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RESUMEN

Gas1 (Growht arrest specific 1) es una proteina pleiotrépica que puede inihibir el
ciclo celular cuando se sobreexpresa en tumores pero durante el desarrollo
embrionario actua como un modulador positivo de la proliferacion en varios érganos
y sistemas. Esta proteina se ha estudiado de manera extensiva durante el desarrollo
del cerebelo, sin embargo otras estructuras que expresan altos niveles del ARN
mensajero de gas1 durante su desarrollo han permanecido sin estudiarse a nivel de
proteina. En este trabajo se investigd el patrén de expresion espacio-temporal de
Gas1 durante el desarrollo de la neocorteza y del giro dentado del hipocampo. Se
encontré que Gas1 va disminuyendo sus niveles de expresion conforme transcurre
el desarrollo del sistema nervioso central y se expresa preferencialmente en células

progenitoras mientras que no se observa en neuronas maduras.

Los resultados obtenidos sientan las bases para continuar estudios enfocados a
determinar el rol de la proteina Gas1 durante el desarrollo del sistema nervioso
central debido a su abundante expresion en las células progenitoras: tanto células

troncales neurales como células progenitoras intermediarias.



ABSTRACT

Gas1 is a pleiotropic protein that inhibits cell growth when overexpressed in tumors
but during development, it acts as a co-receptor for sonic hedgehog to promote the
proliferation and survival of various growing organs and systems. This protein has
been extensively studied during development in the cerebellum. However, in other
structures of the central nervous system, information concerning Gas1 is limited to
in situ hybridization studies. We investigate the pattern of Gas1 expression during
various developmental stages of the cortex and dentate gyrus of the mouse brain.
The levels of Gas1 decrease in the developing brain and the protein is mainly found
in progenitor cells but not in neurons during the development of the cortex and

dentate gyrus.



3 Antecedentes

3.1 El sistema nervioso central se origina del ectodermo

En etapas tempranas del desarrollo, después de la formacion de la blastula,
prosigue el periodo de gastrulacion en el cual se reorganizan las células de esta
estructura para formar las tres capas germinales del embrion que son el ectodermo,

mesodermo y endodermo (Carlson 2000).

El sistema nervioso central se desarrolla a partir de una poblacion de células
del ectodermo; aunque todas las células del ectodermo estan predeterminadas a
adquirir un fenotipo de linaje neuronal, este fenotipo es reprimido tempranamente
en la mayoria de las células de esta capa germinal principalmente por el grupo de
ligandos de la familia “Bone Morphogenic Protein” (BMP). Esta represion provoca
que adquiera un fenotipo epitelial en vez de neuronal en las células que responden
a los BMPs (Carlson 2000; Kandel et al 2013).

Las células del ectodermo que adquieren un linaje neural se encuentran
cercanas a una estructura denominada organizador dorsal (labio dorsal del
blastoporo en anfibios) el cual posteriormente dara lugar a la notocorda (Stemple
2005). El organizador dorsal induce el fenotipo nervioso mediante la secrecion de
multiples antagonistas de los factores BMPs como la nogina y cordina. Los
antagonistas inhiben la actividad represora de los BMPs por lo que se favorece el
linaje neuronal en las células del ectodermo cercanas al organizador dorsal y logran

convertirse en células neuroepiteliales (Carlson 2000; Kandel et al 2013).

3.2 Las células neuroepiteliales y la placa neural

Al igual que las células epiteliales, las células neuroepiteliales estan
altamente polarizadas en el eje apico-basal y poseen uniones estrechas; estas
células se caracterizan por proliferar de forma simétrica y se organizan en un plano

horizontal formando la placa neural la cual es una monocapa de células
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neuroepiteliales (Huttner y Brand 1997; Go6tz y Huttner 2005). Poco tiempo
después de la formacion de la placa neural, ésta se modifica por el mesodermo
subyacente, el cual induce el alargamiento en sentido vertical de los extremos de la
placa neural. Esto provoca que la placa neural se invagine y posteriormente que sus
extremos se fusionen para formar una estructura tubular conocida como el tubo
neural (Gilbert 2000).

3.3 La glia radial: las células troncales neurales durante el desarrollo

embrionario

Tras el cierre del tubo neural, las células neuroepiteliales sufren
transformaciones fenotipicas, pierden sus uniones estrechas pero mantienen
uniones adherentes, también pierden la polaridad apico-basal, y aunque mantienen
la expresion de marcadores como Sox2 y nestina, comienzan a expresar otros
marcadores como el epitope RC2, la proteina de unién a lipidos del cerebro (BLBP),
el transportador de glutamato especifico de astrocitos (GLAST) o el factor de
transcripcion Pax 6 (Aaku-Saraste et al 1996, 1997; Hatakeyama et al 2004; Linker
y Stern 2004; Go6tz y Huttner 2005; Zhang et al 2010; Hutton y Pevny 2011). Por
ultimo, su morfologia cambia ya que alargan un proceso basal que se extiende hasta
la superficie pial transformandose gradualmente en células gliales radiales o en
conjunto conocidas como glia radial (Miyata et al 2001; Noctor et al 2004; Gotz y
Huttner 2005). La glia radial es la poblacion celular que ejerce el rol de células
troncales neurales durante etapas embrionarias y postnatales tempranas, las cuales
virtualmente daran origen a todos los tipos de neuronas, astrocitos y
oligodendrocitos que componen al sistema nervioso central (Anthony et al 2004;

Kriegstein y Alvarez-Buylla 2011).

3.4 Morfogénesis y desarrollo del sistema nervioso central

Después de la formacion del tubo neural comienzan a manifestarse cambios
drasticos en la morfologia de esta estructura, la cual dara lugar al sistema nervioso

central. La glia radial no tiene ciclos celulares homogéneos en duracioén por lo cual
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unas regiones del tubo neural proliferan mas rapido que otras; este fendmeno tiene
como consecuencia que se formen tres vesiculas cerebrales: el prosencéfalo, el

mesencéfalo y el romboencéfalo (Carlson 2000; Kandel et al 2013).

En etapas mas avanzadas las vesiculas se vuelven a dividir para dar lugar a
un total de cinco vesiculas: el proscencéfalo da lugar a dos vesiculas que se llaman
telencéfalo y diencéfalo, el mesencéfalo no se divide y el romboencéfalo se divide
para generar el metencéfalo y el mielencéfalo; a partir de cada una de esas
vesiculas se generaran las distintas estructuras y nucleos que componen al sistema
nervioso (Carlson 2000; Kandel et al 2013). A nivel celular se han logrado grandes
avances en el conocimiento de como las células se dividen y migran para formar
distintas estructuras del sistema nervioso central. La mayoria de los estudios para
comprender mejor el desarrollo del sistema nervioso se han enfocado
principalmente en el desarrollo de la neocorteza y el hipocampo, sin embargo, los
principios mediante los cuales se forman estas estructuras son aplicables a la

mayoria del resto de las regiones del cerebro (Kriegstein y Alvarez-Buylla 2011).

3.5 Desarrollo de la neocorteza: patrones de proliferaciéon y migracion

Durante el desarrollo de la neocorteza, la glia radial siempre permanece
adyacente a los ventriculos laterales generando nuevas neuronas mediante
proliferaciones asimétricas; las neuronas se pueden generar de forma directa o
indirecta; en el ultimo caso, se genera un progenitor intermediario a partir de la glia
radial el cual es capaz de dividirse y generar dos neuronas hijas (Noctor et al 2004,
2007; Fig. 1). Las neuronas migran a regiones por encima de la zona ventricular y
subventricular usando como andamio a los procesos de la glia radial para comenzar
a generar las seis capas de la neocorteza en un patron de dentro hacia fuera:
primero se formaran las capas mas profundas de la neocorteza y hasta el ultimo la
mayoria de las capas mas externas con excepcion de la capa mas externa de todas
que es de hecho la primera en formarse (Hevner et al 2003; Noctor et al 2004;
Evsyukova et al 2013). La migracion en sentido vertical de las neuronas usando a

la glia radial como andamio se denomina migracion radial y es el patron que adoptan
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las neuronas glutamatérgicas que se generan en el telencéfalo dorsal (Noctor et al
2004; Evsyukova et al 2013). Por otra parte, también hay neuronas que migran de
forma independiente de la glia radial y lo hacen de una manera perpendicular a la
migracion radial, esta forma de movimiento se denomina migracion tangencial y es
el patron que siguen las neuronas que se generan en la eminencia ganglionica

lateral que en su mayoria son interneuronas (Evsyukova et al 2013).

Después del nacimiento, la mayor parte de la glia radial se diferencia a
astrocitos (Noctor et al 2008), sin embargo, una subpoblacion se queda adherida a
los ventriculos laterales y continia generando nuevas neuronas a lo largo de la vida
adulta. La nuevas neuronas formadas en la zona subventricular y ventricular durante
la vida adulta migran y se incorporan al bulbo olfatorio (Gage et al 2000, 2002;
Alvarez-Buylla y Lim 2004; Ming y Song 2005; Fig. 1).
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Fig. 1 Proceso de neurogénesis desde etapas tempranas del desarrollo embrionario
(neocorteza) hasta el individuo adulto (en la zona ventricular y subventricular de los
ventriculos laterales). Las lineas punteadas son propuestas hipotéticas; las lineas sélidas
son apoyadas por evidencia. NE neuroepitelio; o/PC células progenitoras intermediarias
de oligodendrocitos; células progenitoras intermediarias de neuronas; VZ zona ventricular;
SVZ zona subventricular; MA manto; MZ zona marginal. Imagen de Kriegstein y Alvarez-
Buylla 2009.



3.6 Desarrollo del giro dentado del hipocampo

El giro dentado del hipocampo es una estructura cuya relevancia se ha ido
incrementando con el paso del tiempo; es requerido para la formacion de nuevas
memorias y algunos tipos de comportamientos aprendidos (Eichenbaum et al 2000).
Interesantemente es una de las dos unicas estructuras donde continuan
generandose nuevas neuronas en el adulto (Gage 2002) y ademas existe evidencia
de que perturbaciones en su funcidon y estructura son causas comunes de la
epilepsia y también es una estructura que se afecta profundamente por isquemia
global y meningitis (Houser 1990; Liu et al 1998; Nau et al 1999). Todos estos
aspectos que se relacionan con el giro dentado del hipocampo han promovido que
se estudie mas a detalle el desarrollo de esta estructura para comprender mejor su
funcionamiento, su rol en condiciones normales y patoldgicas y las consecuencias

de un desarrollo incorrecto (Li y Pleasure 2005; Xu et al 2015).

A diferencia del desarrollo de la neocorteza, el desarrollo del giro dentado del
hipocampo se caracteriza por una migracién masiva de células desde una region
adyacente a los ventriculos laterales conocida como neuroepitelio dentado hacia el
sitio donde se va a formar esta estructura. Estas células en migracion son
principalmente glia radial, progenitores intermediarios y neuroblastos que se dirigen
al giro dentado en formacion (Altman y Bayer 1990 a,b; Pleasure et al 2000; Li et al
2009; Sugiyama et al 2013) (Fig. 2). Las células en migracion forman una estructura
transitoria denominada via de migracién dentada (DMS) la cual conecta a las células
en migracién con el giro dentado (Altman y Bayer 1990 b; Pleasure et al 2000; Li et
al 2009). La migracién de células proveniente del neuroepitelio dentado finaliza
aproximadamente entre los dias postnatales 5y 7 (P5 y P7) tanto en la rata como
en el ratéon (Altman y Bayer 1990 b; Li et al 2009). A partir del dia postnatal 10 (P10)
ya se puede apreciar de manera completa la capa granular y continuan
observandose figuras mitéticas en la zona subgranular las cuales ya se ha
demostrado que son células troncales neurales que continuan generando nuevas
neuoronas en el giro dentado del hipocampo a lo largo de la vida adulta (Altman y
Bayer 1990b; Gage 2002; Lim y Alvarez-Buylla 2004) (Fig. 2).
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Fig. 2 Morfogénesis del giro dentado del hipocampo. (a) Durante etapas embrionarias y
neonatales la glia radial (azul obscuro), neuroblastos (rojo) y progenitores intermediarios
(verde) migran desde los ventriculos laterales al giro dentado para formarlo; esta
migracion genera una estructura transitoria denominada via de migracion dentada (DMS).
(b) Durante la vida adulta, los astrocitos radiales que provienen de la glia radial del
desarrollo embrionario (azul claro), generan nuevas neuronas (rojo) a través de
progenitores intermediarios (verde). Imagen de Kriegstein y Alvarez-Buylla 2009. SGZ
zona subgranular; DG giro dentado.



3.7 Moduladores del neurodesarrollo

A grandes rasgos se pueden identificar por lo menos cuatro procesos
fundamentales para que se pueda generar correctamente cada una de las
estructuras del sistema nervioso central: proliferacion, migracion, diferenciacion y
por ultimo muerte celular (Kandel et al 2013). La correcta coordinacion de cada uno
de estos procesos lleva a que el tubo neural vaya sufriendo diversas
transformaciones con grados de complejidad cada vez mayores hasta que
finalmente se complete el sistema nervioso central. Sin embargo, existen muchos
moduladores del neurodesarrollo a nivel celular y molecular que vuelven mas
complejo el estudio de este proceso. Estos moduladores van desde aminoacidos y
micro RNAs hasta diversos tipos de proteinas (Wang y Kriegstein 2009; Fiore et al
2008; Kandel et al 2013; Evsyukova et al 2013).

A pesar de que existen una gran diversidad de proteinas con alta relevancia
en estos procesos como las proteinas Sonic hedgehog (Shh), Wingless (Wnt), o
Fibroblast growth factor (Fgf) las cuales actian como morfégenos o factores de
transcripcion Sex determining region Y2 (Sox2), Paired box 6 (Pax6) o T box brain
protein 2 (Tbr2) existen otros grupos de proteinas que no han sido estudiados de
manera tan exhaustiva como los antes mencionados (lan Simpson y Price 2002;
Kandel et al 2013; Hodge et al 2013; Xu et al 2014); uno de esos grupos se trata de

las proteinas con ancla de glicosil fosfatidil inositol (GPI)

3.8 Proteinas con ancla GPI

Las proteinas con ancla de glicosil fosfatidil inositol (GPI) son proteinas muy
versatiles cuya presencia se extiende a todos los organismos eucariontes; a pesar
de no contar con dominios intracelulares puede llevar a cabo diversas funciones

como tener actividad enzimatica extracelular o modular complejos de sefalizacion

9



mediante la union a éstos para estabilizarlos; estas actividades indican que las
proteinas con ancla GPI tienen una participacion relevante en distintos procesos
fisiologicos (Ferguson 1991; Varki et al1999). Uno de ellos es el desarrollo
embrionario y se ha demostrado su importancia debido a que el knock out de varias
proteinas con ancla GPI provoca la muerte de embriones en etapas tempranas de

su desarrollo o en etapas postnatales tempranas (Fujihara e lkawa 2015).

3.9 Proteinas con ancla GPI en el neurodesarrollo

Son pocas las proteinas con ancla GPI que se han estudiado durante el
desarrollo del sistema nervioso central. Una de las proteinas con ancla GPI que mas
se han estudiado durante el neurodesarrollo son las efrinas A, las cuales tienen
roles importantes en la formacion y delimitaciéon de distintas estructuras del cerebro,
ya que modulan la migracion de axones y de neuronas mediante eventos de
quimiorrepulsion; esto provoca que se vayan definiendo los limites de cada nucleo
y los patrones de conexion de axones al obligarlos a detenerse en ciertas regiones
0 a migrar a través de otras rutas alternativas (Wilkinson 2001; Zimmer et al 2008).
Otros eventos en los cuales participan las efrinas A son la extension de neuritas e
incluso pueden modular la proliferacion en la neurogénesis adulta (Holmberg et al
2005; Cooper et al 2009).

Existen otros tipos de proteinas con ancla GPl que han sido estudiadas
durante el desarrollo del sistema nervioso central aunque todavia no de manera
exhaustiva. Una de ellas es el receptor a GDNF GFRa1 del cual se ha descrito su
distribucion durante el desarrollo del sistema nervioso central pero apenas
comienza a saberse de su funcién en este proceso (Trupp et al 1997; Irala et al
2016). Otra proteina con ancla GPI que ha comenzado a estudiarse mucho desde
la perspectiva funcional del desarrollo del sistema nervioso es la proteina Growth
Arrest Specific 1 (Gas1) que ha demostrado ser muy versatil ya que puede participar
en distintos procesos celulares que van desde proliferacién hasta apoptosis y su
estudio durante el desarrollo del sistema nervioso central sugiere un rol importante

en este proceso.
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3.10 Growth arrest specific 1 (Gas1)

La proteina Growth arrest specific 1 (Gas1) es una proteina con ancla GPI
cuyo gen se descubrié en la linea celular de fibroblastos de origen embrionario
NIH3T3, cuando éstas se cultivaron en ausencia de suero por distintos lapsos
(Schneider et al 1988; Stebel et al 2000). El gen de gas? carece de intrones por lo
que se sugiere que proviene de un retrotransposén (Hatinen et al 2007), codifica
para una proteina precursora de 345 aminoacidos que se procesa por glicosilacion
y adicién de una molécula de glicosil fosfatidil inositol (GPI), la cual se une a su
extremo carboxilo terminal para asi anclarse a la cara externa de la membrana
celular (Del Sal et al 1994; Stebel et al 2000). Su estructura proteica es similar a la
familia de receptores GFRa debido que conserva 10 cisteinas en cada dominio las
cuales participan en la formacion de puentes disulfuro (Del Sal et al 1994; Schueler-
Furman et al 2006). Se considera una proteina pleiotropica debido a los diferentes
efectos que puede tener en las células que la expresan (Dominguez-Monzon et al
2011).

3.11 Gas1 y el arresto celular

Después de haber observado la expresion del ARN mensajero de gas? en
células cultivadas en ausencia de suero, se observo que la expresion ectopica de
gas1 inhibia tanto la proliferaciéon de las células NIH3T3 como el crecimiento de
tumores de cancer de pulmoén en modelos de murinos (Evdokiou y Cowled 1998 a,
b).

La capacidad de gas? para inhibir la proliferacién tanto en lineas celulares y
tumores ha sido aprovechada para continuar evaluando su potencial en el
tratamiento de distintos tipos de tumores. En el 2011, se disefié una forma soluble
de la proteina Gas1 denominada tGas1 la cual tiene la ventaja de poder actuar de
forma paracrina (Lépez-Ornelas et al 2011); el uso de tGas1 en el tratamiento de

gliomas y tumores de cancer de mama inhibié su crecimiento cuando se compararon
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con los tratamientos controles (Lopez-Ornelas et al 2011; Jiménez et al 2014).
Ademas el tratamiento de las células de cancer de mama MDA-MB 231 con Gas1y

tGas1 fue capaz de inhibir su crecimiento (Jiménez et al 2014).

Tomando en cuenta estos estudios, se puede concluir que la sobreexpresion
de Gas1 y su forma soluble tGas1 inhibe el crecimiento y proliferacion de tumores y

células cancerosas.

3.12 Gas1 y apoptosis

En otros modelos de estudio se ha observado que Gas1 es capaz de
promover apoptosis. Mellstrom y colaboradores en el 2002 observaron que Gas1
comenzaba a expresarse en cultivos organotopicos de hipocampo tras un insulto
excitotoxico y que modulaba positivamente la muerte de neuronas hipocampales,
ademas reportaron que tras un insulto isquémico el ARN mensajero de gast
comenzaba a aparecer en el hipocampo sugiriendo un posible rol durante la muerte

de neuronas en esta estructura (Mellstrom et al 2002).

Por otra parte, se ha observado que la sobreexpresiéon de Gas1 provoca la
apoptosis en gliomas (Lopez-Ornelas 2011) y que uno de los mecanismos por los
cuales Gas1 promueve apoptosis es mediante la inhibicidén de la via de sefalizacion

del factor neurotréfico derivado de la glia o GDNF (Zarco et al 2012).

3.13 Gas1y la angiogénesis

Poco se sabe acerca de la relacion entre Gas1 y la formaciéon de nuevos
vasos sanguineos, sin embargo, varios resultados sugieren su participacion en este
proceso, tanto en condiciones normales como en patolégicas. Interesantemente los
tumores tratados con tGas1 presentaban una menor vascularizacion con respecto
a los tumores que llevaban los tratamientos controles (Jiménez et al 2014).
Posteriores experimentos in vitro han demostrado la capacidad de Gas1 para inhibir

la migracion de células endoteliales hacia los lugares donde Gas1 se encuentra en
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mayor concentracion (Jiménez et al 2014). En linea con estos resultados, Mathew
y colaboradores en el 2014 encontraron que los tumores de pancreas inducidos en
ratones con doble knock out para gas7 y boc tenian mayor tamafio y vascularizacion
que los tumores inducidos en ratones controles (Mathew et al 2014), esta
informacion sugiere que la ausencia de Gas1 podria estar facilitando la migracion
de células endoteliales al tumor para acelerar su crecimiento. Sin embargo, los
autores no dejan en claro si el efecto que observan es por la ausencia de gas? o de
boc por lo que se deben realizar mas experimentos para esclarecer cual de las dos

ausencias es la responsable del aumento de la angiogénesis.

3.14 Gas1 durante el desarrollo embrionario

En contraste con la actividad antiproliferativa y apoptética de Gas1 cuando
es sobreexpresado en tumores y lineas celulares, se ha observado que durante el

desarrollo embrionario Gas1 actua como un modulador positivo de la proliferacion.

Cuando se compararon los cerebelos de ratones recién nacidos silvestres y
knock out (KO) para gas? se observé que los ultimos tenian un menor tamafo que
los primeros, lo cual indica que el gen gas7 modula positivamente el crecimiento del
cerebelo (Lee et al 2001). EI mismo patrén que se observo por Lee y colaboradores
en el 2001 en el cerebelo, también se observé en el tracto gastrointestinal, rifiones
y craneos de ratones KO para gas? (Biau et al 2013; Seppala 2007 y 2014; Kann et
al 2015).

En congruencia con estos resultados estan los hallazgos de la proteina Gas1
presente en las células progenitoras de neuronas cerebelares, de neuronas

entéricas y de nefronas (lzzi et al 2011; Biau et al 2013; Kann et al 2015).
Esta informacién reportada por distintos grupos de investigacion indica que

la proteina Gas1 se involucra en eventos de proliferacion durante el desarrollo

embrionario.
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3.15 Mecanismo de accion de Gas1 durante el desarrollo embrionario

La forma mas conocida mediante la cual Gas1 es capaz de modular la
proliferacion durante el desarrollo embrionario es actuando como un correceptor del
ligando Sonic Hedgehog (Shh) para facilitar su via de sefalizacion (Lee et al 2001;
Martinelli y Fan 2007). La cooperacién entre ambas proteinas se ha observado en
la porcion del tubo neural que va a dar lugar a la médula espinal, en el cerebelo y
en cultivos primarios de células progenitoras de neuronas entéricas (Allen et al
2011; Izzi et al 2011; Biau et al 2013).

3.16 Gas1 durante el desarrollo del sistema nervioso

Los primeros estudios del gen gas? durante el desarrollo del sistema nervioso
central fueron hibridaciones in situ en las cuales se observo el ARN mensajero de
gas1 presente en varias estructuras del cerebro durante su desarrollo que incluyen
cerebelo, médula espinal, bulbo olfatorio y particularmente la neocorteza e
hipocampo poseen la sefial mas abundante. Interesantemente y contrario a lo
esperado, se observo que los niveles del ARN mensajero de gas1 tenian sus niveles
mas altos de expresion en los nichos germinales de las estructuras mencionadas,
las cuales estan en proliferacién durante las etapas estudiadas (Lee et al 2001).
Trabajos posteriores reprodujeron la observacion de la expresion de gas? en los
nichos germinales del telencéfalo dorsal que incluyen las regiones que daran origen
tanto al hipocampo como a la neocorteza (Seppala et al 2007, 2014). Los altos
niveles del mensajero de gas? en la neocorteza y el hipocampo sugieren que la
proteina también esta expresandose y que puede tener un rol trascendente e

importante para el correcto desarrollo de estas dos estructuras.

A pesar de los altos niveles reportados de gas? durante el desarrollo de la

neocorteza y el hipocampo, no se han realizado estudios mas detallados acerca del
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patréon de expresion de su proteina en esas regiones para después continuar
estudios centrados en conocer su funcion durante el desarrollo de estas dos

estructuras.
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4 Planteamiento del problema

Las proteinas con ancla GPl son moduladores muy versatiles de distintos
eventos fisioldgicos de los cuales el desarrollo embrionario es uno en los que mas
participacion tienen, sin embargo pocas proteinas con ancla GPI se han estudiado

de manera detallada durante el desarrollo del sistema nervioso central

Gas1 es una proteina pleiotrépica cuyo ARN mensajero se expresa
abundantemente durante el desarrollo de la neocorteza y giro dentado del
hipocampo en desarrollo, sin embargo, se desconoce si la proteina esta presente
durante el desarrollo de estas dos estructuras y tampoco existe informacion acerca
del fenotipo de las células positivas Gas1 en el desarrollo de la neocorteza y giro
dentado del hipocampo. Este conocimiento es necesario para continuar estudios
enfocados a conocer su rol durante la formacion de estas estructuras, el cual se
especula que puede resultar crucial por las multiples funciones que Gas1 es capaz

de modular.
5 Hipétesis

La expresion de Gas1 disminuye durante el desarrollo de la neocorteza y el
giro dentado del hipocampo y se expresa en células progenitoras de estas
estructuras.
6 Objetivos

1. Caracterizar el patron de expresion de Gas1 durante el desarrollo del giro
dentado del hipocampo y neocorteza.

2. Determinar el fenotipo de las células Gas1 positivas en el giro dentado del

hipocampo y neocorteza durante su desarrollo.

16



6.1 Objetivos particulares

Caracterizar el patron de expresion espacio-temporal de Gas1 durante el desarrollo
del giro dentado del hipocampo y neocorteza por inmunofluorescencia, western blot
y ELISA.

Determinar el fenotipo de las células positivas a Gas1 mediante dobles marcajes

contra marcadores de progenitores, neuronas y astrocitos.

7 Métodos

7.1 Animales

El protocolo fue aprobado por el consejo interno del CINVESTAYV vy se siguieron las
indicaciones correspondientes de la NOM-062-ZO0-1999 (SAGARPA). Se
emplearon ratones de ambos sexos de distintas etapas embrionarias y postnatales
las cuales fueron los dias de gestacion E14.5, E15.5, E16.5 y etapas postnatales de
0 y 7 dias de haber nacido (PO y P7 respectivamente). Para determinar los dias
exactos de gestacion se pusieron machos con hembras por una noche, al siguiente
dia se consideré como dia 0.5 a las hembras que poseian un tapén vaginal de
semen. Las hembras prefiadas se sacrificaron por dislocacion para extraer los
embriones. Los embriones fueron sacrificados por decapitacion para obtener sus
enceéfalos los cuales fueron inmediatamente procesados para inmunofluorescencia,
ensayos de western blot o ELISA. En el caso de las inmunofluorescencias, los
cerebros se colocaron en paraformaldehido al 4% por una noche. Al dia siguiente
los cerebros se transfirieron a sacarosa al 30% por otra noche para después
comenzar a cortar el tejido. Se emplearon ratones adultos de 8 semanas para la
extraccion de pulmones y corazones. Los ratones adultos se perfundieron con
solucion salina y posteriormente con PFA al 4%, los 6rganos perfundidos se
colocaron en PFA al 4% una noche y después otra noche en sacarosa al 30% para
después comenzar a cortar el tejido.
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7.2 Cultivo celular

Las ceélulas NIH3T3 se cultivaron en medio DMEM HG con suero. Para los
experimentos de privacion de suero se privo a un grupo de células de suero por 24
horas; a un segundo grupo de células se le aplicé un pulso de medio DMEM HG
compuesto en su 30% por suero que se dejo por 8 horas para reducir los niveles

basales de Gas1 en las células (Schneider et al 1988).

Para la obtencién de neuroesferas se extrajeron encéfalos de embriones de 14.5
dias de gestacion. Se disociaron mecanicamente y posteriormente con Acutasa.
Después las células se filtraron y se colocaron en medio RenCell complementado
con B27, FGF y EGF.

7.3 Ensayo de ELISA

La extraccidn de proteinas de los encéfalos se realizé con inhibidores de proteasas
(Complete, Roche). La medicion de los niveles de Gas1 se realizé empleando el kit
de ELISA de R&D systems acorde a las instrucciones de los desarrolladores del kit
(cat.DY2644 R&D systems). Se tomaron 50ug de proteina de cada muestra para
realizar los ensayos. Los datos obtenidos se analizaron y normalizaron para obtener

la cantidad de proteina de Gas1 en picogramo por microgramo de proteina.

7.4 Ensayo de Western Blot

La extraccién de proteinas de los encéfalos se realizé con inhibidores de proteasas
(Complete, Roche). Para la deteccion de Gas1 se tomaron 50ug de proteina de
cada muestra y se corrieron en un gel de acrilamida al 12%. Las proteinas se
transfirieron a membranas de fluoruro de polivinilideno para después ser incubadas
con el anticuerpo primario de Gas1 (1:500 R&D AF2644) durante la noche en
solucién bloqueadora (TBS-Tween 0.5% con leche en polvo al 5%). Se empled un

anticuerpo secundario anti cabra para detectar al anticuerpo primario (1:5000).
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7.5 Ensayo de marcaje con BrdU

Para los ensayos de pulso-caza las hembras prefiadas recibieron una sola inyeccion
de 5-bromodeoxiuridina (BrdU; Roche; 50mg/kg diluido en solucién salina) de forma
intraperitoneal como lo describié Tucker y colaboradores (Tucker et al 2006). El
marcaje agudo con BrdU para detectar proliferacion se realizé administrando BrdU
100mg/kg de peso corporal en ratones recién nacidos; 4 horas después de la
inyeccion los ratones se sacrificaron para asegurar que la marca del BrdU se
restringiera solo a células en proliferacion. Las rebanadas de tejido de ratones que
habian recibido BrdU se trataron con HCI 1.2N a 37°C por 45 minutos antes de

comenzar el tratamiento para inmunofluorescencias.

7.6 Inmnofluorescencia

Se obtuvieron rebanadas de 20 micrometros de grosor tanto sagitales como
coronales de embriones y ratones recién nacidos, Los cortes se permeabilizaron
con Triton X 100 al 0.2% y se bloquearon con BSA al 1% por una hora. Los
anticuerpos primarios usados fueron anti Gas1 (R and D systems AF2644 1:50), anti
Gas1 biotinilado (R and D systems BAF2644 1:50), anti beta tubulina clase lll
(Covance MRB-435P 1:200), anti GFAP (Dako Z0334 1:500) anti Sox2 (Santa Cruz
Sc-17320 1:500) y anti BrdU (Life technologies 93943). Las secciones se incubaron
con los anticuerpos correspondientes toda la noche a temperatura ambiente. Para
la deteccion de los anticuerpos primarios se incubaron los siguientes anticuerpos
secundarios o estreptavidina acoplada con un fluoréforo por 2 horas: anti-conejo
Alexa Fluor 488 (1:400, Life technologies), anti-cabra Alexa Fluor 488 y 594 (1:400,
Life technologies), estreptavidina con Rojo Texas (1:200 Vector SA 5006),
estreptavidina con fluoresceina (1:200 Vector SA 5001).

Para el experimento de preadsorciéon del anticuerpo primario que es contra Gas1,
se incub6 una noche a 4°C la proteina recombinante de Gas1 con el anticuerpo
primario contra Gas1. Como control se incubd el anticuerpo primario contra Gas1

en la solucion vehiculo en la que venia disuelta la proteina recombinante (BSA 1%).
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Al dia siguiente se comenzaron las inmunofluorescencias aplicando las soluciones

anteriores como anticuerpos primarios.
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8 Resultados

Para detectar a la proteina Gas1 se empled el anticuerpo de la casa R&D
debido a que es el unico anticuerpo probado en ratones knock out para Gas1 (Allen
et al 2011). En el presente trabajo se realizaron controles para corroborar la
especificidad del anticuerpo primario, para ello se utilizaron con las células NIH3T3,
ya que se ha reportado que expresan gas? de forma preferencial cuando estas
células son cultivadas en ausencia de suero (Schneider et al 1988). Mediante
inmunocitoquimica y western blot se observo la expresion de la proteina Gas1
preferencialmente en las células NIH3T3 cultivadas sin suero (Fig. 3). En ensayos
de western blot se observd Gas1 como una unica banda de 37 kilodaltones (kDa)

que se expresa unicamente en las células cultivadas sin suero (Fig. 3b).

Sin suergon suero

a b

SIN SUERO CON SUERO
37 kD
Gas1 . ‘ a
;

10X
4OX- -

Fig. 3 Expresién de Gas1 en las células NIH3T3. Gas1 se observa preferencialmente en las células
cultivadas sin suero tanto por inmunocitoquimica (a) como por western blot (b). En los extractos
celulares, Gas1 se observa como una sola banda de 37 kDa que se expresa preferencialmente en
las células cultivadas sin suero (b)

Después de haber corroborado la especificidad del anticuerpo en las células
NIH3T3 se procedié a realizar pruebas en tejido de ratdn. Los resultados mostraron
la expresion de Gas1 en la capa germinal externa del cerebelo de ratones recién
nacidos (PO) y de 7 dias de haber nacido (P7), corroborando y reproduciendo los

resultados ya reportados en la literatura (Liu et al 2001; 1zzi et al 2011; Figs. 4, 5, 6
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y 7). Cuando incubamos el anticuerpo secundario sin haber agregado el primario no
se observo sefal alguna lo cual descarta la posibilidad de que el anticuerpo

secundario hubiese sido inespecifico (Fig. 5).

Fig. 4 Expresion de Gas1 en la capa germinal externa de un raton PO. Corte sagital. Se observa la
marca de Gas1 en rojo y nucleos marcados con DAPI en azul. (¢) Fusion y amplificacion de los dos
canales. (a) y (b) barras 100um; (c) barra 50 um.

También se preadsorbid el anticuerpo primario incubandolo con la proteina
recombinante de Gas1, posterior a este paso se realizé una inmunofluorescencia
en tejido cerebelar de ratones PO y P7 con el anticuerpo preadsorbido y también
con el anticuerpo no preadsorbido para comparar los resultados y se observé que
s6lo habia senal en donde el anticuerpo contra Gas1 no habia sido preadsorbido
(Fig. 6 y 7); este resultado demostré que el anticuerpo contra Gas1 es especifico

para esta proteina.
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CON ANTICUERPO PRIMARIO

| ...

SIN ANTICUERPO PRIMARIO

Fig. 5 Control del anticuerpo secundario en cerebelos de ratones recién nacidos. Corte
sagital. (a) Inmunofluorescencia contra Gas1 empleando anticuerpos primario y secundario, se
puede observar la expresion de Gas1 (rojo) en la capa germinal externa del cerebelo como ya se
habia reportado previamente. (b) Inmunofluorescencia sin el anticuerpo primario para Gas1, se
puede observar que por si solo el anticuerpo secundario es incapaz de detectar algun epitope en el
cerebelo. Nucleos tenidos con DAPI (azul). Barra 50 pm.
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b
No preadso
(ab sin recombil

Fig. 6 Preadsorscién del anticuerpo primario para Gas1 en cerebelos de ratones P0O. Cortes
sagitales. (a) Cuando se preadsorbe el anticuerpo primario con la proteina recombinante Gas1 no
se observa sefial de Gas1 (verde) en el cerebelo. (b) Cuando se sigue el mismo protocolo pero no

se incuba el anticuerpo primario con la proteina recombinante Gas1 se contintia observando la
sefal de Gas1 (verde) en la capa germinal externa del cerebelo. “ab”, anticuerpo contra Gas1;
nucleos tefiidos con DAPI (azul). Barra 50 um.
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Fig. 7 Preadsorscién del anticuerpo primario para Gas1 en cerebelos de ratones P7. Cortes
sagitales. (a) Cuando se preadsorbe el anticuerpo primario con la proteina recombinante Gas1 no
se observa sefial en el cerebelo. (b) Cuando se sigue el mismo protocolo pero no se incuba el
anticuerpo primario con la proteina recombinante Gas1 se continlia observando la sefial de Gas1
(rojo) en la capa germinal externa del cerebelo. “ab” anticuerpo contra Gas1; nucleos tefiidos con
DAPI (azul) Barra 50 um.

a PULMON b CORAZON
GAS1/DAPI GAS1/AZUL DE EVANS/DAPI

Fig. 8 Inmunofluorescencia para Gas1 en tejidos de pulmén (a) y corazén (b) de ratén adulto
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Debido a que Schneider y colaboradores en 1988 detectaron al ARN
mensajero de Gas1 en tejidos de pulmén y corazén (Schneider et al 1988),
decidimos corroborar la especificidad del anticuerpo contra Gas1 en estos mismos
organos. La inmunofluorescencia mostré la expresion de la proteina Gas1 tanto en
el pulmén y corazén de ratones adultos de manera cercana a los vasos sanguineos,
los cuales se pueden identificar por los nucleos alargados o en forma de huso (Fig
8). Este patrén perivascular ya se habia descrito anteriormente en el pancreas
(Mathew et al 2014).

Los resultados reportados por otros grupos donde ya ha sido probado el
anticuerpo en un raton KO contra Gas1, en conjunto con los resultados obtenidos
en el presente trabajo indican que el anticuerpo primario es una herramienta apta
para detectar de manera especifica a la proteina Gas1 tanto fuera como dentro del
sistema nervioso (Kann et al 2015; Fig. 8). Después de haber validado el anticuerpo,

se procedi6 a realizar los experimentos principales de este proyecto.

Primero se analizaron por western blot y ELISA los niveles de la proteina
Gas1 durante el desarrollo del sistema nervioso central. Se observd una disminucion

de Gas1 conforme transcurria el desarrollo del sistema nervioso central (Fig. 9).
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Fig. 9 Expresion de la proteina Gas1 durante el desarrollo del sistema nervioso central. (a) Western
blot representativo de encéfalos de embriones y ratones postnatales. (b) ELISA de encéfalos de
embriones y ratones postnatales. Para cada etapa n= 5. ANOVA de una via; analisis estadistico

post hoc con la Prueba de Bonferroni ***P<0.0001; *P<0.05

o
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Existen reportes que describen por hibridacion in situ la expresién del ARN
mensajero de gas? en el giro dentado del hipocampo y neocorteza durante su
desarrollo (Lee et al 2001). Para determinar la distribucién de la proteina Gas1
durante el desarrollo de la neocorteza y giro dentado del hipocampo se procedio a
realizar inmunofluorescencias contra Gas1 en estas estructuras en los dias de
gestacion 14.5y 16.5 (E14.5y E16.5) y en ratones PO y P7 (Fig. 10).

En E14.5 y E16.5 Gas1 se encuentra soélo en el telencéfalo dorsal mientras
que en el telencéfalo ventral se encuentra ausente (Fig 10a y b). Interesantemente
el telencéfalo dorsal es la estructura que da origen al hipocampo y neocorteza (Yu
et al 2014; De Juan Romero y Borrel et al 2015).

Fig 10. Expresion de Gas1 durante el desarrollo de la neocorteza y giro dentado del hipocampo.

Cortes coronales. Imagenes de epifluorescencia de ratones E714.5, E16.5(ay b), POy P7 (c y d),

DNE, neuroepitelio dentado, CH casco cortical, DG giro dentado, DMS via de migracién dentada,
CTX corteza. Barras 100 ym
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8.1 Hipocampo

Las inmunofluorescencias mostraron la expresion de Gas1 en el
neuroepitelio dentado (DNE) (Figs. 10a, 11a), en la via de migracién dentada (DMS)
(Figs. 10b, ¢, 11g-i, m-0) y en el giro dentado (DG) durante todas las etapas
analizadas correspondientes a su desarrollo (Figs. 10b-d, 11d-f, j-l, p-r).
Interesantemente, cuando desaparece la DMS en P7, también desaparece la
expresion de Gas1 en esa zona (Fig. 10d), lo cual sugiere que Gas1 esta presente
en células en movimiento hacia el giro dentado en formacion. Es importante
mencionar que la expresion de Gas1 no se observo en el Cuerno de Ammon en

ninguna de las etapas analizadas (Fig. 10).

Para determinar el patrén de expresion espacio-temporal de Gas1 durante el
desarrollo del giro dentado del hipocampo, se realizé un ensayo de pulso-caza con
BrdU. Se administré BrdU a hembras prefiadas en el dia de gestacion E14.5 y se
sacrificaron a distintos tiempos después de la administracion de este analogo de
timidina: 4 horas (E14.5) y dos dias (16.5) después de la administracion y en una
ultima condicion se dejaron nacer las crias marcadas con BrdU en el dia de

gestacion 14.5 para obtener encéfalos de recién nacidos (PO).

Cuatro horas después de la administracion de BrdU se pudo observar la
expresion de Gas1 en el DNE y se aprecié que la expresion de Gas1 se encontraba
en las mismas células que eran positivas a BrdU (Fig. 12a). Este resultado muestra
que Gas1 se encuentra presente en células en estado proliferativo ya que el BrdU
unicamente se encuentra en células en proliferacion a estos tiempos de haber sido

administrado.

Dos dias después de la administracion de BrdU (E16.5) todavia se observan
células nacidas en el dia E14.5 que continuaban expresando Gas1 y BrdU tanto en
la DMS como en el giro dentado del hipocampo en formacion (Figs. 12b, ¢, 13). Sin

embargo, también se pudieron apreciar células nacidas en el dia E14.5 pero que ya
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no expresaban Gas1 dos dias después ya que solo expresaban BrdU (E16.5) (Figs.
12b, c, 13). Estos resultados sugieren que la expresion de Gas1 disminuye

conforme las células progenitoras comienzan a diferenciarse.

Finalmente, en un raton recién nacido se puede apreciar que la mayoria de
las células nacidas en el dia E14.5 dejaron de expresar Gas1 (Figs. 12d, 14). Este
resultado sugiere que Gas1 no se expresa en neuronas maduras. Por otra parte, las
células que nacieron en el dia E14.5 y que continuan expresando Gas1 en ratones
recién nacidos tienen un nucleo de menor tamafo que las células que nacieron en
el dia E14.5 pero que ya no expresan Gas1 (Fig. 14c-e). Se ha descrito que las
células progenitoras del giro dentado del hipocampo tienen un menor tamafo que
las neuronas granulares durante el desarrollo de esta estructura (Altman y Bayer
1990a,1990b), lo cual sugiere que estas células que nacieron en el dia E14.5 y
mantuvieron la expresiéon de Gas1 pudieran ser células progenitoras que
mantuvieron ese fenotipo desde el momento de su nacimiento (Mathews et al 2010;
Li et al 2013; Fuentealba et al 2015).

Debido a que Gas1 se observd en células en proliferacion se decidié hacer
una doble tincidn contra Gas1 y Sox2, para determinar si Gas1 estaba presente en
células progenitoras ya que Sox2 es un factor de transcripcion que se expresa
especificamente en células progenitoras durante el desarrollo del sistema nervioso.
Se observo que la mayor parte de las células positivas a Gas1 también expresan
Sox2 desde E14.5 hasta PO (Fig. 15) con este resultado se demuestra la expresion
de Gas1 en células progenitoras durante el desarrollo del giro dentado del

hipocampo.
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Fig. 11 Expresion de la proteina Gas1 durante el desarrollo del giro dentado. Cortes coronales.
Gas1 se expresa en el DNE (a-c), en el DG de los ratones E16.5 y PO (d-f, j-I) y en la DMS desde
los dias E16.5 (g-i) hasta PO (m-0). En el dia P7 Gas1 continta presente en el DG. CH casco
cortical, DG giro dentado, DMS via de migracién dentada, DNE neuroepitelio dentado, F fimbria,
Asterisco es la muesca dentada. Barras 50 ym.
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E16.5 (BRDU@E14.5) E16.5 (BRDU@E14.5) E14.5 (BRDU@E14.5)
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Fig. 12. Ensayo de pulso-caza durante el
desarrollo del giro dentado del hipocampo.
Cortes coronales. Gas1 esta presente en
células recién nacidas en el DNE (a).
También se mantiene en células dos dias
después de la administracion de BrdU
(E16.5) especificamente en el DG en
formacién (flechas blancas en (b)) y en la
DMS (flechas blancas, (c)). Las células
marcadas en el dia E14.5 y analizadas en
ratones recién nacidos (P0) no expresan
Gas1 (flechas amarillas, (d)). DG giro
dentado, DMS via de migracién dentada,
DNE neuroepitelio dentado. Barras 50 um.
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GAS1/ BRDU/ DAPI

Fig. 13 Ensayo de pulso-caza en durante el desarrollo del giro dentado: dos dias después de la
administracion de BrdU (E16.5). Corte coronal. (a) Imagen panoramica del DG de un embrién
E16.5 que recibié BrdU en el dia E14.5. (b-e) Una célula positive a Gas1 y BrdU en la DMS
(flecha) del recuadro amarillo correspondiente a esta estructura ubicada en la figura (a); (c-e) son
magnificaciones de (b). (f-i) Una célula positiva a Gas1 y BrdU en el DG (flecha) del recuadro
correspondiente a esta estructura en la figura (a); (g-i) son magnificaciones de (f). DMS via de
migracion dentada; DG giro dentado. (a) Barra 100 uym; (b) barra 20 um; (c) y (d) barras 5 uym; (f)
barra 20 ym; g y h barra 5 ym.
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GAS1/ BRDU/ DAPI

Fig. 14 Ensayo de pulso-caza durante el desarrollo del giro dentado: imagenes de un ratén PO
después de la administracion de BrdU en su dia de gestacion E14.5. (a) Imagen panoramica del
DG de un ratén recién nacido. (b-e) Una célula positiva a Gas1 y BrdU en el giro dentado (flecha)
junto con una célula positiva a BrdU que no expresa Gas1 (asterisco). (c-e) son magnificaciones

del recuadro amarillo en (b). (a) Barra 100 pm; (b) barra 50 um; (c-d) barra 10 um.

Se llevaron a cabo ensayos adicionales en los cuales a ratones recién
nacidos se les administr6 BrdU y se sacrificaron 4 horas después de su
administraciéon para asegurar soélo el marcaje de células en proliferacion. Después
se realizaron inmunofluorescencias contra Gas1 y BrdU para ver si existian células
en proliferacion que continuaran expresando Gas1. Se observé que Gas1 todavia
estaba presente en células que se encontraban en proliferacion, sin embargo se

pudo ver que Gas1 también estaba en células quiescentes (Fig. 16).
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SOX2/ GAS1

E14.5

E16.5

PO

Fig. 15 Gas1 se expresa en células progenitoras del giro dentado del hipocampo.
Inmunofluorescencia de Gas1 y Sox2 durante distintas etapas del desarrollo del DG. Las cabezas
de flecha indican células que expresan tanto Gas1 como Sox2. CH casco cortical, DG giro
dentado, DMS via de migracién dentada, DNE neuroepitelio dentado. Barras 50 ym.
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Para comprobar la presencia de Gas1 en células progenitoras se extrajeron
encéfalos de embriones de ratén del dia E14.5 y se realizaron cultivos primarios de
células progenitoras neuronales en forma de neuroesferas. Se pudo observar por
RT-PCR y western blot que las neuroesferas de embriones del dia E14.5 expresan
Gas1 a nivel de ARN mensajero y proteina (Fig. 17). Por inmunofluorescencia se
puede observar que Gas1 colocaliza con nestina el cual es un filamento intermedio
que se emplea como marcador de células progenitoras (Fig. 18). En conjunto, estos
datos muestran la presencia de Gas1 en células progenitoras y este patrén de

expresion se extiende incluso a modelos de cultivos celulares.

BRDU/ GAS1/ DAPI

bDms

DG

Fig. 16 Gas1 se expresa en células en proliferacion en un raton recién nacido (P0). (a-d) Células
en proliferacion positivas a Gas1 y BrdU en la DMS. (e-h) Células en proliferacion positivas a Gas1
y BrdU en el DG. (h) Se puede observar en el hilus una célula en proliferacion resaltada en el
recuadro de lineas discontinuas. (i-k) La célula del recuadro en h a mayor amplificacion. DG giro
dentado, DMS via de migracién dentada. (a-h) Barra 100 um; (i-k) barra 10 ym.
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Para determinar si Gas1 era expresado en neuronas se realizé una doble
tincion contra Gas1 y Beta tubulina clase llI, el cual es un filamento intermedio
especifico de neuronas. No se encontrd colocalizaciéon entre ambos marcadores ni

en etapas embrionarias ni en ratones recién nacidos (Figs. 19, 20).

En conjunto estos resultados muestran que durante el desarrollo del giro
dentado del hipocampo Gas1 se expresa en células progenitoras pero no en

neuronas durante las etapas estudiadas.

a b
BAC Neuroesferas NIHC/S NIH S/S

Neuroesferas Gas1 Blanco
Gas1 Gas1 .
Actina
Actina ’-

{ 37kDa

Fig. 17 Gas1 se expresa en neuroesferas de embriones en el dia de gestacion E14.5. (a) Western
blot de neuroesferas. (b) RT-PCR de neuoresferas.
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E14.5

E15.5

GAS1 NESTINA DAPI

Fig. 18 Gas1 se expresa en células progenitoras de neuroesferas de embriones en el dia de
gestacion E14.5. Inmunofluorescnencia contra Gas1 y nestina

B-TUBULIN CLASS Il GAS1

Fig. 19 Gas1 no se expresa en neuronas en el DNE, ni en la DMS de embriones E14.5 y E15.5.
(a-c) Doble inmunofluorescencia para Gas1 y Beta tubulina clase Il en embriones E14.5. (d-f)
Doble inmunofluorescencia para Gas1 y Beta tubulina clase Ill en embriones E15.5. CH casco

cortical, DG giro dentado, DMS via de migracion dentada. (a-h) Barra 50 pm.
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B-Tubulina clase lll / GAS1 B-Tubulina clase Ill / GAS1
a

E16.5 DMS

E16.5

Fig. 20 Gas1 no se expresa en neuronas en la DMS ni en el DG en embriones E16.5 y recién
nacido (P0). (a-b) Doble inmunofluorescencia para Gas1 y Beta tubulina clase Ill en embriones
E16.5. (c¢) Doble inmunofluorescencia para Gas1 y Beta tubulina clase Ill en PO. DG giro dentado,
DMS via de migracion dentada. (a-c) Barra 50 um.

8.2 Neocorteza

Durante el desarrollo de la neocorteza se observa la expresion de Gas1 en
la zona ventricular y zona subventricular (Figs. 10, 21). Interesantemente, estas
zonas son los nichos germinales de la neocorteza y alberga a células progenitoras

que daran origen a las seis capas de esta estructura.

Para determinar el patrén de expresion espacio-temporal de Gas1 durante el
desarrollo de la neocorteza se realizé un ensayo de pulso-caza de la misma manera
que en el giro dentado del hipocampo (Fig. 12). Acorde a lo reportado en la
literatura, sélo se observaron células en proliferacion en los nichos germinales ya
descritos anteriormente los cuales son la zona ventricular y subventricular (VZ-SVZ)
(Fig. 22a). Se observé que la marca de BrdU se restringe a estas regiones a cuatro

horas después de haber sido administrado (Fig. 22a). Interesantemente, se observé
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que Gas1 se expresaba en las mismas células que expresaban BrdU indicando su

presencia en células progenitoras en proliferacién (Fig. 22a).

En el dia de gestacion E16.5 se pudo observar que las células que se
marcaron con BrdU en el momento de su nacimiento en el dia E14.5 comenzaron a
desplazarse fuera de los nichos germinales de la neocorteza (Fig. 22b). Se observa
que conforme estas células migran y se alejan de la VZ-SVZ, disminuyen la
expresion de Gas1 lo cual sugiere que Gas1 es regulado a la baja conforme inicia

el proceso de diferenciacion a neuronas.

De acuerdo con la idea de que la expresion de Gas1 disminuye conforme las
células progenitoras van alcanzado un fenotipo mas diferenciado, se observd que
las células marcadas con BrdU en el dia E14.5 ya no expresaban Gas1 en ratones
PO (Fig. 22c); se puede apreciar que estas células nacidas en el dia E14.5 han
alcanzado su posicion final en la placa cortical (CP) lo cual sugiere que Gas1 no se

expresa en neuronas maduras (Fig. 22c).

En conjunto, estos resultados indican que Gas1 esta presente en células
progenitoras en divisidn y que su expresion va disminuyendo conforme las células

van diferenciandose a neuronas maduras.

Debido a que se observo la presencia de Gas1 en células en divisiéon se
decidio realizar una inmunofluorescencia contra Gas1 y Sox2 para determinar si
Gas1 estaba presente en células progenitoras (Fig 23). Se observd una que ambos
marcadores se encontraban en las mismas células en todas las etapas analizadas
del desarrollo de la neocorteza (Fig. 23). Este resultado sustenta los resultados

anteriores indicando la presencia de Gas1 en células progenitoras.
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E14.5

E16.5

PO

PT

GAS1/ DAPI

Fig. 21 Expresion de la proteina Gas1 durante el desarrollo de la neocorteza. Cortes coronales. (a-
I) Gas1 se expresa en el la VZ/SVZ a lo largo del desarrollo de la neocorteza. Se puede apreciar
que conforme transcurre el desarrollo de la neocorteza, la expresion de Gas1 va disminuyendo.
VZ/SVZ zona ventricular y subventricular, LV ventriculo lateral. Barras 50 ym
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E14.5 (BRDU@E14.5)

E16.5 (BRDU@E14.5)

PO (BRDU@E14.5)

GAS1/BRDUDAPI

VZISVZ

Fig. 22. Ensayo de pulso-caza
durante el desarrollo de la
neocorteza. Cortes coronales.
(a) Gas1 esta presente en
células recién nacidas en la
ZVISVZ. (b) Dos dias después
de su nacimiento (E16.5) las
células migran fuera de la
VZISVZ y se disminuye la
expresion de Gas1. (c¢) En
ratones recién nacidos, las
células nacidas en el dia
E14.5 ya no expresan Gas1,
indicando que la expresion de
Gas1 se pierde en neuronas
maduras. VZ/SVZ  zona
ventricular y subventricular,
LV ventriculo lateral, CP placa
cortical. Barras 50 ym.
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SOX2IGAS1

E14.5

E16.5

PO

Fig. 23 Gas1 se expresa en los progenitores de la neocorteza. Cortes coronales.
Inmunofluorescencia de Gas1 y Sox2 durante distintas etapas del desarrollo de la neocorteza
donde se puede observar una amplia colocalizacién entre ambos marcadores en los nichos
germinales de esta estructura que son la VZ/SVZ. VZ/SVZ zona ventricular y subventricular, LV
ventriculo lateral. Barras 50 pm.

Adicionalmente, se determind la existencia de células en proliferacion en

ratones recién nacidos que expresaran Gas1. Se observé que existen dos
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poblaciones positivas a Gas1: células en proliferacion y células quiescentes (Fig.
24).

BRDU/ GAS1

Fig. 24 Gas1 se expresa en células en proliferacién en la neocorteza de ratones PO. Cortes
coronales. (a-c) Se observa que en la VZ/SVZ hay células en proliferacion positivas a Gas1 debido
a que expresan BrdU y células quiescentes que expresan Gas1 porque no expresan BrdU. VZ/SVZ

zona ventricular y subventricular. Barras 50 um.

Para determinar si Gas1 se expresa en neuronas maduras se realizaron
inmunofluorescencias contra Gas1 y Beta tubulina clase lll. Se observa que Gas1
no colocaliza con las neuronas positivas a Beta tubulina clase Ill en las multiples
etapas del desarrollo de la neocorteza que se analizaron (Figs. 25, 26, 27, 28);
ademas se puede apreciar un patron excluyente de ambos marcadores: la sefal
mas intensa de Gas1 se encuentra cercana a los ventriculos laterales, por el
contrario la sehal mas fuerte de Beta tubulina clase lll se observa en la region mas
alejada de los ventriculos laterales (Figs. 25, 26, 27, 28). Si bien en algunos campos
las fibras positivas a Gas1 se encuentran cercanas a los axones marcados con beta
tubulina clase Ill, se puede distinguir que las sefiales provienen de fibras
independientes, esto se puede apreciar cuando se observan las imagenes a

mayores magnificaciones (Figs. 26, 27).

En conjunto estos resultados indican que Gas1 esta presente en células
progenitoras que incluso estan dividiéndose, sin embargo su expresion disminuye
conforme las células progenitoras se diferencian a neuronas durante el desarrollo

de la neocorteza.
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B-Tubulin lIlIf GAS1

Fig. 25 Gas1 no colocaliza con neuronas. Inmunofluorescencia de Gas1 y beta tubulina clase Ill en
neocortezas de embriones de los dias E14.5 y E15.5. CP placa cortical, VZ/SVZ zona ventricular y
subventricular, LV ventriculo lateral. Barras 50 um.

E14.5

E15.5

B-Tubulina Clase Ill/ GAS1/ DAPI
E

Fig. 26 Gas1 no colocaliza con neuronas. Inmunofluorescencia de Gas1 y beta tubulina clase Il en
la neocorteza de un embrion E14.5. (c-d) Magnificaciones del recuadro superior en (b). (e)
Magnificacion de (d). (f) Seccion ortogonal de (e). (h) Seccion ortogonal de (g). (i) Magnificacion de
(9). (j) Seccion ortogonal de (i). (k) Magnificacion del recuadro inferior en (b). (I) corte ortogonal de
(k). LV ventriculo lateral, CP placa cortical. (a, b) barras 100 uym; (c,d) y (k) barras 20 um; (e, g, i)
barras 10 um.
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B-Tubulina Clase 1ll/ GAS1/ DAPI
-

Fig. 27 Gas1 no colocaliza con neuronas. Inmunofluorescencia de Gas1 y beta tubulina clase Il en
la neocorteza de un embrién del dia E15.5. (b-c) Magnificaciones del recuadro en (a). LV ventriculo
lateral, CP placa cortical. (a) barra 100 pm; (b) barra 20 pm.

B-Tubulina clase Il / GAS1

a o]
E16.5
CP
VZ/SVzZ

B-Tubulina clase Ill / GAS1

& d CP
PO
VZ/SVZ

Fig. 28 Gas1 no colocaliza con neuronas. (a-b) Inmunofluorescencia de Gas1 y beta tubulina clase

Il en la neocorteza de un embrién E16.5. (c-d) Inmunofluorescencia de Gas1 y beta tubulina clase

lIl en la neocorteza de ratones PO. LV ventriculo lateral; VZ/SVZ zona ventricular y subventricular;
CP placa cortical. Barras 50 pm.

44



Los astrocitos comienzan a aparecer en grandes numeros a partir del
nacimiento para terminar de poblar el sistema nervioso central (Kriegstein y Alvarez-
Buylla et al 2011). Por tanto, se analizé la presencia de astrocitos positivos a Gas1
en la neocorteza, la via de migracion dentada y el giro dentado del hipocampo de
ratones recién nacidos (PO) mediante inmunofluorescencias contra Gas1 y GFAP,
el cual es un marcador de astrocitos. Cuando se analizaron las tres estructuras sélo
se observo colocalizacién entre Gas1 y GFAP sélo en una subpoblacién de células

del giro dentado del hipocampo (Figs 29 y 30).

En conjunto estos resultados demuestran que Gas1 se expresa
preferencialmente en células progenitoras del giro dentado y la neocorteza durante
su desarrollo y que muchas de estas células estan en proliferacion. Por otra parte
las ni las neuronas ni la mayor parte de la poblacién de astrocitos expresan Gas1;
s6lo una pequefia fraccidn de astrocitos expresan Gas1 en el giro dentado de un

raton recién nacido.

GAS1/ GFAP/ DAPI

DG

DMS

CTX

Fig. 29 Inmunofluorescencia de Gas1 y Gfap en ratones recién nacidos. Se puede observar que
Gas1 sélo colocaliza con GFAP en el giro dentado del hipocampo. DG giro dentado, DMS, via de
migracion dentada, CTX corteza. Barras 50 pm.
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GAS1/ GFAP/ DAPI

Fig. 30 Inmunofluorescencia de Gas1 y Gfap en el giro dentado del hipocampo de un ratdn recién
nacido. (b) Amplificacién del recuadro en (a) donde se puede ver una célula positiva a Gas1 y Gfap
en el DG. (c) Amplificacion del recuadro en (b) donde se observa la célula positiva a Gas1 con
filamentos Gfap positivos dentro de ella. (d) Corte ortogonal de ¢ en donde se puede apreciar los
filamentos de Gfap rodeado de la marca de Gas1. DG giro dentado, DMS via de migracion
dentada. (a) Barra 100 um; (b) barra 20 ym; (c¢) barra 5 ym

9 Discusion

Durante el desarrollo del sistema nervioso, la neurogénesis presenta mucha
actividad y se extiende desde etapas tempranas del desarrollo hasta la vida adulta.
Este proceso se modula por multiples factores intrinsecos y extrinsecos con
respecto a las células troncales neurales (CTNs), progenitores intermediarios y

neuroblastos (Menini 2010).
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Gas1 es una proteina versatil capaz de realizar multiples funciones
dependiendo el contexto en el que se exprese lo cual sugiere que ejerce un rol
importante en cualquier via de sefalizacion y evento fisiolégico en el que esté
presente. En las etapas embrionarias y neonatales, el gen gas1 se expresa a nivel
de ARN mensajero durante el desarrollo del giro dentado del hipocampo vy la
neocorteza (Lee et al 2001b). Esto abre la posibilidad de que la proteina Gas1
pudiese expresarse en estas estructuras durante su morfogénesis y ademas sugiere
una funcién importante de esta proteina durante el desarrollo de la neocorteza y giro
dentado. Sin embargo, hasta ahora el patron de expresion de la proteina Gas1

durante el desarrollo embrionario y postnatal habia permanecido desconocido.

En este trabajo, mediante distintas técnicas experimentales, se describio el
patrén de expresion de Gas1 a lo largo de distintas etapas del desarrollo de la
neocorteza y el giro dentado del hipocampo, ademas de que se descubrieron los
tipos celulares que expresan esta proteina durante su desarrollo embrionario y

postnatal.

Inicialmente se corroboré la especificidad del anticuerpo para detectar a la
proteina Gas1. Se observoé que en congruencia con lo reportado anteriormente
(Schneider et al 1988), las células NIH3T3 expresan la proteina Gas1 de manera
preferencial cuando son cultivadas sin suero, lo cual indica la especificidad del
anticuerpo (Fig. 3). Se pudieron reproducir resultados de otros grupos de
investigacion donde se observo la expresion de Gas1 en la capa germinal externa
del cerebelo (lzzi et al 2011; Figs. 4,5,6 y 7) y se corrobord que esta sefial no es un
falso positivo provocado por el anticuerpo secundario (Fig. 5). También se
preadsorbié el anticuerpo primario con la proteina recombinante de Gas1 y se
comprobd nuevamente su especificidad (Figs. 6 y 7). Ademas se probé el anticuerpo
en tejido de corazén y pulmdn y se pudo apreciar que el patrén de expresion de
Gas1 era perivascular (Fig. 8) lo cual es un patrén ya reportado en el pancreas
(Mathew et al 2014).
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Después de validar el anticuerpo se encontré que los niveles de la proteina
Gas1 disminuyen conforme transcurre el desarrollo del sistema nervioso central
(Figs. 9y 10). De manera interesante se observo la expresion de Gas1 en los nichos
germinales de la neocorteza y el giro dentado del hipocampo (Figs. 10, 11 y 21).
Adicionalmente se observd que el patron de expresion correlaciona con la
progresiva desaparicion de las células progenitoras del sistema nervioso central
conforme transcurre su desarrollo (Altman et al 1990a, b; Noctor et al 2004;
Haubensak et al 2004), estos resultados sugerian la expresion de Gas1 en las

células progenitoras.

Experimentos posteriores como el ensayo de pulso-caza demostraron la
expresion de Gas1 en células en proliferacion (Figs. 12 y 22) lo cual reforzaba la
propuesta de que Gas1 estaba presente en las células progenitoras que se
encontraban en division. Interesantemente, Gas1 se encuentra presente durante la
migracion de algunas células durante el desarrollo del giro dentado y la neocorteza
(Figs. 12c, 13 y 22b). Sin embargo en una tercera etapa analizada, cuando casi
todas las células nacidas en el dia de gestaciéon E14.5 se han diferenciado a
neuronas, Gas1 deja de expresarse (Figs. 12d y 22c). Se pudo apreciar una
poblacion remanente de células que nacieron en el dia de gestacion E14.5 y que
mantenian la expresion de Gas1 en el giro dentado del hipocampo (Fig. 14); es
probable que estas células sean células progenitoras que se mantuvieron con ese
fenotipo hasta que el ratdon naciera ya que se ha demostrado, tanto en el giro
dentado del hipocampo como en la zona ventricular y subventricular, la existencia
de células troncales neurales que nacen durante etapas embrionarias y conservan
su fenotipo troncal hasta la etapa adulta (Mathews et al 2010; Li et al 2013;
Fuentealba et al 2015).

Las inmunofluorescencias dobles de Gas1 y Sox2 o Beta tubulina clase Il
dieron resultados consistentes con los experimentos de pulso-caza. Sox2 esta
presente virtualmente en casi todas las células positivas a Gas1 (Figs. 15 y 23);
también se observé la presencia de Gas1 en células en division en ratones recién

nacidos (Figs. 16 y 24). A pesar de que en el giro dentado y neocorteza la expresion
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de Sox2 se observa en la mayoria de las células positivas a Gas1, también existe
la posibilidad de que Gas1 se esté expresando en otros tipos de células progenitoras
que no son positivas a Sox2 debido a la amplia heterogeneidad de las células
progenitoras (Hutton y Pevny 2011; Sugiyama et al 2013). Por otra parte, la
presencia de Gas1 en las células progenitoras de las neuroesferas de embriones

refleja fielmente lo observado in vivo (Figs. 17 y 18).

En contraste con la presencia de Gas1 en las células progenitoras, se
observo que Gas1 no esta presente en neuronas maduras (Figs. 19, 20, 25, 26, 27,
28) ya que Gas1 y Beta tubulina clase Il se expresan en dominios distintos, esto es
evidente principalmente en la neocorteza (Figs. 25,26,27,28), incluso a mayor
amplificacion se demostré la ausencia de colocalizacion entre Beta tubulina clase
y Gas1 ya que se trataban de filamentos independientes (Figs. 26 y 27). Estos
patrones de exclusion entre Gas1 y Beta tubulina clase Il sugieren que Gas1 podria
ser un marcador de células progenitoras tanto en la neocorteza como en el giro

dentado del hipocampo.

También observamos la disminucion de células progenitoras en division que
expresan Gas1 (Figs 16 y 24), este cambio debe ser estudiado en experimentos
posteriores a este trabajo y posiblemente se debe a cambios en los microambientes
de los nichos neurogénicos conforme el raton va creciendo y a largo plazo
envejeciendo (Lee et al 2012) o incluso puede deberse a modificaciones genéticas
de los progenitores (Gétz et al 2005; Kriegstein y Alvarez-Buylla 2011). Debido a
que los estudios recientes reportan la presencia de Gas1 en células progenitoras
durante el desarrollo de distintos érganos (Izzi et al 2011; Biau et al 2013; Kann et
al 2015), otra posibilidad es que las células quiescentes positivas a Gas1 sean
células progenitoras que se mantienen en arresto por largo tiempo incluso hasta

llegar a la vida adulta (Fuentealba et al 2015).

La ausencia de Gas1 en la mayoria de los astrocitos positivos a Gfap
descarta la posibilidad de que se encuentren en este tipo celular (Figs 29 y 30),

ademas, estos resultados van en linea con otros hallazgos donde observaron que
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gas1 disminuia su expresion conforme las células progenitoras se diferenciaban a
astrocitos (Obayashi et al 2009); sin embargo la presencia de Gas1 en una
subpoblacién de astrocitos en el giro dentado del hipocampo de un ratén recién
nacido resulta intrigante; tomando en consideracion este hallazgo y el que existen
células troncales neurales postnatales que expresan Gfap (Seri et al 2004; Steiner
et al 2006; Kriegstein y Alvarez-Buylla 2011) y que a lo largo de este trabajo y otros
anteriores Gas1 se ha encontrado preferencialmente en nichos germinales y en
células progenitoras (Izzi et al 2011; Biau et al 2013; Kann et al 2015) se sugiere
que estas células positivas a Gas1 y Gfap podrian ser células troncales neurales,
sin embargo, es necesario realizar mas experimentos enfocados a dilucidar qué tipo

de células positivas a Gfap son las que expresan Gas1.

Los resultados obtenidos en este trabajo van en linea con reportes de otros
grupos de investigacion independientes, en los cuales se observa la expresion de
Gas1 en células progenitoras de nefronas, neuronas entéricas y de neuronas
cerebelares (lzzi et al 2011; Biau et al 2013; Kann et al 2015). La presencia de Gas1
en ceélulas progenitoras en divisibn pero no en neuronas, sugiere que durante el
desarrollo del giro dentado del hipocampo y la neocorteza Gas1 tiene una funcién
que se relaciona mas con la proliferacion que con eventos de detencion del ciclo
celular y apoptosis, ya que sus niveles van disminuyendo conforme la célula
progenitora comienza a diferenciarse tanto a neurona como a astrocito (Fig. 31). Sin
embargo, debido a la capacidad de Gas1 para participar en distintas vias de
senalizacion que incluyen a Shh, el factor neurotréfico derivado de la glia (Gdnf) y
las vias desencadenadas por la proteina precursora amiloide (APP), no es posible
dilucidar facilmente la funcion que ejerce Gas1 durante el desarrollo en las dos
estructuras que se estudiaron en este trabajo (Martinelli y Fan 2007; Chapuis et al
2011; lzzi et al 2011; Biau et al 2013). Por otra parte, resulta interesante la presencia
de Gas1 en células quiescentes en ratones recién nacidos; la restriccion de Gas1 a
los nichos neurogénicos y su colocalizacion con marcadores de células progenitoras
como Sox2 o nestina sugieren que estas células quiescentes positivas a Gas1 son
células progenitoras en arresto, sin embargo, se deben realizar trabajos mas

detallados como triples tinciones para conocer el fenotipo de las células quiescentes
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positivas a Gas1 ya que también existe la posibilidad de que las células positivas a
Gas1 que estan en contacto directo con los ventriculos laterales pudieran ser células
ependimarias o incluso neuroblastos en migracion, los cuales se localizan en la zona

subventricular (Doetsch et al 1997).

9.1 Relevancia de Gas1 durante el desarrollo del giro dentado del

hipocampo

Existe una correlacion interesante entre Gas1 y el desarrollo del giro dentado
del hipocampo. La morfogénesis de esta estructura esta en investigacion (Li et al
2013; Hodge et al 2013). Muchas sefales contribuyen a su desarrollo, entre ellas
Shh tiene una contribucion crucial para su organizacién y citoarquitectura (Machold
et al 2003; Han et al 2008). Interesantemente, los correceptores para Shh que son
Gas1, Cell adhesion molecule-related/down-regulated by oncogenes (Cdo) y
Brother of Cdo (Boc) son tan esenciales como el mismo ligando para desencadenar
esta via de senalizacion (Allen et al 2011). Sin embargo, ninguno de estos co-
receptores se ha estudiado durante el desarrollo del giro dentado del hipocampo, ni

se habian determinado su patron de expresidn a nivel protéico en esta estructura.

Los ensayos para determinar el patrén de expresion de Cdo, Boc e incluso
Gas1 durante el desarrollo embrionario se habian restringido a hibridaciones in situ
y nunca se extendieron estos estudios a nivel de proteina (Trupp et al 1997; Lee et
al 2001; Mulleri et al 2002). En este trabajo se reportd por primera vez el patron de
expresion a nivel de proteina de uno de los tres co-receptores de Shh el cual fue
Gas1, sin embargo, todavia queda por conocer su rol durante la morfogénesis del
giro dentado del hipocampo. Los datos descritos ilustrados en este proyecto
sugieren que Gas1 podria estar participando en la via de Shh aunque también
puede participar en otras vias que no dependan de la via candnica de este
morfégeno, ya que se ha observado que existen poblaciones de células
progenitoras que no responden a la via convencional de Shh, la cual involucra al
factor de transcripcion Gli1 (Li et al 2013). A pesar de que Gas1 pudiera estar

presente en las células que no tienen activa la via canodnica de Shh, existe la
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posibilidad de que pudiera estar participando en otras vias no candnicas de este
morfégeno las cuales promueven eventos de repulsidon e incluso atraccion de
axones, estas vias no involucran la activacion del factor de transcripcion Gli1 (Yam
et al 2013). Ademas de participar en conjunto con Shh, Gas1 también es capaz de
modular otras vias de sefializacién como la de GDNF, artemina e incluso podria
modular la produccién de APP (Martinelli y Fan 2007; Chapuis et al 2011; Zarco et
al 2011; Jimenez et al 2014).

a
Glia radial
Progenitor Neurona
intermediario
b

Glia radial
Progenitor Astrocito

intermediario

> ® —

Fig. 31 Expresion de Gas1 durante la diferenciacion de neuronas (a) y astrocitos (b)

en el desarrollo embrionario.

52



9.2 Relevancia de Gas1 durante el desarrollo de la neocorteza

La presencia de Gas1 durante el desarrollo de la neocorteza también resulta
interesante debido a su localizacion preferencialmente adyacente a los ventriculos
laterales. Gas1 es una proteina con ancla GPI (Stebel et al 2000) y existe la
posibilidad de que pueda ser escindida por metaloproteasas de una manera similar
a la del receptor GFRa1 (Paratcha et al 2001) el cual comparte una alta homologia
estructural con Gas1 (Schueler-Furman et al 2006). Es importante mencionar que
ya se ha disefiado en el laboratorio una forma soluble de Gas1 la cual tiene un efecto
terapéutico en el tratamiento de tumores (Lopez-Ornelas et al 2011, 2014; Jiménez
et al 2014). Ademas, el reciente descubrimiento de una forma soluble de Gas1 tanto
en la orina como en el liquido cefalorraquideo de ratas adultas (van Roeyen et al
2013; Ayala-Sarmiento et al 2016) sugiere fuertemente la presencia de una forma
soluble de Gas1 en el liquido cefalorraquideo de los embriones, la cual pudiera estar
siendo producida por las células progenitoras que expresan Gas1 y que se
encuentran delineando los ventriculos laterales. La posible liberacion de Gas1 al
liquido cefalorraquideo del embridon aumentaria el alcance de su actividad ya que le
conferiria la capacidad de actuar de una forma paracrina pudiendo asi interactuar

con proteinas localizadas en otras regiones donde no se esta produciendo Gas1.

Otro aspecto relevante es que durante el desarrollo de la neocorteza la via
canodnica de Shh no tiene mucha participacion, lo cual indica que posiblemente la
funcién de Gas1 no sea mediar esta via, sin embargo, existen las vias no candnicas
de Shh las cuales estan relacionadas con eventos de atraccidén y repulsién de
axones (Yam et al 2013; Choe et al 2015; Jin et al 2015). Existe la posibilidad de
que Gas1 pudiera estar actuando como un repulsor de axones ya que los dominios
donde se expresa Beta tubulina clase Ill son contrarios a los dominios donde se
expresa Gas1 (Figs. 25,26,27,28). Ademas, se ha descrito en otros trabajos la
capacidad de Gas1 para repeler axones en las microvellosidades del intestino en
desarrollo (Jin et al 2015).
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9.3 Gas1y GFRa1 durante el desarrollo embrionario

Existe una relacion estructural entre GFRa1 y Gas1 lo cual sugiere que ésta
ultima es capaz de interferir con la primera (Schueler-Furman 2008). Varios estudios
han demostrado que Gas1 es capaz de modular negativamente la via de GDNF la
cual involucra la participacion del receptor GFRa1. Este fendmeno se ha observado
tanto en cancer como en el desarrollo del sistema nervioso (Zarco et al 2012; Biau
et al 2013). La via de GDNF modula positivamente la diferenciacion de neuronas
del sistema nervioso entérico, ademas la ausencia de Gas1 provoca que la tasa de
diferenciacion neuronal aumente cuando se agrega GDNF a las células
progenitoras de neuronas entéricas lo cual indica que Gas1 es un modulador
negativo de la diferenciacion (Biau et al 2013). Recientemente se ha demostrado
que GFRa1 y GDNF también modulan positivamente la arborizacién dendritica de
las neuronas hipocampales (Irala et al 2016). En el presente trabajo se observé que
Gas1 no se expresaba en neuronas durante el desarrollo de la neocorteza y el giro
dentado, lo que sugiere que Gas1 debe ser regulado a la baja para que puedan
ocurrir procesos de diferenciacion neuronal mediados por GDNF y GFRa1 (Biau et
al 2013; Irala et al 2016).

9.4 Gas1y las integrinas

Del Sal y colaboradores demostraron mediante analisis bioinformaticos que
la secuencia de aminoacidos de Gas1 posee un motivo de unién a integrinas
denominado RGD (Del Sal et al 1994), este resultado sugiere que Gas1 podria
interactuar con las integrinas y participar en eventos regulados por estas proteinas
transmembranales como puede ser la migracion de neuroblastos durante el

desarrollo del sistema nervioso central (Evsyukova et al 2013).

9.5 Gas1yAPP

Chapuis y colaboradores demostraron que Gas1 es capaz de intervenir en la

sintesis de la proteina precursora amiloide o APP evitando asi su maduracion y que
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llegue a la membranas (Chapuis et al 2011). Estos resultados indican que Gas1
modula negativamente cualquier via de sefalizaciéon que involucre a APP y sus
derivados. Mediante ratones transgénicos knock out para APP se ha demostrado
que esta proteina es importante para una distribucidon correcta de axones
comisurales y para una apropiada generacion de neuritas en las neuronas
hipocampales (Rama et al 2012; Weyer et al 2014). Con base en estos reportes se
puede sugerir que la regulacion a la baja de la proteina Gas1 en las neuronas es
necesaria para que puedan generarse de manera correcta las neuritas de las
neuronas hipocampales y para que los axones comisurales tengan una distribucion

correcta.

9.6 Regulacion de la expresion de Gas1

Aun queda por conocer qué induce que Gas1 deje de expresarse y el por qué
disminuye su expresion conforme transcurre la diferenciacion de las células
progenitoras a neuronas durante el desarrollo del giro dentado del hipocampo vy

neocorteza.

Se sabe poco acerca de la regulacion transcripcional de gas?. Referente a
los elementos que regulan a la baja la expresiéon de gas?, Ma y colaboradores
demostraron en el carcicoma de tiroides que gas? es regulado a la baja por el micro-
ARN 34a (miR-34a) (Ma et al 2013). Interesantemente otros estudios de
diferenciacién neuronal indican que las neuronas completamente diferenciadas
expresan miR-34a (Agostini et al 2011a,b; Aranha et al 2011). Ademas, se ha visto
que en cerebros de distintas edades el miR-34a aumenta conforme los ratones
crecen (Bommer et al 2007; Agostini 2011a). Estos resultados indican que la posible
razén por la que Gas1 disminuye sus niveles conforme transcurre el desarrollo del
sistema nervioso central sea por el aumento de este micro ARN, sin embargo se

requieren mas estudios que puedan demostrar esta hipotesis.

Multiples evidencias indican que Gas1 modula negativamente las vias de

sefalizacion de GDNF y GFRa1 y que impide la maduracion de APP por lo cual se
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puede considerar que inhibe su funcion. Como se ha mencionado anteriormente,
las vias de senalizacion que involucran a GDNF, GFRa1 y APP se relacionan con
distintos eventos dentro de los cuales estan la diferenciacion de neuronas entéricas,
hipocampales y el correcto direccionamiento de los axones; estos trabajos sugieren
que Gas1 puede actuar como un modulador negativo de estos procesos mientras
sean modulados positivamente por GDNF, GFRa1 y APP (Chapuis et al 2011; Rama
et al 2012; Biau et al 2013; Weyer et al 2014; Irala et al 2016). Tomando estos
estudios mencionados y los hallazgos de este proyecto de investigacion en donde
Gas1 se expresa en células progenitoras pero no en neuronas, se puede interpretar
que Gas1 es regulado a la baja en neuronas para que éstas puedan diferenciarse y
extender axones y dendritas adecuadamente mediante la activacion de vias como
la de GDNF, GFRa1 e incluso APP. Ante esta situacién es necesario hacer
experimentos en cultivos primarios o in vivo para determinar si Gas1 modula de

forma positiva o negativa la diferenciacién neuronal.

9.7 Ventajas técnicas del patron de expresion de Gas1

Como se menciond anteriormente, la presencia exclusiva de Gas1 en las
células progenitoras permite utilizar a esta proteina como una herramienta de
seleccion. Gas1 es una proteina con ancla GPl por lo cual se expresa
preferencialmente en la cara externa de la membrana celular (Stebel et al 2000);
esta propiedad permitiria seleccionar de manera especifica a las células positivas a

Gas1 para estudiarlas de manera aislada.

En este trabajo se encontr6 que la expresion de Gas1 se restringe a las
células progenitoras del telencéfalo dorsal las cuales daran origen principalmente a
neuronas piramidales glutamatérgicas de la neocorteza y neuronas granulares
glutamatérgicas del giro dentado del hipocampo (Greig et al 2013; Yu et al 2014; De
Juan Romero y Borrell 2015). Debido a que existe una amplia heterogeneidad de
células progenitoras en el sistema nervioso central se puede considerar una ventaja
selectiva la expresion de Gas1 sélo en el telencéfalo dorsal y no en el ventral para

aislar con ayuda de la microdiseccion laser una poblacidon especifica de células
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progenitoras que en este caso serian de la neocorteza y del giro dentado del
hipocampo para probar su potencial de generar fenotipos especificos de neuronas

lo cual representaria un modelo de estudio muy util en la medicina regenerativa.

Otro aspecto interesante dentro de este trabajo es que se observé la
expresion de Gas1 de forma adyacente a los vasos sanguineos tanto en el corazon
como en el pulmon (Fig. 8); este patrén de expresion perivascular ya se ha
observado anteriormente en el pancreas (Mathew et al 2014). Recientemente se ha
descrito que las células troncales mesenquimales también tienen un patron
perivascular en varios 6rganos que incluyen al pulmén, corazén y pancreas, ademas
responden a Shh porque tienen activo el factor de transcripcion Gli1 (Kramann et al
2015). Estas correlaciones con respecto al patrén de distribucion perivascular tanto
de Gas1 como de las células troncales mesenquimales sugiere la posible presencia
de Gas1 en este tipo de células troncales por lo cual resultaria interesante estudiar
si Gas1 también se expresa de forma selectiva en esta poblacion celular y de ser
asi Gas1 también podria ser una herramienta util para aislar de forma especifica
estas células para poder estudiarlas de forma aislada o para evaluar su potencial

en medicina regenerativa.

10. Conclusion

En conjunto estos resultados demuestran la expresion de Gas1 en células
progenitoras pero no en neuronas durante el desarrollo de la neocorteza y giro
dentado del hipocampo; ademas se describe cdmo los niveles de expresion de la
proteina Gas1 disminuyen conforme transcurre el desarrollo del sistema nervioso
central, lo cual indica su relevancia en una restringida ventana de tiempo la cual
corresponde al desarrollo de distintas estructuras del sistema nervioso. Esta
especificidad de Gas1 que se refiere al tiempo y regiones donde se expresa, sugiere
fuertemente un rol importante de esta proteina durante el desarrollo de distintas
estructuras del cerebro; ademas, dicha exclusividad puede ser aprovechada para
aislar células progenitoras con fenotipos especificos. Anteriormente se habia

determinado la relevancia de Gas1 para el desarrollo del cerebelo (Liu et al 2001),
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ahora prosigue investigar su importancia durante el desarrollo de otras estructuras

del sistema nervioso central como la neocorteza y el giro dentado del hipocampo.
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