras
comienzan en el hipocampo, en los nucleos del telencéfalo dispuestos en los sectores posterior
e inferior llamados nucleos o cuerpos amigdalinos o amigdaloides en cada lado del cerebro
como prolongaciones de los pilares del férnix llamadas fimbria; los lados izquierdo y derecho
se encuentran separados. Los haces de fibras se unen en la linea media del cerebro formando
el cuerpo del fornix. El cuerpo del férnix viaja anteriormente y se divide de nuevo al llegar a la

comisura anterior y continla de manera separada hasta los cuerpos mamilares.
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FIGURA 5: Anatomia del fornix cerebral.

TRACTO MAMILOTALAMICO

El tracto mamilotaldmico es un haz de fibras nerviosas que viaja desde los cuerpos mamilares

hasta el nucleo anterior del tdlamo.

Los cuerpos mamilares son considerados nucleos de relevo de la informacién, pasando la
informacién que le llega desde la formacién hipocampal hasta el nucleo anterior del talamo

mediante el tracto mamilotalamico.

Si los cuerpos mamilares son estructuras de relevo y su funcidn principal es transferir
informacién al nucleo anterior del tdlamo a través del tracto mamilotaldmico, dafios en este
tracto equivaldrian funcionalmente a dafios en los propios cuerpos mamilares (Vann y Nelson,

2015).

TRACTO MAMILOTEGMENTAL

El tracto mamilotegmental es una de las fibras eferentes mas importantes que surgen de los
cuerpos mamilares y una de las primeras en formarse durante el desarrollo (Alpeeva y
Makarenko, 2007) y conectan los cuerpos mamilares con diferentes nucleos del mesencéfalo
como el nicleo tegmental y los nucleos reticulares del puente del tegmento. Tiene una gran
importancia en la regulacidn de la funcién visceral procesando la informacion espacial (Kwon

etal, 2011).
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OBJETIVO

El objeto de estudio de este Trabajo de Fin de Grado es estudiar las posibles alteraciones de las
proyecciones hacia y desde el hipotalamo (en particular de la region mamilar) que hayan

podido ocurrir tras la disminucion severa de Fgf8 en un embrién de ratén.

MATERIALES Y METODOS

PREPARACION DE DISOLUCIONES Y TAMPONES

PBS 1X: Para preparar 1L de PBS 1X. Disolver 8g de NaCl, 0.2g de KCl y 0.24g de KH,PO4 en
800ml de H,0 destilada. Ajustar el pH a 7.4 con HCl. Afiadir H,0 hasta alcanzar el volumen final

de 1L. Atoclavar (20 minutos a 1Kg/cm?).

PBT: Para preparar 1L de PBT. Preparar 1L de PBS 1X. Afiadir 1mL de Tritdn. Remover con

ayuda de un agitador magnético. Atoclavar (20 minutos a 1Kg/cm?).

BSA de bloqueo: Para preparar 100mL de solucién BSA. Afiadir 10mL de Lisina 1M a 90mL de
PBS 1X + 0.075% de Tritén + Azida al 0.1%.

TRIS 1M (Ph 3.9): Para preparar 1L de TRIS 1M. Afiadir 121.14g de Tris-HCl a 800mL de de H,0
destilada. Remover con ayuda de un agitador magnético. Ajustar el pH hasta 3.9 con HCl.

Afadir H,0 hasta alcanzar el volumen final de 1L. Atoclavar (20 minutos a 1Kg/cm?).

TRIS 0.05M: Para preparar 1L de TRIS 0.05M. Anadir 6.06g de Tris-HCl y 1.39g de Tris basico a
800mL de H,0 destilada. Remover con ayuda de un agitador magnético. Ajustar el pH hasta 7.6

con HCl. Aiadir H,0 hasta alcanzar el volumen final de 1L. Atoclavar (20 minutos a 1Kg/cm?).

TAE 1X: Se prepara a partir de una disolucién de TAE 50X (20mL de TAE 50X en H,0 destilada
hasta un volumen final de 1L). Para preparar 1L de TAE 50X. Afadir 242g de Tris basico en
800mL de H,0O destilada. Remover con ayuda de un agitador magnético. Afiadir 100mL de
disoluciéon de EDTA 0.5M y 57.1mL de 4cido acético glacial. Ajustar el pH hasta 8.3. Aiadir H,0

hasta alcanzar el volumen final de 1L. Atoclavar (20 minutos a 1Kg/cm?).



OBTENCION DE RATONES MUTANTES
Los ratones de nuestro interés son hipomorfos severos para el Fgf8, albergando en su genoma
2 copias mutadas de este gen: Fgf8 neo y Fgf8 A2,3 (Fig. 6, by d)

En aras de obtener esta linea de ratones hemos de cruzar dos progenitores heterocigotos, uno

de ellos Fgf8 neo/+ vy el otro Fgf8 A2,3/+, este cruce nos dara una descendencia de:

Fgf8neo/+ | Fgf8 neo Fgf8 +

Fgf8A2,3/+

Fgf8 a2,3 Fgf8 neo/A2,3 Fgf8 n2,3/+

Fgf8 + Fgf8 neo/+ Fgf8 +/+ (wT)

25% Hipomorfos severos (Fgf8 neo/ A2,3)
25% Heterocigotos Fgf8 neo/+

25% Heterocigotos Fgf8 A2,3/+

25% Homocigotos Wild-Type (Fgf8 +/+)

Los progenitores por su parte los hemos obtenido inicialmente por recombinacion mediada
por Cre- para asi obtener las deleciones deseadas de genes inducibles en células embrionarias

por recombinacion homologa.

Primero construimos un vector de aproximadamente 10kb de ADN gendmico alterado de Fgf8

de la siguiente manera:

- Primero insertamos un sitio loxP en el intrén localizado aguas arriba del exén 2 y otro
en la regién 3'UTR para floxear (flank with loxP sites; flanquear con sitios loxP) las
secuencias codificantes de los exones 2 y 3 del gen Fgf8.

- Ensegundo lugar insertamos el gen de resistencia a la neomicina (neo) flanqueado por

sitios frt inmediatamente aguas arriba del sitio loxP 5’ insertado anteriormente.

Una caracteristica importante del disefio de este vector es que ni los sitios loxP ni el gen de
resistencia a la neomicina flanqueado por los sitios frt interrumpen ninguna secuencia

codificante.

Los dos sitios loxP flanquean secuencias codificantes muy conservadas del gen Fgf8, las cuales

son presumiblemente muy importantes para la funcionalidad del gen. Por lo tanto, la delecidn



mediada por Cre- de estas secuencias flanqueadas por loxP lo convertirian en un alelo nulo de

este gen.

Este vector lo utilizamos para producir una linea de ratones que contengan este alelo que
llamamos Fgf8 neo. Los ratones Fgf8 neo/+ son fenotipicamente indistinguibles de sus

hermanos wild-type (Fig. 6, b).

Sin embargo, los ratones homocigotos para este alelo mutante (Fgf8 neo/neo), obtenido
mediante cruce de los heterocigotos obtenidos anteriormente (Fgf8 neo/+), aunque no
presentan defectos morfolégicos graves a lo largo del eje principal del cuerpo ni en las
extremidades, lo cual sugiere que la gastrulacidon y el desarrollo de extremidades se ha
producido con normalidad, si que resultan con malformaciones severas en el desarrollo del
cerebro, véase, la delecion de la parte posterior del mesencéfalo y de la parte anterior del
cerebelo, asi como la falta de bulbos olfatorios. Todas estas malformaciones llevan a los

ratones Fgf8 neo/neo a no sobrevivir mas alla de 24 horas tras el parto.

Estos datos nos llevan a pensar que el alelo Fgf8 neo es un alelo hipomorfo a pesar de
conservar todos los exones intactos. Esto bien pudiera ser porque a pesar de que el gen de
resistencia a la neomicina (neo), que se insertd para poder seleccionar el vector en primera
instancia, haya provocado el truncamiento de la proteina resultante de la transcripcion vy
traduccion de este gen a causa de sitios de splicing encriptados que se activen durante la

transcripcion.

Seguidamente y con el objetivo de conseguir un alelo nulo de Fgf8 (Fgf8 A2,3), cruzamos un
raton Fgf8 neo/+ con un ratén mutante que exprese el gen flp bajo el control del promotor
humano de la B-actina. De esta manera, por recombinacién mediada por Flp obtenemos el

alelo mutante Fgf8 flox (Fig. 6, c)

A continuacién cruzamos un ratéon Fgf8 flox/+ con otro mutante que exprese esta vez Cre bajo
el control del promotor humano de la B-actina para que, de manera analoga a como ocurria en
la obtencidn del Fgf8 flox, por recombinacion mediada por Cre, obtenemos el alelo Fgf8 A2,3,
en el que los exones 2 y 3 del gen han sido eliminados y por lo tanto es un alelo nulo del gen

en cuestion (Fig. 6, d) (Garel et al., 2003; Chi et al., 2003 y Meyers et al., 1998)
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FIGURA 6: g, alelo wild-type del gen Fgf8, b, alelo Fgf8 neo producido por la sustitucién de un fragmento
del gen por una copia alterada mediante un vector, c, alelo Fgf8 flox obtenido por recombinacién
mediada por FLP, d, alelo Fgf8 A2,3 obtenido por recombinacidon mediada por Cre.

Una vez obtenidos los mutantes heterocigotos nombrados anteriormente (Fgf8 neo/+ y Fgf8
A2,3/+) y con el fin de obtener el doble mutante Fgf8 neo/ A2,3, que es un mutante hipomorfo
severo para el gen Fgf8, solo tenemos que llevar a cabo el cruce ya explicado, Fgf8 neo/+ con
Fgf8 A2,3/+y de acuerdo con la ley de Mendel, un 25% de la descendencia tendra el genotipo

deseado.

OBTENCION Y TRATAMIENTO DE EMBRIONES

Las ratonas prefiadas y temporalizadas fueron sacrificadas por dislocacion cervical y se disecé

el Utero para extraer los embriones a los 18.5 dias de gestacién (E18.5).

Toda la manipulacion de los animales y los procedimientos experimentales se realizaron de

acuerdo a las directrices de los gobiernos de Espafa y de la Unién Europea.

Los embriones fueron extraidos y disecados en PBS 1x frio. La cola fue seccionada y etiquetada
para su posterior genotipado. Las cabezas fueron fijadas en PFA 4% durante 2 horas, después
el craneo fue abierto por la linea media desde el extremo caudal del hueso occipital hasta el
frontal para que la disoluciéon de fijacién pudiera penetrar en él y se dejaron toda la noche en
PFA al 4%. Después fueron lavadas en PBS para eliminar los restos de PFA. A continuacidn se

deshidrataron las cabezas de los embriones en una bateria ascendente de etanol (de 25% a
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100%) y se almacenan en etanol 100% estéril a 4°C hasta su procesamiento (a -20°C para un

almacenamiento de mas tiempo).

Los embriones que se utilizaron posteriormente para inmunohistoquimica o para tincién de
Nissl fueron puestos en butanol para extraer el etanol y luego se pasaron a parafina (GemCut®
Emeral Paraffin, no. 24364-1) haciendo 6 lavados de 30 minutos y una noche en parafina
fundida en una estufa a 57°C para finalmente colocar la cabeza en la orientacién deseada
(coronal o sagital) y dejar fraguar la parafina en un bloque a temperatura ambiente. Se
cortaron en ldminas de 12um de espesor en orientaciones y se colocaron en portaobjetos.
Finalmente se mantuvieron a 37°C durante la noche para que se secaran y los cortes se

pegaran al portaobjetos.

GENOTIPADO DE EMBRIONES

Fueron utilizadas como muestra de tejido las colas de los embriones en fresco. Se les extrajo
AND utilizando 100uL de NaOH 50mM a 95°C durante 25 minutos y luego se neutralizé
afiadiendo 100uL de solucién TRIS 1M (pH 3.9). Finalmente se centrifugaron las muestras para

obtener un sobrenadante en el que se encuentra el DNA.

Seguidamente se midié la concentracion de DNA con el NanoDrop (Thermo Scientific
NanoDrop™ 1000) y se diluyeron las muestras con H,O pura (320072 SIGMA-ALDRICH) para

conseguir una concentracion final de aproximadamente 150ng/uL.

Para el genotipado se utilizd la técnica de la PCR (Polymerase Chain Reaction, reaccién en
cadena da la polimerasa). Con esta PCR se detectaron los 3 diferentes alelos de Fgf8 que
podian albergar los embriones, Fgf8 neo, Fgf8 A2,3 o Fgf8 WT (Fig. 7). Como cebadores

utilizamos:
SL1 EM99: 5’-CTTAGGGCTATCCAACCCATC -3’
SL2 EM40: 5’-CTGCAGAACGCCAAGTAG -3’

SL3 EMA41: 5’-AGCTCCCGCTGGATTCCTC -3’
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FIGURA 7: Vista esquematica de los alelos Fgf8 WT (a), Fgf8 neo (b) y Fgf8 A2,3 junto con la posicién de

los cebadores.

Y se utilizaron 2 programas diferentes con temperaturas de hibridacion (Ty) diferentes, uno
para Fgf8 neo con SL2 y SL3 (Tx: 54°C) y otro para Fgf8 A2,3 con SL1 y SL3 (Th: 58°C) y lo

corremos en un gel de agarosa 2% en la solucién TAE 1x de la siguiente manera:

e 95°C 5 minutos

e 35ciclosde: 95°C 1 minuto
54/58°C 1 minuto
72°C 1 minuto

e 72°C 10 minutos

Obteniendo un resultado de una banda de 150pb (pares de bases) en la PCR de Fgf8 A2,3 para
el alelo mutante (Fig. 8, a) que corresponde al fragmento comprendido entre SL1 y SL3 (Fig. 7,
c), como podemos observar, el fragmento que comprenderian estos cebadores en el alelo WT
seria demasiado grande para ser amplificado. Por otro lado, en la PCR de Fgf8 neo obtenemos
una banda de 200pb correspondiente al alelo WT y otra de 220pb que corresponde al alelo

mutante neo (Fig. 8, b, c y d), contenidos entre los cebadores SL2 y SL3 (Fig. 7, b).
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FIGURA 8: a, una banda de
150pb  correspondiente  al
alelo mutante en la PCR de
Fgf8 A2,3 junto con el
marcador de peso molecular;
b, una unica banda de 200pb
correspondiente al alelo WT;
c, una Unica banda de 220pb
correspondiente  al  alelo
mutante Fgf8 neo; d,
heterocigoto Fgf8 neo/+, con
una banda neoy otra WT.

<« 200pb
< 100pb

150pb»

TINCION DE NISSL

La técnica de la tincién de Nissl es utilizada principalmente para la tincién de tejido nervioso.
Se utiliza cresil violeta, que tifie los cuerpos de Nissl que son unos cumulos de reticulo

endoplasmatico rugoso.

Para llevar a cabo la tincién primero desparafinamos las muestras en la estufa a 95°C para que
se derrita la parafina y después le hacemos 2 lavados de 10 minutos en xilol para quitar los
restos de parafina. Después rehidratamos las muestras en una bateria de alcoholes vy

finalmente dejamos las muestras en la solucién de cresilo durante 10 minutos.

Una vez hecha la tincidn volvimos a deshidratar las muestras rapidamente en la bateria de

alcoholes llegando finalmente hasta el xilol y montamos los cubreobjetos con Eukitt®.

INMUNOHISTOQUIMICA (IHQ)

La IHQ es un proceso por el cual se detectan antigenos, normalmente proteinas, en un tejido
mediante el uso de anticuerpos especificos contra el antigeno que se desea marcar. De esta
manera podemos detectar donde se expresa un gen localizando en el tejido la proteina que

este codifica.

Con este fin se utilizan dos anticuerpos diferentes, uno primario que se une especificamente a
la proteina de nuestro interés y otro secundario marcado con biotina o fluorescencia que se

une al primario.

En el caso que nos compete lo primero que hicimos fue desparafinar y rehidratar utilizando la
estufa y lavados de xilol de la misma manera que en la tincién de Nissl y desenmascarar los

epitopes, que son las regiones de las moléculas a las que se une el anticuerpo, utilizando el
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Autoestiner Link 48, en sus tanques de PT Link, sometemos las muestras a un aumento de
temperatura progresivo hasta 95°C donde se mantiene 15 minutos, después lentamente
vuelve a la temperatura ambiente, sumergidos en un tampdn con un pH alto (Target Retrieval
Solution High pH, Dako, DM828) que rompe los enlaces del parafolmaldehido para
desenmascarar el epitope, dejarlo al descubierto y permitir adherirse el anticuerpo primario

correctamente.

Después de desenmascarar se hacen 3 lavados de 10 minutos con PBT (PSB 1x + Tritén 1%) en
agitacién y se inactiva la peroxidasa enddgena incubando las muestras con H,0, (Normapur
23619.297) al 3% en PBT durante 30 minutos en oscuridad, lavamos los restos de H,0, con 3
lavados de PBT de 10 minutos en agitacion. Tras los lavados se bloquea con PBT con 0,1% de

BSA (Bovine serum albumin, Albumina de Suero Bovino) y 10% de lisina 1M incubdndolo

durante 1 hora a temperatura .
Complejo
ambiente para que la unién ’ 9 avidina-biotina-
) ] ) x4.>X4. peroxidasa (ABC)
antigeno-anticuerpo sea lo mas \ \ /
¢ | S £
ifi i vitan i
especifica posible, evitando as | 81.>x4.
también que salga fondo durante el Anticuerpo
secundario vy
revelado.
: Anticuerpo
rimariop
Entonces pasamos a la incubacion / \ P
del anticuerpo primario, este se unira /\ /\ Antigeno

especificamente a la proteina de

. ) o FIGURA 9: Esquema de la técnica de IHQ
nuestro  interés. Diluimos el

anticuerpo a una concentracion final de 1:100 en solucion Dako (Antibody Diluent, DAKO, Ref.
K8006) calculando un volumen final correspondiente a 250uL por cada portaobjetos.
Colocamos los portaobjetos en posicidn horizontal en una caja con agua para que mantenga la
humedad y no se evapore la dilucidon del anticuerpo y lo cubrimos con parafilm. Dejamos

incubar el anticuerpo primario durante toda la noche.

A la mafiana siguiente recuperamos el anticuerpo primario y volvemos a lavar con PBT, 3
lavados de 10 minutos en agitacidon. Entonces, de una manera similar a como se incubd el
anticuerpo primario incubamos el secundario, esta vez con una dilucién 1:200 en PBT, con
300uL por cada portaobjetos sin Parafilm durante una hora a temperatura ambiente. Este
anticuerpo es contra el anticuerpo primario y esta biotinizado, es decir, incluye biotina en su
estructura (Fig. 9 en azul). Se recupera el anticuerpo secundario y de nuevo se hacen 3 lavados

de 10 minutos con PBT para eliminar los restos. Entonces se pone el complejo ABC (complejo
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avidina-biotina-peroxidasa, Vectastain PK-4000) a concentracion 1:500 en PBT durante 1 hora
del mismo modo que el anticuerpo secundario. El complejo ABC es conveniente prepararlo
media hora antes de ponerlo para que se forme el complejo del reactivo “A” (la avidina) con el
reactivo “B” (la biotina unida a la peroxidasa). Lavamos de nuevo con PBT y por ultimo

eliminamos el PBT con 2 lavados de 10 minutos de Tris pH7 0.05M.

Durante todo este proceso la proteina cuya expresion deseamos detectar ha sido marcada con
un complejo incoloro, el siguiente paso es el revelado, durante el cual se le dara color a este
complejo incubando las muestras en una disoluciéon de Tris 0.05M + DAB 1% (3,3-
Diaminobencidina) + 0.003% de H202, que dara un precipitado pardo mediante una reaccion

enzimatica (Fig. 10).

H3C CH3 /
H,0,/peroxidasa
HZNNHz — g i CHs Dimero oxidado
HaC CH color
HaC CHs 3 3 (color)

FIGURA 10. Reaccién enzimatica de la DAB

También se puede incluir niquel en la disolucién de revelado dando una coloraciéon mas oscura.

El revelado se hace en oscuridad y el tiempo necesario depende del anticuerpo utilizado. Una
vez se obtiene el marcaje se ha de parar el revelado para que no salga fondo y eso se hace con
2 lavados de Tris 0.05M y 3 de PBS 1x de 10 minutos. Finalmente se deshidratan las muestras
en la bateria de alcoholes, después pasamos a xilol y montamos con Eukitt® igual que con la

tincion de Nissl.

En este trabajo se hicieron 2 tipos de IHQ, una contra calbindina y otra contra DCC (Deleted in

Colorectal Carcinoma).

La calbindina es una proteina de unidn a calcio que pertenece a la superfamilia de la troponina
C. Funciona como tampdn de calcio citosélico y se encuentra en el cerebro, el rifidn y los

islotes pancreaticos.
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En el cerebro tiene una fuerte expresion en el hipocampo, el cerebelo, los cuerpos mamilares
(dejando lo la regidn retromamilar sin marcar) entre otros (Grateron et al., 2003) y es muy util

para diferenciar determinadas estructuras.

La proteina DCC es una proteina transmembrana de la superfamilia de inmunoglobulina
descubierta en 1990 por su implicacién en el cancer colorrectal (Fearon et al.,, 1990).
Posteriormente se descubrié que es un receptor de netrina implicado en la formacién del SNC,
ya que los axones se extienden por estimulacién de un gradiente de netrina-1 que es

detectado por este receptor (Grady, 2007).

La IHQ contra esta proteina funciona como un marcador axonal especifico, asi pues dentro del

cerebro permite la distincion de tractos tractos y fibras nerviosas que lo recorren.

RESULTADOS

FENOTIPO WILD TYPE:

El estudio de los ratones control se realizé con embriones con fenotipo WT, i.e., homocigotos
WT o heterocigotos. Los Unicos que presentan fenotipo mutante son los homocigotos

mutantes (Meyers et al., 1998).

En las secciones sagitales del cerebro de un embrién de Mus musculus de E18.5 se pueden
observar los diferentes tractos del interés de este trabajo. A partir de la fimbria, que se
encuentra en la parte ventral del hipocampo (Fig. 11, A, C, E), nace el férnix, ambos marcados
positivamente con DCC (Fig. 11, E) y negativamente con Calbindina y tincién de Nissl (Fig. 11, A
y C). El férnix se une en la linea media del cerebro formando lo que se Ilama el cuerpo de fornix
(Fig. 11, B, D y F). Este continula separandose en las columnas del férnix que pasan rodeando el
tercer ventriculo cerebral dorsalmente para aproximarse de nuevo por detras de la comisura
anterior, aunque sin llegar a unirse, hasta descender y llegar a los cuerpos mamilares, en la
zona ventro-caudal del hipotalamo. Por lo tanto topograficamente realizan un semicirculo o

“C” desde el hipocampo hasta los cuerpos mamilares.

Desde los mismo cuerpos mamilares nace un tracto que se separa casi inmediatamente
después de salir en los tractos mamilotaldmico y mamilotegmental, que van al talamo vy al
tegmento respectivamente (Fig. 11, B, D y F). Por lo tanto la separacion entre estos tractos en

la region mamilar no esta tan claramente delimitada.



También se pueden observar otros tractos como la estria medularis que nace en los nucleos
septales y avanza dorsalmente al epitdlamo diencefdlico, justo por debajo del férnix llegando
hasta la Habénula, nucleo en el cual se origina el fasciculo retroflexo, que desciende por el
tdlamo caudal (limite tdlamo-pretectum) y termina en el nucleo interpeduncular y en los

nucleos del rafe rombencefalico (Fig. 11).
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FIGURA 11: Cortes sagitales del cerebro de un embrién de raton WT de E18.5 a los que se les ha hecho
la tincidn de Niss/ (A 'y B), la IHQ contra calbindina (Cy D) y contra DCC (E y F). Siendo A, Cy E cortes mas
laterales y B, D y F mediales. Se reconocen las estructuras del hipocampo (H), fimbria (Fi), estria

medularis (SM), fornix (f), quiasma éptico (QO), cuerpos mamilares (M), fasciculo retroflexo (FR) y
tractos mamilotaldmico (mt) y mamilotegmental (mtg).

Medial

\ >
F

De la misma manera, en los cortes coronales de los embriones wild type se aprecia el cuerpo
del férnix que se divide en las 2 columnas del fornix bajo la comisura ventral hipotaldmica y en
los pilares del férnix que forman la fimbria al comienzo rostral del hipocampo (Fig. 12, A, Cy E).
En los cortes mas mediales (Fig. 12. B, D y F) se observa el fasciculo retroflexo, con un fuerte
marcaje en la IHQ contra DCC (Fig. 12, F), asi como el férnix y el tracto mamilotaldmico, que

viajan hasta los cuerpos mamilares.
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FIGURA 12: Cortes coronales del cerebro de un embrion de ratén WT de E18.5 a los que se les ha hecho
la tincidn de Niss/ (A 'y B), la IHQ contra calbindina (Cy D) y contra DCC (E y F). Siendo A, Cy E cortes mas
rostrales y B, D y F mediales. Se reconocen las estructuras de la comisura ventral hipotaldmica (CVH), la
comisura anterior (CA), el cuerpo del férnix (F), que se divide en las columnas del fornix (f), la fimbria

(Fi), el fasciculo retroflexo (FR), los tractos mamilotaldamico (mt) y mamilotegmental (mtg) y los cuerpos
mamilares (M).

FENOTIPO MUTANTE VS. WT

A simple vista ya se pueden apreciar notables diferencias entre el fenotipo mutante (Fgf8
(neo/A2,3)) y el WT. La formacion del hocico no es completa y mientras que el WT presenta un
hocico recto y ancho con un extremo recto (Fig. 13, Ay B), el mutante presenta un hocico con
forma de pico afilado y con una apertura bucal mas estrecha (Fig. 13, C y D). Ademas la

posicién de los ojos y las orejas en el mutante es mas elevada que en su correspondiente en
WT.
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FIGURA 13: Comparacién entre las cabezas de embriones dé E18.5 WT (A y B) y mutante (C y D) donde
se puede apreciar la diferencia en la formacién del hocico y la posicién de los ojos y las orejas.

Los ratones Fgf8 (neo/A2,3) presentan fenotipo mutante que difiere del WT en la presencia de
un ventriculo lateral Unico, que proviene de la fusiéon de los 2 ventriculos laterales que se
observan en el WT (Fig. 14, A, B, G y H), por lo tanto solo existe un hipocampo que no se forma
adecuadamente y no existe cuerpo del férnix como tal, sino que la fimbria forma un continuo
por debajo del hipocampo (Fig.14, J). Tampoco se forma correctamente el quiasma dptico, que
pasa a ser una fibra gruesa que atraviesa ventralmente el cerebro de lado a lado en los cortes
mas mediales (Fig. 14, C, | y J). De la misma manera parece que los cuerpos mamilares se
encuentran fusionados (Fig. 14, K) y el tercer ventriculo se ve agrandado. Sin embargo parece

que el fasciculo retroflexo mantiene su anatomia.
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FIGURA 14: Cortes coronales del cerebro de un embrién de ratén de E18.5 Wild Type (A, B, C, D, Ey F)
frente a los cortes correspondientes del mutante (G, H, I, J, Ky L) a los que se les ha hecho la IHQ contra
calbindina (A, C, E, G, | y K) y contra DCC (B, C, F, H, J yL). Los cortes estan ordenados de rostral a caudal,
de izquierda a derecha. Se reconocen las estructuras de los ventriculos laterales (VL), fusionados en el
mutante (VL*), la comisura ventral hipotalamica (CVH), ausente en el mutante (CVH*), la comisura
anterior (CA), engrosada en el mutante, el nervio dptico (NO), el quiasma éptico (QO), deforme en el
mutante (QO*), el hipocampo (H) que en el mutante (H*) no llega a formar el giro dentado del
hipocampo, y por lo tanto la fimbria (Fi) que esta bien definida en el WT es continua en el mutante (Fi*),
el tercer ventriculo (V3), también presenta cambios con respecto al WT, siendo en el mutante mas
alargado (V3*), mientras que la formacidon hipocampal desaparece antes. También se observan los
cuerpos mamilares (M), fusionados en el mutante (M*), el fasciculo retroflexo y los tractos
mamilotaldmico (mt) y mamilotegmental (mtg*), no distinguibles en el mutante.

En los cortes sagitales (Fig. 15) de los embriones se observan claras diferencias en cuanto a la
formacion del telencéfalo, asi como la linea media del cerebro, apreciable en la presencia del
ventriculo lateral fusionado y un hipocampo sin giro dentado que recorre la superficie ventro-
caudal del ventriculo lateral. También se ven diferencias en el quiasma dptico que no se llega a
formar adecuadamente. Sin embargo son observables todos los tractos estudiados, fimbria,
fornix, mamilotaldmico, mamilotegmental y fasciculo retroflexus, aunque si que se aprecia
diferencias en la fimbria, que ocupa toda la parte ventral de la formaciéon hipocampal
malformada (Fig. 15, G y H). Ademas de una formacidn hipotaldmica mas pequefia bajo el

tercer ventriculo.
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FIGURA 15: cortes sagitales del cerebro de un embrién de ratén de 18.5 Wild Type (A, B, Cy D)
frente a los cortes correspondientes del mutante (G, H, | y J) a los que se les ha hecho la IHQ contra
calbindina (A, C, Ey G) y contra DCC (B, D, F y H). Los cortes A, B, E y F coinciden con secciones laterales
del cerebro, mientras que los cortes C, D, G y H son mediales. Se reconocen estructuras como la fimbria
(Fi), el hipocampo (H) que no presenta giro dentado en los mutantes (H*) y ademas se ve a lo largo de
toda la linea media del cerebro, el ventriculo lateral (VL), mucho mas grande y extendido en el mutante
(VL*), el Fasciculo retroflexus (FR), el quiasma dptico (QO), que no se forma como tal en el mutante
(QO*), los tractos del férnix (f), mamilotaldamico (mt) y mamilotegmental (mtg) y los cuerpos mamilares
(Mm).

DISCUSION

Fgf8 juega un papel importante en la formacién del sistema nervioso central como organizador
segundario con una expresion centrada en el istmo cerebral, en la cresta neural anterior y en la
zona limitans principalmente (Fig. 3) induciendo o reprimiendo la expresion de otros genes y
es determinante para la correcta formacién del SNC en los distintos estadios del desarrollo
embrionario como la gastrulacidon, como demostré Meyers en 1998 con el uso de mutantes

nulos para Fgf8 que no mostraban mesodermo embrionario.

En el estudio de los mutantes hipomorfos para Fgf8, que presentan una expresion reducida
para este gen, se ha demostrado su importancia como organizador secundario, la expresién
hipomérfica parece suficiente para la induccién del mesodermo embrionario y, por lo tanto, la
gastrulacidn, sin embargo existe una delecion del mesencéfalo posterior y el cerebelo, dada la
falta de expresién en el organizador istmico cerebral. Ademds de una deformacién craneofacial

y una deformacion de los I6bulos olfatorios (Meyers, 1998; Crosley, 2001).

Hemos visto que el hipotalamo se encuentra reducido y los cuerpos mamilares fusionados, a
pesar de ello aparentemente los tractos aferentes y eferentes del mismo no se ven afectados.
No existe cuerpo calloso por lo que esta, la mayor comisura del SNC, utiliza otros puentes de

paso de via de la informacion. En este casi usara la comisura anterior y el quiasma dptico.

Son apreciables en los mutantes hipomorfos los tractos mamilotaldmico y mamilotegmental,
asi como el fasciculo retroflejo y el férnix, no obstante este ultimo se presenta en una forma
inadecuada. Al no formarse correctamente la linea media del cerebro y por lo tanto no existir
una separacion de los hemisferios cerebrales y por lo tanto Unicamente se forma un gran
ventriculo lateral fusionado que recorre el cerebro de lado a lado, de la misma manera, el
hipocampo recorre todo el ventriculo latero-caudalmente sin llegar a formarse un giro
dentado y de la misma manera, la fimbria no se encuentra dividida en dos fasciculos

longitudinales, si no que forma un solo cuerpo (ldmina), férnix sin division en vez de dos pilares



del fornix (de ahi la comisura ventral hipocdmpica mucho mas extendica), aunque si parece
que se separa en las columnas anteriores del fornix alrededor y largo de un tercer ventriculo

mas grande de lo normal hasta llegar de manera desfasciculada a los cuerpos mamilares.

El tercer ventriculo se ve agrandado lateralmente pero con mayor tejido pos su parte ventral
(ocupado por el grosor del quiasma optico-cuerpo calloso ectépico) y también a causa de la
formacidon de un hipotdlamo mas pequefio en comparacién con el WT, con fusién de los
ndcleos mamilares y alteracién del tallo hipofisiario (formacion del infundibulo vy

neurohipifisis).

Aunque los cuerpos mamilares se encuentran fusionados y pudiera indicar un Unico tracto
mamilotaldmico y mamilotegmental en lugar de uno desde cada cuerpo mamilar aunque
parece que si que se separan en 2 fibras para llegar al nicleo anterior del talamo y los nucleos
reticulares del puente del tegmento, respectivamente. Esto indica que la fusion de los mismos
no altera la recepcion de la informacidon proveniente de hipocampo y por lo tanto la
transmision de la informacidn hacia los nucleos anteriores de las dos masas taldmicas y pares
de nucleos reticulares del rafe. Estos resultados resultados indican que FGF8 es importante
para la formacién de la linea ventral mamilar pero no para el desarrollo de los cuerpos

mamilares.

Parece légico pensar por lo tanto que Fgf8 no determina para la formacion de las proyecciones
hipotaldmicas, sin embargo estas se ven afectadas al no formarse una separacién correcta de

las vesiculas telencefalicas.

También hemos podido observar un desplazamiento dorsal de los ojos y las orejas en los
embriones mutantes, debido probablemente a que la formacion deficiente del telencéfalo
provoca una deformacion craneal. Ademds sabemos que Fgf8 se expresa en la cresta neural
anterior, participando en la formacién correcta del rostro, por lo tanto no es de extrafiar

encontrar deformaciones craneofaciales en estos mutantes hipomorfos para Fgf8.

CONCLUSIONES

e FGF8 no determina directamente para el establecimiento de las proyecciones
aferentes y eferentes del hipotdlamo, fundamentalmente de los cuerpos mamilares.
e Existen deformaciones anatdmicas severas de las mismas dada la carencia de cuerpo

calloso.



e La no formacién de la linea media dorsal prosencefdlica provoca una allteracion
anatomica (y funcional) del telencéfalo y todas las estructuras que a éste pertenecen,
incluido por lo tanto el hipocampo, el septum y sus respectivas fimbrias, fornix y estria
medularis. Estas alteraciones provocan que los axones que deben enviar la
informacidon a la corteza contralateral o regiones caudales del cerebro, utilicen la
comisura anterior y/o quiasma para dicha funcién.

e Ventralmente, la fusién de los cuerpos mamilares si es debida a la disminucién de la
expresion de Fgf8 en esta region, la cual si especifica para la formacidn de la regién

intermamilar.

PROYECCIONES FUTURAS

Hemos visto que la disminuciéon de la dosis de la proteina FGF8 tiene unos resultados
(fenotipos) muy dramaticos en el desarrollo de las estructuras medias tanto del techo como

del suelo de la subdivisién prosencefalica secundaria (telencéfalo e hipotdlamo).

Los resultados obtenidos durante este TFG demuestran que los axones provenientes del
hipocampo a la region mamilar, aunque desfasciculados y modificados en su trayectoria llegan
a su destino, quizas porque el factor quimio-atrayente que hay en la regién mamilar siga activo
y en condiciones idéneas. Este factor podria ser una Netrina, la Netrina 1. Se cree que la
Netrina estd involucrada en la guia de axones y la migraciéon celular durante el desarrollo. La
proyeccion futura de este trabajo seria averiguar la expresidon de este gen en estos animales
mutantes y en particular en el hipotdlamo asi como identificar y demostrar la via corticoidal

ectépica a través de la comisura anterior y el quiasma éptico.
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