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Resumen

Las cilias primarias son organelos presentes en todas las células del organismo
en vertebrados y que funcionan como centros de recepcién y emisidon de diferentes
sefiales extracelulares. Las mutaciones que afectan proteinas relacionadas a su
formacién o mantenimiento dan lugar a defectos en el desarrollo de diferentes partes
del organismo, incluyendo el sistema nervioso central (SNC). Estudios previos dirigidos
a investigar las causas de algunas de las manifestaciones clinicas de la disfuncion ciliar,
han destacado la importancia de la cilia durante la neurogénesis. La retina es uno de los
modelos mas utilizados para el estudio de este proceso, sin embargo se desconoce si las
cilias primarias participan en él. En la presente tesis abordamos esta interrogante a
través del estudio de la localizacion in vivo y de las funciones de la cilia primaria durante
la generacidon y diferenciacion de las células ganglionares de la retina (CGR) en

embriones de pez cebra.

Mediante microscopia confocal in vivo observamos que tanto los progenitores
como las CGR en diferenciacion pueden formar una cilia primaria. En los progenitores,
este organelo se presentd en forma coordinada con el ciclo celular y en localizaciéon
apical. Durante la diferenciacion temprana de las CGR, la presencia y localizacion de la
cilia fue dinamica, mientras que en estadios posteriores, sélo algunas células en la retina
presentaron cilia, indicando que probablemente la cilia cumple funciones durante las
primeras etapas de la neurogénesis. Para determinar cudles son estas funciones,
utilizamos como estrategia la inyeccién de morfolinos dirigidos a inhibir la produccién
de las proteinas ciliares Elipsa e IFT88. Este tratamiento generd una reduccién
significativa del largo ciliar en forma especifica y reproducible. A nivel de la retina,
encontramos que los embriones inyectados con los morfolinos elipsa-BS/ift88-BS
presentaron una disminucién en la proliferacién de los progenitores y un aumento en la
muerte celular, lo cual podria explicar la reduccion del tamano general de la retina. En
estos embriones, también observamos una reduccidn en la generacién de los diferentes
tipos celulares de la retina, que ademas se retrasd con respecto a los controles. Sin
embargo, estos efectos fueron mdas marcados sobre la formacién de la capa de CGR, lo
cual podria explicarse por un cambio de destino celular y por la alteracién de la dinamica

de diferenciacion de las CGR. Una via de sefalizacion importante para la proliferaciéon



de progenitores y la diferenciaciéon de las CGR es la de Sonic Hedgehog (Shh), que
requiere del funcionamiento ciliar. Si bien encontramos evidencias de que la via de Shh
y la cilia actian en conjunto durante la formacién de la capa de CGR, seran necesarios
mas experimentos para determinar si esta via es la responsable de los efectos que

observamos en la retina al inhibir la formacion de las cilias.

En suma, nuestros resultados sugieren que las cilias primarias son importantes
tanto para la proliferacion y especificacién del destino de los progenitores de la retina,
como para la diferenciacién de las CGR. Estos datos contribuyen a la comprension del
proceso de neurogénesis en la retina, y esperamos que ayuden a entender las bases
celulares de algunas de las manifestaciones clinicas presentes en los pacientes con

ciliopatias.



l. Introduccion

Estructura y mecanismo de formacion de las cilias primarias

Las cilias son organelos presentes en la superficie de la célula, que permiten la
deteccidon de seiales provenientes del entorno. Estdn formadas por un axonema de
microtubulos rodeado por la membrana ciliar (fig. 1A). La membrana asi como el
citoplasma de la cilia tienen continuidad con el resto de la célula, sin embargo es un
compartimiento que mantiene una composicién particular de lipidos y proteinas. En la
base del axonema se encuentra el cuerpo basal, conformado por uno de los centriolos
de la célula que ha sido modificado con la asociacién de diferentes proteinas. A
diferencia de las cilias mdviles y flagelos, el axonema de las cilias primarias esta
conformado por nueve dobletes periféricos sin par central (9+0) y son en general
inmoviles debido a que carecen de brazos de dineina. Sin embargo, existen excepciones
a esta regla y en el nodo embrionario se pueden encontrar cilias méviles con un
axonema de estructura 9+0 (Nonaka etal.,, 1998). La tubulina del axonema ciliar
presenta una serie de modificaciones postraduccionales particulares como acetilacion,

glutamilacién y glicilacion (Yu et al., 2015).

La mayoria de las células del organismo presentan una cilia primaria durante las
fases GO/G1y en el inicio de la fase S del ciclo celular. Esta coordinacién ha permitido el
estudio de los mecanismos de formacidn y absorcidn. El primer paso en la formaciéon de
las cilias involucra la diferenciacién de uno de los centriolos de la célula en cuerpo basal.
Esto ocurre a través de la adquisicion de estructuras fibrilares que le permiten al
centriolo asociarse a membrana (Garcia-Gonzalo y Reiter, 2017). El centriolo modificado
se asocia a vesiculas derivadas del aparato de Golgi, formando la vesicula ciliar, para
luego sufrir un proceso de maduracién y extension que lleva a la fusién con la membrana
plasmatica (fig. 1B). Previo a la extension del axonema es necesaria la formacion de una
estructura que limite el pasaje de componentes a la cilia. Esta estructura esta constituida
por las fibras de transicién y complejos denominados Y-links (Garcia-Gonzalo y Reiter,
2017). A nivel de la membrana, un anillo de Septinas limita la difusidn lateral entre la
membrana plasmatica y la membrana ciliar (Takao y Verhey, 2016). Se desconoce el

mecanismo molecular que permite el pasaje de componentes a través de la barrera en



la base de la cilia. No obstante, se ha determinado que el transporte de proteinas
citosdlicas puede ser pasivo o activo dependiendo del tamafio molecular (Breslow et al.,
2013). En lo que respecta a proteinas de la membrana ciliar, se han identificado varias
vias de transporte de vesiculas desde el aparato de Golgi hacia la base de la cilia. En estas
vias participan las proteinas BBS (asociadas al Sindrome de Bardet Biedl) y GTPasas de
las familias Arf, Arl y Rab (Lee y Chung, 2015). Una vez dentro del compartimiento ciliar,
el transporte de componentes se lleva a cabo por la accién de motores moleculares. Este
se denomina transporte intra-flagelar (IFT, del inglés intraflagellar transport) y se trata
del movimiento de complejos multiproteicos en forma anterdgrada por Kinesina-2, o en
forma retrégrada por Dineina-2 (fig. 1B) (Taschner y Lorentzen, 2016). El IFT permite la
extension del axonema, al igual que el mantenimiento del largo y composicion de la cilia.
El IFT también participa en la reabsorcién de la cilia, que puede darse en asociacion al
ciclo celular, durante la diferenciacién celular o puede ser inducida por sefiales del

entorno (Liang et al., 2016).

Como mencionamos anteriormente, el ciclo de formacién y reabsorcién de la
cilia esta coordinado con el ciclo celular. Esto se debe a que los centriolos tienen un rol
dual en la célula, ya que ademds de formar el cuerpo basal, funcionan como
organizadores del uso mitdtico durante la division celular. Aunque existen algunas
excepciones, en la mayoria de las células esto implica que la division celular y la
cilogénesis sean eventos mutuamente excluyentes. De hecho existen varios
mecanismos que permiten la regulacion de estos procesos en forma reciproca (lzawa
et al., 2015). El aspecto mas estudiado hasta el momento es la reabsorcion de la cilia
asociada a la entrada en el ciclo celular. En este sentido se ha propuesto que la
reabsorcién de la cilia actia como punto de control en la transicién G1-S, y se han
identificado varias vias que regulan este proceso previo a la entrada en fase S (lzawa
et al., 2015). Por otro lado, la ciliogénesis también esta controlada por otros procesos
celulares tales como la autofagia y la reorganizaciéon del citoesqueleto (Malicki y
Johnson, 2017). Los autores de este trabajo proponen que estos mecanismos
permitirian el autoajuste de la cilia, a través de la modificacion de su largo y forma

dependiendo del nivel de la sefial.



Figura 1. Principales caracteristicas de la estructura y formacion de las cilias primarias.

A. Diagrama de las principales caracteristicas estructurales de las cilias primarias. El
axonema de las cilias primarias presenta 9 dobletes de microtubulos periféricos sin par
central que se nuclean en el cuerpo basal. El cuerpo basal es uno de los centriolos de la
célula modificado por la asociacidon diferentes proteinas. Algunas de ellas forman las
fibras de transicion que le permiten su asociacion a membrana. La membrana ciliar es
continua con la membrana de la célula. En la base de la cilia se encuentra una regién
denominada zona de transicion que limita el pasaje de componentes entre la cilia y el
resto de la célula. Algunas cilias se encuentran parcialmente inmersas en una
invaginacién de la membrana celular, llamada bolsillo ciliar. Adaptado de (Lee y Chung,
2015).

B. Esquema que ilustra el modelo mas aceptado actualmente para la formacién de las
cilias primarias. Inicialmente el centriolo materno (el mas viejo de la célula) se modifica
con la asociacién de proteinas que luego maduran formando las fibras de transicion.
Esto permite la asociacién de vesiculas derivadas del aparato de Golgi, formando la
vesicula ciliar. Luego comienza a formarse la zona de transicion constituida por las
fibras de transicion y complejos denominados Y-links, que delimita la membrana que
va a formar parte de la membrana ciliar. Finalmente ocurre la extensién del axonema
previa y posteriormente a la fusién de la vesicula ciliar con la membrana plasmatica. El
transporte intraflagelar, con sus componentes anterégrado basado en Kinesina-2 (IFT-
B) y retrégrado basado en Dineina-2 (IFT-A), permite el movimiento de componentes
hacia y desde la cilia. Adaptado de (Sungy Leroux, 2013).
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Las cilias primarias son organelos de comunicacion intercelular

Una de las funciones mas conspicuas de las cilias primarias es la de actuar como
centro de recepcion, transduccién y emision de seiales. Parte de esta funcién la llevan
a cabo a través de la emisidn y recepcién de vesiculas. Recientemente se ha reconocido
al bolsillo ciliar, localizado en su base (fig. 1A), como un sitio de endocitosis activa
(Pedersen et al., 2016). Mientras tanto, se ha observado la formacién de exovesiculas
portadoras de moléculas de sefializacién a partir de la membrana ciliar (Dubreuil et al.,
2007; Nager et al., 2017). No obstante, la cilia se ha asociado histéricamente a la
recepcion y transduccién de sefiales quimicas, entre las cuales se encuentran Sonic
Hedgehog (Shh) (Gorojankina, 2016), Wingless/Int (Wnt) (Oh y Katsanis, 2013) y la
sefializacion por varios receptores tirosin-quinasa (PDGFRa, IGF-1R, EGFR) (Christensen
et al., 2012). Estas vias tienen al menos algin componente que se localiza o requiere del
correcto funcionamiento del organelo. No estd claro todavia por qué estas vias se
asocian a las cilias primarias. A partir de las evidencias experimentales disponibles hasta
el momento se han propuesto varias hipétesis. Una de ellas sugiere que el volumen
reducido del compartimiento ciliar permitiria lograr altas concentraciones efectivas de
intermediarios. Alternativamente, los componentes ciliares podrian funcionar de
andamio para los intermediarios que participan en la transduccion de la sefial (Nachury,
2014). También se puede pensar en otros motivos para esta asociacion. Se puede
especular que la organizacién del citoesqueleto de microtibulos, asociado a la base de
la cilia, facilite el transporte de intermediarios entre el compartimiento ciliar y el
citoplasma haciendo mas eficiente la sefalizacidon. Por otro lado, la concentracion de
receptores en la cilia podria proveer a las células la capacidad de detectar senales
direccionales, asi como controlar de qué region del entorno (por ejemplo del dominio

basolateral o apical) y en qué momento detecta esa seiial.

La interrelacion entre la cilia y la transduccion de sefales se ha estudiado en
profundidad en el caso de la via de sefializacién de Shh. Esta via es fundamental durante
el desarrollo embrionario ya que participa en la formacién de diferentes partes del
organismo, entre ellas el sistema nervioso. Shh es una proteina de secrecion que
funciona en la comunicacion intercelular a corta y larga distancia. Su unidn al receptor

de membrana Patched, puede tener diferentes efectos en la célula (Robbins et al.,



2012). Entre ellos, uno de los mas estudiados ha sido el de la induccién de la expresion
génica a través de la via de transduccion de sefiales denominada candnica. Si bien hay
detalles de la via que todavia se desconocen, se ha propuesto un mecanismo para su
funcionamiento (Gorojankina, 2016). En lineas generales, en ausencia de ligando el
receptor Patched se encuentra en la membrana ciliar e inhibe la activacion de
Smoothened (fig. 2A). En este contexto, los factores Gli se encuentran formando un
complejo con el inhibidor SuFu y son procesados por protedlisis generando las formas
represoras de la transcripcién. En cambio, cuando Shh se une a Patched lo inactiva,
permitiendo la activacion de Smoothened (fig. 2B). Esto da lugar al desensamblado del
complejo entre los factores Gli y SuFu, y a la inhibicién de su protedlisis. La posterior
activacion de los factores Gli sin procesar induce la transcripcién de los genes blanco de
Shh. Como se menciond, varios de los intermediarios de esta via se localizan en la cilia y
los componentes del IFT juegan un rol activo en la sefalizacién (Goetz et al., 2009;
Gorojankina, 2016). Esto se pone en evidencia en ratones con mutaciones en los genes
asociados al IFT (IFT172 y IFT88), que dan como resultado fenotipos caracteristicos de
defectos en Shh, tales como el tubo neural abierto y anormalidades en el cerebro y
extremidades (Huangfu et al., 2003). Por ejemplo, la proteina Kif7 es necesaria para el
transporte de los factores Gli a lo largo de la cilia y es esencial para la produccién de las

formas represoras y activadoras de estos factores (Cheung et al., 2009).




Figura 2. Esquema de los componentes y los eventos durante la transduccion de
sefiales a través de la via candnica de Shh.

Los principales intermediarios de la via candnica incluyen a la proteina Smoothened
(una proteina transmembrana acoplada a proteina G) los factores transcripcionales Gli
(Gli1, Gli2 y Gli3), y varios reguladores negativos como Gprl61, PKA y SuFu.

A. En ausencia de ligando, el receptor Patched y el regulador Gprl61 estan presentes
en la membrana de la cilia. Patched reprime la actividad de Smoothened al inhibir su
localizacién en la membrana ciliar (1), mientras que Gprl61 inhibe la actividad de la via
al activar PKA en la base de la cilia (2). SuFu forma un complejo con los factores Gli2 y
Gli3 (Gli2/3), reprimiendo su activacion (3). PKA y otras quinasas (CK1 y GSK3B)
fosforilan los factores Gli2/3 que luego son procesados en el proteasoma (4). Este
procesamiento genera las formas represoras, Gli2/3R, que inhiben la transcripcion (5).

B. En presencia de ligando, Shh se une a Patched, lo cual genera su remocién de la cilia
y la liberacién de la inhibicion sobre Smoothened (1). Gprl61 también es removido de
la membrana ciliar (2). Smoothened es fosforilado (por CK1 y GRK2), transportado
hacia la cilia por Kif3a y anclado cerca de su base por las proteinas Evc1/Evc2 (3).
Smoothened activado inhibe el procesamiento de los factores Gli2/3. Las proteinas
Gli2 y Gli3 sin procesar, asociadas a SuFu, entran a la cilia y se acumulan en la punta
disociandose de este inhibidor (4). Luego de salir de la cilia, las proteinas Gli en su
forma sin procesar, podrian sufrir una activacion posterior para generar la forma
Gli2/3A que acttia como activador transcripcional (5) (Humke et al., 2010). El transito
de Gli2 y Gli3 a través de la cilia depende de Kif7 y es esencial para la produccién de
GliR y GIliA. Los factores Gli2/3A activan la transcripcidon de Glil que a su vez induce la
transcripciéon de otros genes blanco de la via (6). Modificado de (Gorojankina, 2016).
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Las funciones de las cilias primarias en el organismo

La importancia de la cilia en el organismo se pone en evidencia en pacientes con
mutaciones en proteinas involucradas en la formacién o funcionamiento de este
organelo o del cuerpo basal. Estas mutaciones dan lugar a una serie de enfermedades
que se denominan conjuntamente ciliopatias (Badano et al., 2006; Waters y Beales,
2011; Mitchison y Valente, 2017). Las principales afecciones son degeneracion de retina,
disfuncién renal y anomalias cerebrales, y pueden estar acompaifiadas de otras
manifestaciones incluyendo fibrosis en higado y pancreas, diabetes, obesidad vy
malformaciones del esqueleto. Como se puede apreciar, varios drganos y sistemas se
ven afectados, principalmente por defectos en su formacidon durante el desarrollo

embrionario.

A nivel del sistema nervioso, los defectos observados incluyen problemas
estructurales, hidrocefalia, degeneracion de retina, y manifestaciones funcionales como
déficit cognitivos y obesidad (Lee y Gleeson, 2011). En algunos de estos casos se ha
podido avanzar en el establecimiento de una relaciéon entre la disfuncién ciliar y el
fenotipo observado. Por ejemplo, la degeneracion de retina se asocia a la muerte de los
fotorreceptores, ya que su segmento externo es una cilia modificada que utiliza el IFT
para su mantenimiento (Mockel et al., 2011; Wheway et al., 2014). A su vez, distintos
trabajos han avanzado en la identificacién de funciones de las cilias primarias que
podrian explicar algunas de las manifestaciones clinicas que involucran al sistema
nervioso. Sin embargo, resta mucho para entender completamente el rol de las cilias en

este contexto.

Las funciones de las cilias primarias en el desarrollo del sistema nervioso

Las funciones de las cilias primarias en el desarrollo del sistema nervioso se han
estudiado principalmente en ratones con mutaciones en proteinas del IFT que participan
en la formacién y el mantenimiento de la cilia. Por ejemplo, en ratones que presentan
mutaciones en genes como ift88 (un componente de IFT complejo B) o kif3a (el motor
molecular para el transporte anterégrado) se observaron defectos en la morfogénesis
de la corteza, incluyendo la presencia de células organizadas en rosetas (Willaredt et al.,

2008; Wilson et al., 2012; Gazea et al., 2016). Esto puede indicar que las cilias primarias



participan en el mantenimiento de la polaridad celular. En favor de esta hipétesis, se
mostré que la eliminaciéon de Arl13b (una GTPasa necesaria para el transporte de
proteinas de membrana) en el neuroepitelio, causa la reversion de la polaridad de la glia

radial (Higginbotham et al., 2013).

La cilia primaria participa en la regulacion de la proliferacién de los progenitores
neuronales tanto en el cerebelo embrionario como en el hipocampo postnatal
(Chizhikov et al., 2007; Breunig et al., 2008; Han et al., 2008; Spassky et al., 2008). Estos
trabajos mostraron ademas que esta funcion se lleva a cabo a través de la sefializacion
por Shh. En los progenitores, la cilia primaria también puede influir en la decisién entre
seguir proliferando y diferenciar. Por ejemplo, en progenitores corticales, asi como en
células embrionarias en cultivo, la inhibicién de la reabsorcion de la cilia resulta en la
salida prematura del ciclo celular y el inicio de la diferenciacidn (Li et al., 2011; Gabriel
et al., 2016). Esta funcién podria estar dada por la transduccién de una sefial que afecte
la permanencia en el ciclo celular. En este sentido, se ha reportado que IGF-1, presente
en el liquido ventricular, induce la proliferacidon de la glia radial en la corteza de ratén
(Yeh et al., 2013). La sefializacion a través del receptor de IGF-1 requiere la participacién
de la cilia primaria y al inhibir su activacion se observé una disminuciéon de la

proliferaciéon y un aumento en la generacién de neuronas.

La cilia primaria también cumple funciones durante la migracion y diferenciacién
neuronal. Por ejemplo, participan en la migracion de interneuronas inhibitorias en la
corteza de ratén (Baudoin et al., 2012; Higginbotham et al., 2012). En estos trabajos los
autores sugieren que la cilia ejerce esta funcidn a través de la recepcidn de sefiales del
entorno, como por ejemplo Shh, que actian de guia en la migracién. Otro caso son las
células granulares del hipocampo generadas en estadios postnatales y que deben migrar
hacia su posicion definitiva en el giro dentado. Inmediatamente después de la
neurogénesis estas células carecen de cilia, pero éstas se vuelven a formar una vez que
las nuevas neuronas alcanzan su destino (Kumamoto et al., 2012). La inhibicién de la
formacién de la cilia generd defectos en el refinamiento del arbol dendritico y el
establecimiento de las conexiones sinapticas, probablemente por un aumento en la
sefializacion de la via de Wnt y B-catenina (Kumamoto et al., 2012). De forma similar, en

la corteza cerebral, se observd que las células en migracion carecen de cilia, mientras
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gue aquellas que estan terminando su migracion si la presentan (Arellano et al., 2012).
Los autores de este trabajo observaron ademas, que el largo ciliar aumenté durante la

maduracion neuronal y la sinaptogénesis.

También existen trabajos que han buscado determinar el rol de la cilia primaria
en el funcionamiento neuronal. En este sentido, Berbariy colaboradores mostraron que
la eliminacion de ift88 en la corteza e hipocampo de ratdn, generd defectos en la
transmisidn sindptica y un déficit en ciertos tipos de memoria (Berbari et al., 2014).
Aparte de estas funciones es posible que las cilias primarias participen en otros procesos
celulares no explorados todavia. Por ejemplo, en pacientes con la ciliopatia denominada
sindrome de Joubert, se han encontrado problemas en la decusacién de axones
aferentes y eferentes en el cerebro, lo cual indicaria que defectos a nivel ciliar pueden

causar problemas en el proceso de guia axonal (Poretti et al., 2007).

Los resultados de estos estudios sugieren que las cilias primarias participan en
diferentes aspectos de la neurogénesis y funcionamiento neuronal en varias regiones
del sistema nervioso central. Sin embargo, la informacion es fragmentaria en cuanto a
su presencia y localizacién a lo largo del proceso de diferenciaciéon de una célula en
particular. También queda por determinar cual es su funcién en cada paso durante este
proceso. Para contestar estas preguntas seria necesario utilizar un modelo que permita
la observacion in vivo de la diferenciacidn neuronal. Esto se puede realizar en la retina
de vertebrados, uno de los modelos mas utilizados para el estudio de la neurogénesis
debido a su accesibilidad y su organizacion relativamente simple. En las siguientes

secciones nos centramos en la descripcidn de sus principales caracteristicas.
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Formacion y organizacion de la retina

La retina forma parte del sistema nervioso central, ya que se genera a partir de
una evaginacion a ambos lados de la regidén anterior del tubo neural. Inicialmente se
forma una vesicula que luego se reorganiza dando lugar a la copa dptica, constituida por
dos capas: la retina neural y el epitelio pigmentario de la retina (fig. 3B). La regidn distal
de la copa 6ptica interactia con el ectodermo para formar el cristalino y la cdrnea,
mientras que de la interaccidon con el mesénquima periocular se generan el iris y cuerpo
ciliar (Graw, 2010).

La organizacion general de la retina neural sigue un patrén comuin en
vertebrados (Hoon et al., 2014). Los diferentes tipos celulares se ordenan en tres capas,
separadas por otras dos donde se establecen las conexiones (fig. 3A). En la capa mas
interna se ubican las células ganglionares de la retina (CGR) cuyos axones conforman el
nervio éptico y que inervan células en el tectum dptico a nivel del cerebro medio. En la
capa nuclear interna se encuentran células amdcrinas, bipolares y horizontales, asi como
los nucleos de la glia de Miller. En la capa mds externa se encuentran los
fotorreceptores (conos y bastones). Entre las tres capas nucleares se desarrollan las
capas plexiformes interna y externa, en las que se encuentran las dendritas y los axones
de los diferentes tipos celulares, estableciendo conexiones. Los axones de las CGR que
salen del ojo y la vasculatura se desarrollan a través de la fisura coroidea, una estructura

transitoria en la region ventral de la copa dptica.
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Figura 3. Estructura y formacion de la retina.

A. Estructura general de la retina de vertebrados. Indicamos las diferentes capas de la
retina y los tipos celulares presentes en cada capa. Modificado de (Hoon et al., 2014).

B-D. Esquema de la formacidn de la retina en embriones de pez cebra.

B. A las 12 hpf comienza la evaginacion de la vesicula dptica. A las 16 hpf la vesicula
Optica se vuelve mas achatada y se mantiene unida al cerebro embrionario a través del
tallo dptico. Luego la vesicula éptica rota y se invagina, formando la copa 6ptica. En la
region ventral de la copa dptica se encuentra la fisura coroidea. Modificado de
(Bibliowicz et al., 2011).

C. A las 24 hpf se ha formado la copa dptica, que consta de dos capas: la capa externa
dard lugar al epitelio pigmentario de la retina (EPR), mientras que la interna dard lugar
al neuroepitelio (NE) y posteriormente a la retina neural. Cada capa posee su propia
[dmina basal. A las 24 hpf las células neuroepiteliales se encuentran en proliferacion y
sus nucleos se mueven a lo largo del eje dpico-basal (migracion nuclear intercinética).

D. A las 28 hpf comienza la neurogénesis en la region ventro-nasal de la retina, con la
generacion y diferenciacidn de las primeras células ganglionares. A las 30 hpf la
diferenciacién ha avanzado y se ha comenzado a formar el nervio dptico. En esta etapa
el neuroepitelio estad formado por progenitores que contintan en el ciclo celular pero
ademas por células en diferenciacién. En el esquema representamos los principales
pasos en la diferenciacion de las CGR en pez cebra. Luego de la salida de mitosis la
célula hija se encuentra asociada a ambas superficies del neuroepitelio. Mientras el
nucleo de la CGR comienza a migrar hacia la regién basal, la célula se desprende de Ia
superficie apical y comienza a retraer el proceso apical. Luego comienza la extension
del axén sobre la [dmina basal del neuroepitelio en direccién a la fisura coroidea.
Cuando la célula se encuentra localizada en la regién basal, comienza la formacién de
las dendritas en la regién apical de la célula.
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Neurogénesis en la retina

Al igual que el resto de las neuronas del sistema nervioso central, los diferentes
tipos celulares de la retina se originan a partir del neuroepitelio. Este se trata de un
epitelio pseudoestratificado y las células que lo conforman, denominadas
neuroepiteliales, contactan la luz del tubo neural por la regién apical, mientras que en
la regidn basal se asocian a una lamina basal (Zolessi, 2016). Las células neuroepiteliales
son altamente proliferativas. A medida que atraviesan las diferentes fases del ciclo
celular, sus nucleos se mueven a lo largo del eje apico-basal, lo que se denomina
migracion nuclear intercinética. Durante la fase G1 el nicleo migra hacia la region basal,
donde entra en fase S. Luego vuelve a desplazarse hacia la regién apical mientras
atraviesa la fase G2. Durante la fase M la célula se encuentra en la regién apical del
neuroepitelio (fig. 3C)

Eventualmente los progenitores pasan por su ultima division celular dando lugar
a células que comienzan el proceso de diferenciacién. En la retina de vertebrados los
diferentes tipos neuronales nacen en forma secuencial pero con cierto grado de
superposicién y desde la regidn central hacia la periferia (Stenkamp, 2015). Por ejemplo,
en pez cebra, la neurogénesis comienza a las 28 hpf con la generacién de las primeras
CGR en la region ventro-nasal de la retina, adyacente a la fisura coroidea (Schmitt y
Dowling, 1999) (fig. 3D). Inmediatamente después, en la misma regién aparecen las
células amacrinas y horizontales, seguidas de los fotorreceptores. Las células bipolares
y la glia de Miiller son las ultimas en nacer (Schmitt y Dowling, 1999). Siguiendo la misma
secuencia, la generacion de células postmitéticas progresa hacia la regiéon dorso-

temporal.

Los progenitores de la retina son células multipotentes. La expresidn consecutiva
de una serie de reguladores transcripcionales, determina en forma paulatina la
generacion de los diferentes tipos celulares (Stenkamp, 2015). Estos factores pro-
neurales que especifican el destino celular interactian con proteinas que regulan el ciclo
celular (Ciclinas, CDKs y CDKIs), de forma tal que el inicio de |a diferenciacion y la salida
del ciclo celular y estan coordinadas (Bilitou y Ohnuma, 2010). Ademads, factores
extrinsecos pueden influir sobre la salida del ciclo celular y el destino de las células hijas.

Por ejemplo, la interaccion entre células adyacentes a través de las proteinas de
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membrana Delta-Notch permite mantener a las células en estado proliferativo,
inhibiendo la diferenciacién. Sin embargo, Del Bene y colaboradores demostraron que
en el neuroepitelio existe un gradiente de activacion de la sefializacidon de Notch, y que
las células que migran hasta posiciones mas basales durante la fase S logran escapar de

la inhibicién y diferenciar (Del Bene et al., 2008).

También se han descrito senales positivas que dan lugar al inicio de la
neurogénesis, como Fgf proveniente del tallo dptico, que da lugar a la generacion de las
primeras neuronas (Martinez-Morales et al., 2005). Luego, hay una ola de diferenciacién
cuya propagacion depende de la presencia de Shh (Neumann y Nuesslein-Volhard, 2000;
Wang et al., 2005). El patrén de expresion de este factor es complejo. Inicialmente las
CGRs y células amacrinas en diferenciacion producen Shh (Neumann y Nuesslein-
Volhard, 2000; Shkumatava, 2004). Luego es liberado a partir del epitelio pigmentario
de la retina (Stenkamp et al., 2000). En el periodo neurogénico, Shh tiene diferentes
efectos. Por un lado, induce la proliferacion de los progenitores de la retina a través de
la regulaciéon de proteinas relacionadas al ciclo celular (Locker et al., 2006; Wallace,
2008). Eventualmente, también promueve la salida de mitosis de los progenitores,
induciendo la diferenciaciéon de los diferentes tipos celulares de la retina (Stenkamp
et al., 2000; Shkumatava, 2004; Masai et al., 2005; Shkumatava y Neumann, 2005). Estos
datos sugieren que las células deben atravesar distintos estados que le permitan generar

comportamientos diferentes frente a la misma seiial.

Diferenciacion de las células en la retina

Luego de la ultima divisién del progenitor, la neurona recién generada entra en
el proceso de diferenciacion, a través del cual adquiere ubicacién, orientacion,
morfologia y conexiones particulares. Las caracteristicas morfoldgicas basicas de las
neuronas, como la generacién de dendritas y un axén, pueden ser adquiridas en cultivo,
en ausencia de sefales extracelulares (Dotti et al., 1988). Esto indica que las neuronas
poseen un programa intrinseco de diferenciacion (Barnesy Polleux, 2009). Sin embargo,
tanto la proliferacién de los progenitores como la diferenciacién ocurren en un tejido
polarizado -el neuroepitelio-, en presencia de gradientes de moléculas y en contacto con

otras células (Zolessi, 2016).
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El estudio de la retina ha dado varias pistas sobre el rol de las sefales
extracelulares durante la diferenciacion neuronal (Randlett, Norden, et al., 2011). Por
ejemplo, en pez cebra los mutantes has y nok (en los que se ven afectados los genes de
polaridad aPKCA y palsl, respectivamente), presentan el epitelio pigmentario de la
retina interrumpido, mientras que en la retina neural se altera la laminacién y los
diferentes tipos celulares se ubican en forma desorganizada (Pujic y Malicki, 2004). En
estos mutantes, una parte de las CGR se ubican en la region apical del neuroepitelio e
incluso extienden axones apicales (Zolessi et al., 2006). Posteriormente se demostré que
la laminina presente en la Iamina basal es una sefial instructiva para la localizacién de
las CGR y para la extensidn axonal en direccién basal (Randlett, Poggi, et al., 2011). La
disrupcion de la retina pigmentaria en el mutante nok, permite que la lamina basal del
epitelio pigmentario afecte el posicionamiento de las CGR. Sin embargo, en ausencia de
laminina las CGR no se encuentran invertidas, sugiriendo que hay otras sefiales que

intervienen en su orientacién (Randlett, Poggi, et al., 2011).

Fundamentacion del proyecto e hipdtesis de trabajo

Los estudios llevados a cabo hasta el momento indican que las cilias primarias
son necesarias para el correcto desarrollo y funcionamiento neuronal, actuando
principalmente a través de la recepcion de sefales extracelulares. Sin embargo, la
informacién es fragmentaria en cuanto a la localizacién y el rol de las cilias primarias

durante el nacimiento y la diferenciaciéon neuronal.

Uno de los modelos mas utilizados para el estudio de la neurogénesis es la retina
de vertebrados. La mayor parte de los estudios que abordan la funcién de las cilias en la
retina se centran en el mantenimiento del segmento externo de los fotorreceptores
(Wheway et al.,, 2014). Las células neuroepiteliales de la retina presentan una cilia
primaria al igual que las CGR en diferenciacidn, y en ambos casos se localiza en el
extremo apical de la célula (Hinds y Hinds, 1974; Clark et al., 2012; Davison, 2014). Sin
embargo, se desconoce si la cilia estd presente durante todo el proceso o si muestra
siempre la misma localizacion. De forma similar, se reconoce la participacion de Shh en
la generacion de las CGR pero no se ha estudiado la participacion de la cilia en la

neurogénesis y diferenciacion de estas células.
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Por lo tanto, proponemos que las cilias primarias participan en la neurogénesis y
la diferenciacién de las CGR. De tener una funcién, al menos parte de ella podria estar

mediada por la recepcion de sefales extracelulares como por ejemplo Shh.

Como estrategia de trabajo decidimos analizar la diferenciacion de las CGR in vivo
en la retina de embriones de pez cebra. Este modelo cuenta con varias ventajas desde
el punto de vista practico, incluyendo la existencia de una serie de herramientas
celulares y moleculares que permiten el marcado in vivo, de todo el embrién o de células
especificas, asi como la manipulacién de la expresidon génica. Estas herramientas y la
transparencia de los embriones en etapas tempranas del desarrollo permiten el andlisis

de la diferenciacidn in vivo por medio de microscopia dptica.
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Il. Objetivos

Objetivo general

Caracterizar la ubicacién espacio-temporal y la funcién de las cilias primarias durante la

neurogénesis y diferenciacién de CGR de pez cebra in vivo.

Objetivos especificos
1. Caracterizar la presencia y localizacién de las cilias primarias durante la neurogénesis

de las CGR.

2. Determinar el rol de las cilias primarias durante la proliferacidon de los progenitores y

la diferenciacion de las CGR.

3. Determinar el rol de las cilias primarias en la sefalizacién por Shh durante la

generacion de las CGR.
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lll. Materiales y métodos

Mantenimiento de los peces adultos

En este trabajo utilizamos como modelo experimental embriones de pez cebra
(Danio rerio). Mantuvimos los adultos en el sistema ZebTec Stand Alone o Active Blue
de Tecniplast (Italia), con el agua a 28 °C (mdximo 30 °C, minimo 26 °C), conductividad
de 500 uS/cm? (maximo 600 uS/cm?, minimo 400 uS/cm?)y pH 7.5 (méximo 8.5, minimo
6.5). También controlamos la concentracion de NH3/NHs* (mdximo 0.5 ppm), NO;
(mdximo 0.25 ppm) y NO3 (maximo 50 ppm). El ciclo luz:oscuridad fue de 14:10 h. La
alimentacion fue a base de comida seca (generalmente TetraMin en escamas; Tetra,
Alemania) y viva (larvas nauplio de Artemia salina de 24-48 h post-eclosién) de dos a
tres veces por dia. Para la manipulacidn de los adultos seguimos el protocolo aprobado
por el Comité de Etica en el Uso de Animales de Institut Pasteur de Montevideo (CEUA),

y contamos con la acreditacidn personal otorgada por CHEA y CNEA.

Lineas de peces utilizadas

Utilizamos las siguientes lineas de peces:

Linea Referencia

SAT (linea salvaje) (Howe et al., 2013)
Tg (actb2:Arl13b-GFP) hsc5 (Borovina et al., 2010)
Tg (atoh7:gap-GFP) cul (Zolessi et al., 2006)
Tg (atoh7:gap-mRFP) cu2 (Zolessi et al., 2006)
Tg (actb2:Arl13b-GFP) hsc5 x Tg (atoh7:gap-mRFP) cu2 este trabajo

SoFal (atoh7:gap-mRFP/ptf1:GFP/ crx:gap-CFP) (Almeida et al., 2014)
Tg (hsp:Gli1-GFP) (Shen et al., 2013)

La linea transgénica tg (actb2:Arl13b-GFP) hsc5 (de ahora en mas mencionada
como Arl13b-GFP) expresa la proteina de fusion Arl13b-GFP bajo el control
transcripcional de la regidon promotora del gen bactin2, codificante para B-actina (5.3 kb
en 5°del coddén de inicio) (Borovina etal.,, 2010). Este gen se expresa en forma
constitutiva y en todas las células del organismo. La proteina Arl13b es una GTPasa

pequefia, involucrada en el transporte de membrana, que se localiza especificamente
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en la membrana ciliar y es necesaria para el transporte de proteinas hacia este

compartimiento (Duldulao et al., 2009; Gotthardt et al., 2015).

Las lineas tg (atoh7:gap-GFP) cul y tg (atoh7:gap-mRFP) cu2 (de ahora en mas
mencionadas como atoh7:gap-GFP y atoh7:gap-RFP, respectivamente), expresan GFP o
mRFP fusionadas a la sefial N-terminal de palmitilacion de GAP43 (gap). En estos
transgénicos la regidon promotora corresponde a una secuencia de 5 kb en 5" de la regidn
codificante para Atoh7 (Zolessi etal., 2006). Atoh7 es un factor transcripcional
requerido para la formacién de las CGR (Kay et al., 2001). Se expresa en forma transitoria
en progenitores previo a su ultima divisién y posteriormente en CGRs en diferenciacién
(Masai et al., 2000; Poggi et al., 2005). Sin embargo tanto mRFP como GFP son proteinas
estables, por lo tanto son heredadas en otras células que derivan del progenitor que
expresa atoh7 incluyendo, ademds de CGR, células amacrinas, células horizontales y

fotorreceptores.

La linea SoFal, ademas de atoh7:gap-RFP, permite expresar GFP de localizacién
citoplasmatica y gap-CFP bajo el control transcripcional de las regiones promotoras de
los factores Ptfl y Crx, respectivamente (Almeida et al., 2014). Ptfl es un factor
transcripcional cuya expresidon es requerida para la formacidn de células amdcrinas y
horizontales (Godinho, 2005; Jusuf et al., 2011). Crx también es un factor transcripcional

que se expresa en células bipolares y fotorreceptores (Shen y Raymond, 2004).

La linea tg (hsp70l:Gli1-EGFP) (de ahora en mas hsp:Glil-EGFP) permite expresar
la proteina de fusién Glil-EGFP en todo el embridn bajo el control de la regién
promotora de Hsp70 (1.5 kb) (Shen et al., 2013). El gen hsp70 presenta muy baja
expresion a 28.5 °C pero se induce al incubar los embriones a 37 °C (Lele et al., 1997;

Halloran et al., 2000).

Genotipado

Genotipamos la linea hsp:Gli1-EGFP por medio de PCR para detectar la presencia
de EGFP. Para ello obtuvimos ADN gendmico a partir de tejido de la cola de peces de
tres meses de edad, siguiendo protocolos utilizados previamente (Shen et al., 2013; Xing
et al., 2014). Los peces fueron anestesiados en 100 mL de agua de acuario conteniendo

0.02 % MS222 (Sigma, A5040) (a partir de una solucion de 0.4 % MS222 en 20 uM Tris-
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HCI pH 7.5). Monitoreamos los peces durante el pasaje por las diferentes etapas de la
anestesia: primero cesaron el nado y perdieron el equilibrio quedando de costado sobre
el fondo del recipiente, luego el movimiento de los opérculos se volvié arritmico
(Matthews y Varga, 2012). Este punto se alcanzé dentro de los 5 min de colocarlos en la
solucién con MS222, aunque de forma variable dependiendo del peso de cada individuo.
Luego los colocamos sobre papel humedecido, y cortamos un trozo pequefio de cola
utilizando un bisturi. Pusimos este tejido en tubos de 1.5 mL individuales conteniendo
60 pL de la solucion para la extraccién de ADN (50 uM KCI, 10 mM Tris-HCl pH 8.3, 0.3 %
Tween-20, 0.3 % NP40, 1 mg/mL Proteinasa K - agregada el dia de uso). Inmediatamente
después, regresamos los peces a una pecera con agua de acuario, en donde recuperaron
el nado en 1-2 min, y fueron mantenidos por separado hasta saber el resultado del
genotipado. Para la extraccion de ADN calentamos el tejido en buffer de lisis por 4 h a
55 °C. Luego inactivamos la Proteinasa K incubando a 98 °C por 10 min. Diluimos la
solucién obtenida 1/20 en agua.

Luego realizamos una PCR con cebadores especificos para GFP: Fwd: CCT GAA
GTT CAT CTG CAC CA; Rv: GGG TGC TCA GGT AGT GGT TG (tamafio esperado del
producto de PCR: 500 pb), utilizando la polimerasa Taq (Invitrogen), en reacciones de 25

KL con las siguientes condiciones:

Buffer Taq | 1X desnaturalizacién inicial | 94 °C—3 min 1 ciclo
MgCl, 1.5mM desnaturalizacion 94°C-30s

dNTPs 0.2 mM hibridacidn 55°C—-30s 38 ciclos
cebadores | 0.4 uM extension 72°C-45s

molde 5pulL extension final 72°C—-10min | 1ciclo
Taq 0.75U mantenimiento 4°C oo

Evaluamos el tamafio del producto de PCR por medio de una electroforesis en un gel de
agarosa al 1% en TBE con bromuro de etidio, utilizando un marcador de peso molecular

(100 bp DNA Ladder, Invitrogen #15628-019).

Reproduccion y mantenimiento de embriones

Para obtener embriones, apartamos machos y hembras del resto del grupo en la
tarde anterior al dia de reproduccién. Los colocamos en parideras conteniendo agua del

sistema, en cantidades acordes al tamafio de la paridera (maximo 4 peces/L) y separados
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por sexo mediante un tabique. A la mafiana siguiente, retiramos el tabique y cambiamos
el agua, dejandola a un nivel minimo. Luego del desove, recolectamos los embriones y
los colocamos en una placa de 10 cm de didmetro con agua de acuario con 0.2 mg/L de
azul de metileno para prevenir el crecimiento de hongos (medio de embriones).
Incubamos los embriones a una temperatura estandar de 28.5 °C, o en caso de desear
modificar la velocidad del desarrollo, a un minimo de 26 °C y un maximo de 32 °C
(Kimmel et al., 1995). Realizamos la datacién de acuerdo al trabajo de Kimmel et al.
(Kimmel et al., 1995). Para inhibir la pigmentacion incubamos los embriones desde las 8

hpf con 30 mg/L PTU (1-phenyl 2-thiourea, Sigma P7629) en medio de embriones.

Inyeccion de embriones

Colocamos los embriones a ser inyectados en el dngulo generado por un
portaobjetos en la tapa de una placa de 10 cm, manteniendo una minima cantidad de
agua. Para realizar la microinyeccidn utilizamos agujas estiradas en un puller Sutter (P-
97) a partir de -capilares de borosilicato con filamento (WPl #1B100F-4),
micromanipulador y un microinyector neumadtico, utilizando aire comprimido a
aproximadamente 50 psi (ASI, modelo MPPI-3). Inyectamos entre 0.5 y 5 nL de la
solucion de morfolino o ARNm en el vitelo de embriones de entre 1 a 8 células. Cuando
inyectamos ADN, descargamos un volumen de 0.5 o 1 nL de la solucién en el citoplasma

de embriones de una célula.

Trasplante de blastomeras

Decorionamos manualmente los embriones a ser utilizados como donantes o
receptores de trasplante a las 3 hpf en una placa con fondo de agarosa al 1.5 % en medio
E3M (5 mM NaCl, 0.17 mM KCl, 0.33 mM CaCl2, 0.33 mM MgS04) con 10 mM Hepes pH
7.2 y 0.2 mg/L azul de metileno. Luego incluimos el embridn donante y los embriones
aceptores (entre 3 y 4 embriones) en 2.5 % metilcelulosa (Sigma, M0387) colocada
previamente sobre un cubreobjetos y los posicionamos en la orientacién deseada.
Realizamos la manipulacion de blastdmeras utilizando un microinyector manual
utilizando aceite como medio de transferencia de la presién (WPI, MMP) y una aguja

generada a partir de capilares sin filamento, con punta en bisel de alrededor de 40-50
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pum de didmetro. Colocamos las blastémeras del donante en el polo animal del receptor,
region que va a dar lugar al sistema nervioso central. Luego de finalizado el trasplante,
pasamos el cubreobjetos con los embriones incluidos en metilcelulosa a placas de 6
pocillos, con fondo de agarosa y medio de embriones suplementado con 100 U/mL

penicilina/estreptomicina (Invitrogen #15140-122) y 30 mg/L PTU.

Tratamiento de embriones con drogas y shock térmico

Resuspendimos las drogas SAG (Enzo, ALX-270-426-M001) y ciclopamina
(StemRD, #CYC-05) en DMSO (Sigma) en concentraciones de 4 mM y 9 mM
respectivamente. Para tratar los embriones, primero los decorionamos manualmente
en el estadio deseado y luego los colocamos de a 5 por pocillo en placas de 6 pocillos.
Realizamos las incubaciones con la droga deseada o el mismo volumen de DMSO diluido

en agua de acuario.

Para realizar el shock térmico preparamos tubos de 50 mL con aproximadamente
25 mL de agua del sistema y los pre-incubamos a 37 °C, monitoreando la temperatura
del agua dentro del tubo. Luego colocamos los embriones de 22 hpf sin decorionar en el
tubo con agua a 37 °C por 1 h, agitando periédicamente. Al culminar ese periodo,

pasamos los embriones nuevamente a una placa con agua a 28.5 °C.

Morfolinos

Los oligdmeros de morfolino son moléculas sintéticas conformadas por las bases
de los acidos nucleicos (A, T, C, G) asociadas a anillos de morfolino que se unen a través
de grupos fosfodiamidato (fig. 4A) (Bill et al., 2009). Estos grupos no poseen carga a pH
fisioldgico y no son degradados por nucleasas. En general tienen 25 pares de bases de
largo y se unen a secuencias complementarias en el ARNm, inhibiendo su procesamiento
o el inicio de la traduccion (Bill et al., 2009). Los morfolinos que utilizamos en este
trabajo fueron sintetizados por la compaiia Gene Tools. Las secuencias fueron
disefiadas por nuestro equipo con el servicio de disefio de Gene Tools u obtenidas a

partir de la literatura:
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Nombre Secuencia Referencia

ift88-BT GCCTTATTAAACAGAAATACTCCCA (Tsujikawa y Malicki, 2004)
elipsa-BT GGCTACCGATTCGTTCATGGCATCA (Omori et al., 2008)
ift88-BS AACAGCAGATGCAAAATGACTCACT este trabajo

elipsa-BS CTGTTTTAATAACTCACCTCGCTGA este trabajo

control CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA Gene Tools

p53 GCGCCATTGCTTTGCAAGAATTG (Robu et al., 2007)

Para este trabajo disefiamos morfolinos que estan dirigidos a bloquear el
procesamiento del pre-ARNm de los genes ift88 o elipsa. D. rerio tiene una Unica copia
del gen ift88 en el cromosoma 9, a partir de la cual se pueden generar dos transcritos. A
partir del transcrito NM_001001725.1 analizamos la composicidn de exones e intrones
utilizando la herramienta BLAT (Kent, 2002). Disefiamos el morfolino ift88-BS de forma
tal que se una en la regién donadora de splicing entre el exdn 3 e intrén 3 (fig. 4B), en
ambos transcritos. El bloqueo de este sitio da lugar a un ARNm que retiene el intrén 3,
el cual tiene un codén STOP prematuro y genera una proteina truncada (fig. 4C y D).
Parte del morfolino ift88-BS (20 nucledtidos) se une ademas a una regién no codificante

en el cromosoma 5.

El gen elipsa (traf3ip1) de D. rerio existe en una Unica copia en el cromosoma 9y
codifica para tres transcritos identificados hasta el momento. A partir del transcrito
NM_200600.1 analizamos la composicion de exones e intrones y disefiamos el morfolino
elipsa-BS que se une en la regiéon donadora de splicing entre el exénl y el intréonl (fig.
4E). El bloqueo de este sitio genera un ARNm que retiene el primer intrén generando un
coddn STOP prematuro (fig. 4F, G). Este morfolino no hibrida con otras regiones en el

genoma de pez cebra.

Resuspendimos los morfolinos liofilizados en agua ultrapura a una concentracién
de 2 mM, incubando a 65 °C por 15 min, los alicuotamos y almacenamos a -20 °C.
Realizamos las diluciones de trabajo en agua ultrapura y las almacenamos a -20 °C.
Previo a ser utilizadas, incubamos las soluciones a 65 °C por 15 min y las centrifugamos

a aproximadamente 8000 x g por 5 min.
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Figura 4. Inhibicion de la expresion de las proteinas Ift88 y Elipsa mediante oligdmeros
de morfolino.

A. Diagrama de la estructura de la subunidades y enlaces que componen los
oligdmeros de morfolino y su comparacion con el ADN. Modificado de (Eisen y Smith,
2008).

B. Esquema de la composicién de exones (ex) e intrones (int) en el pre-ARNm
codificante para Ift88. Indicamos la posicidon en que hibridan los morfolinos utilizados
en este trabajo: ift88-BT vy ift88-BS.

C. Esquema de la regidn inicial del ARNm de Ift88 procesado correctamente. En esta
situacion, la lectura a partir del coddn de inicio de la traduccion (AUG) da lugar a la
proteina Ift88 salvaje. Indicamos la posicidn en que hibridan los cebadores utilizados
para detectar esta variante por RT-PCR.

D. Esquema de la regidn inicial del ARNm de Ift88 que retiene el intrén3 (al que
llamamos mal procesado) debido a la accidon del morfolino ift88-BS. En esta situacion,
la lectura a partir del codén de inicio de la traduccién (AUG) termina prematuramente
por la presencia de un coddn de terminacién (STOP) en el intrén 3. Indicamos la
posicién en que hibridan los cebadores utilizados para detectar esta variante por RT-
PCR.

E. Esquema de la composicién de exones e intrones en el pre-ARNm codificante para
Elipsa. Indicamos la posicidn en que hibridan los morfolinos utilizados en este trabajo:
elipsa-BT y elipsa-BS.

F. Esquema de la regidn inicial del ARNm de Elipsa procesado correctamente. En esta
situacion, la lectura a partir del codén de inicio de la traduccién (AUG) da lugar a la
proteina Elipsa salvaje. Indicamos la posicién en que hibridan los cebadores utilizados
para detectar esta variante por RT-PCR.

G. Esquema de la region inicial del ARNm de Elipsa que retiene el intron 1 (forma mal
procesada) debido a la accion del morfolino elipsa-BS. En esta situacion, la lectura a
partir del coddén de inicio de la traduccién (AUG) termina prematuramente por la
presencia de un coddn de terminacién (STOP) en el intrén 1. Indicamos la posicion en
gue hibridan los cebadores utilizados para detectar esta variante por RT-PCR.
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Extraccion de ARN a partir de embriones y sintesis de ADNc

Realizamos la extraccion de ARN total de aproximadamente 30 embriones por
condicién. Los embriones fueron recolectados a las 30 hpf, retirando el exceso de medio.
Luego los sumergimos en nitrégeno liquido y los guardamos a -80 °C hasta el momento
de la extraccién. Realizamos la extraccién utilizando Trizol (50 uL por tubo) y
homogeneizando en forma mecdnica con un micro-homogeneizador (micropestle) y
vortex. Luego de incubar 5 min a temperatura ambiente, agregamos 10 uL de
cloroformo agitando vigorosamente. Luego de incubar 5 min a temperatura ambiente
centrifugamos a 12000 x g, por 15 min a 4 °C. Recuperamos el sobrenadante al que le
agregamos 25 uL de isopropanol, mezclando e incubando 10 min a temperatura
ambiente. Luego centrifugamos a 12000 x g 10 min a 4 °C. Descartamos el sobrenadante
y lavamos el pellet con 50 pL de EtOH al 75%, mezclando. Luego de centrifugar a 7500 x
g por 5 min a 4 °C, removimos el sobrenadante y dejamos secar el pellet. Finalmente,
resuspendimos el ARN en 10 uL de agua libre de nucleasas (Gibco) incubando a 55-60 °C
por 10 min. Determinamos la concentracion de la solucién de ARN midiendo la

absorbancia a 260 nm (NanoDrop, Thermo).

Previo a la sintesis de ADNc, tratamos 2.2 ug de ARN con 2.2 U de DNasa | (Sigma,
#4716728001) por 30 min a 37 °C, inactivando luego por incubacién a 65 °C por 15 min
y a -80 °C por 15 min. Luego realizamos la retro-transcripcién a partir de 1 ug de ARN
utilizando hexameros aleatorios y el kit SuperScript First-Strand Synthesis for RT-PCR

(Invitrogen, #11904-018).

RT-PCR semi-cuantitativa

Utilizamos RT-PCR semi-cuantitativa para evaluar la eficiencia de los morfolinos
elipsa-BS e ift88-BS asi como los niveles de patched?2. El disefio de cebadores se llevd a
cabo utilizando el programa Primer3 (http://primer3.ut.ee/). En el primer caso,
diseflamos cebadores para detectar tanto la forma procesada correctamente como la
forma mal procesada (por accion del morfolino) de cada transcrito, utilizando las
secuencias codificantes y gendmicas mencionadas anteriormente. Los sitios de
hibridacion de los cebadores en cada transcrito se muestran en la figura 4. Para

determinar los niveles de patched2 disefiamos cebadores especificos para la region
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central del transcrito NM_130988. Evaluamos los niveles de gapdh como control. Los

cebadores que utilizamos fueron los siguientes:

Cebador secuencia tamafio del producto de PCR
zf_elipsa_ex1 Fwd | GAACGAATCGGTAGCCAAAA
zf_elipsa_ex3 Rv CTCTCCGCTGACTAGCATCA

zf_elipsa_intl Rv AGACTACGCGCAGGCTACAT

ARNm procesado: 256 pb
ARNmM mal procesado: 260 pb

zf_ift88_ex2 Fwd | TCCCAGAGGAAGAGGAGGAT ARNm procesado: 157 pb
zf _ift88_ex4 Rv GCAGTGCCAGGATATTTTGC ARNmM mal procesado: 259 pb
zf_ptch2_Fwd CCATCCATGGTCCTATCCAC 510 pb
zf_ptch2_Rv CTGGAAGTAGTGCAGCCACA

zf_gapdh Fwd TTAAGGCAGAAGGCGGCAAA 300 pb

zf_gapdh Rv AAGGAGCCAGGCAGTTGGTG

Utilizamos 2 pL de la solucion de ADNc para hacer reacciones de PCR estandar con los
cebadores especificos para el gen deseado y para gapdh utilizando 0.75 U de Taq
polimerasa (Invitrogen) por reaccién. El protocolo de amplificacién consté de un touch
down de 10 pasos (65 °C a 55 °C) para favorecer la amplificacion de productos
especificos, y luego una amplificacién estandar con temperatura de hibridacién de 55 °C
y 20 ciclos. Analizamos los productos de PCR por medio de electroforesis en gel de

agarosa al 2 %.

Origen y construccion de vectores

Para el manejo de secuencias utilizamos el software Serial Cloner
(http://serialbasics.free.fr/Serial_Cloner.html). Muchos de los vectores que utilizamos

en este trabajo fueron proporcionados amablemente por otros grupos de investigacién:

Kit tol2 ; p5E:atoh?7 Dra. K. Kwan, University of Utah, EEUU
pCS2+Arl13b-GFP Dr. B. Ciruna, The University of Toronto, Canada
barhl1.2:GAL4 Dra. L. Poggi, COS-Heidelberg, Alemania

pME:Glil ; pME:GIi2DR Dr. R. Karlstrom, University of Massachusetts, EEUU
pTX7-ift88 ; pTX7-elipsa Dr. J. Malicki, The University of Sheffield, Reino Unido

Los vectores pME-Rab8A-ns y pME-Rab8A[T22N]-ns fueron generados a partir de
pPENTR-fishRab8A (Addgene, # 24904) y pENTR-fishRab8A[T22N] (Addgene, #24906) por

PCR. Disefiamos los siguientes cebadores en los que reemplazamos la primera base del
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coddn STOP (T) de Rab8A por dos bases (GC) (ver mas adelante), eliminando de esta

forma el coddn de terminacion:

Rab8A_T717gc_Fwd ‘ AGATGCGTGCTGCTGGCAAACCCAGCTTTC
Rab8A_T717gc_Rv ’GAAAGCTGGGTTTGCCAGCAGCACGCATCT

Con estos cebadores realizamos una PCR utilizando la polimerasa de ADN de alta

fidelidad Phusion (Finnzymes, F-530S) en reacciones de 50 uL con las siguientes

condiciones:
Buffer HF 1X desnaturalizacion inicial | 98°C-30s 1 ciclo
dNTPs 0.2 uM c/u desnaturalizacion 98°C—-10s 30
cebadores 0.5 uM c/u hibridacion/extension 72°C-93s ciclos
molde 10 ng extension final 72 °C-10 min
Phusion (2 U/ulL) | 1U mantenimiento 4°C oo

Luego de finalizada la reaccion de PCR, digerimos con 20 U de Dpnl (NEB, R0176S), 1 h a
37 °C para retirar el ADN molde. Corroboramos la presencia del producto de PCR por
electroforesis en gel de agarosa al 0.8 %. Luego transformamos 40 uL de células DH5a
competentes quimicamente con 4 ulL del producto de PCR siguiendo las instrucciones
del proveedor (Invitrogen, #18265-017). A partir de las colonias resultantes realizamos
cultivos liquidos en LB (medio Luria Bertani) para almacenar y para realizar extracciones
de ADN plasmidico a pequefia escala (minipreps; Invitrogen, #K210010). Confirmamos
la secuencia de los plasmidos obtenidos por medio de secuenciacién con los cebadores

genéricos M13F y M13R.

El vector pME-Arl13b(1-190) fue generado por clonado basado en PCR
(restriction free cloning o RF Cloning) (van den Ent y Lowe, 2006; Unger et al., 2010).
Realizamos una primera PCR para aislar la secuencia del dominio terminal de Arl13b
(que comprende los aminodcidos 1 al 190) de pez cebra, a partir de una preparacion de

ADNCc realizada con oligo-dT. Para ello utilizamos los siguientes cebadores:

TAATACGACTCACTATAGGGCGAATGAAATGTTCAATCTGATGGCGAA
CTGTTGC

pPME-MCS_Arl13b-zf _Fwd

GCCAACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGAATGTTATTTAGGAGCCAGTT
AAGGCC

PME-MCS_Arl13b-zf Rv
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El cebador Fwd tiene una regién complementaria al extremo 5 del dominio Nt de
Arl13b, mientras que el cebador Rv tiene una regién complementaria al extremo 3" del
dominio Nt de Arl13b (subrayado). Realizamos la reaccion de PCR por duplicado en un

volumen de 50 pL cada una:

Buffer HF 1X desnaturalizacion inicial 98°C-30s 1 ciclo

dNTPs 0.2 uM c/u desnaturalizacion 98°C-10s

cebadores 0.5 uM c/u hibridacion 60°C-30s 35 ciclos

molde (ADNCc) 2uL extension 72°C-20s

Phusion (2 U/uL) | 1U extension final 72 °C-10 min
mantenimiento 4°C oo

Luego realizamos una electroforesis en gel de agarosa y purificamos el producto de PCR

a partir del gel.

El otro extremo de ambos cebadores es complementario a la regién en que se
desea insertar el dominio Nt de Arl13b en el vector pME-MCS del kit Tol2. Para llevar a
cabo estainsercion, realizamos una segunda PCR (en volumen de 50 pL) utilizando como

cebadores el producto de la primera PCR.

Buffer HF 1X desnaturalizacion inicial | 98°C—-30s 1 ciclo

dNTPs 0.2 uM c/u desnaturalizacion 98°C—-10s

cebadores (PCR#1) | 250 ng hibridacion 60 °C-60s 20 ciclos

molde (pME-MCS) | 20 ng extension 72°C-100s

Phusion (2 U/uL) 1U extension final 72 °C-10 min
mantenimiento 4°C oo

Purificamos el producto de la segunda PCR por adsorciéon en columna (Invitrogen,
K310001) y lo digerimos con 1 pL Dpnl-FD (Thermo, FD1703) 1 h a 37 °C seguido de
inactivacion a 80 °C por 10 min. Luego transformamos 50 plL de células competentes
DH5a (Invitrogen, #18258012) con 5 uL del producto de PCR digerido. Testeamos las
colonias que portaban el pldasmido por medio de PCR a partir de colonia con los
cebadores genéricos M13F y M13R. Encontramos colonias positivas, a partir de las

cuales realizamos una miniprep para almacenar y secuenciar.
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Generacion de construcciones utilizando el sistema Tol2

El kit Tol2 (Kwan et al., 2007) es una coleccién de plasmidos con sitios de
recombinacién del sistema Gateway (Invitrogen) que permite el ensamblaje de
construcciones en forma rapida y eficiente. Existen cuatro tipos de plasmidos diferentes
(pDestiny, p5’Entry, pMiddle-entry y p3’Entry), cada uno con una combinacién
particular de sitios de recombinacion. Esto permite el ensamblado direccional de
construcciones (fig. 5A). Nosotros utilizamos este sistema para generar el siguiente

grupo de construcciones:

SP6:Rab8A-P2A-EGFP-CAAXpA
SP6:Rab8A[T22N]-P2A-EGFP-CAAXpA
SP6:EGFP-CAAXpA
SP6:Arl13b(1-190)-P2A-EGFP-CAAXpPA
atoh7:EGFP-CAAXpA
UAS:EGFP-CAAXpA

SP6:Glil-EGFP
atoh7:Gli2DR-P2A-EGFP-CAAXpA

S|m| 0|0 |T|L

En todos los casos utilizamos como vector de desino pDestTol2pA2. Los vectores
p5 Entry contenian la secuencia de diferentes regiones promotoras de la transcripcion:
SP6 (para sintesis de ARNm in vitro a partir de la polimerasa de ARN SP6), atoh7 (para
expresion en progenitores y CGR) o UAS (activable por Gal4). Los vectores pMiddle-entry
contenian las secuencias codificantes para Rab8A, Rab8A[T22N], EGFP-CAAX, Gli1-EGFP
o Gli2DR. EGFP-CAAX indica una version de EGFP fusionada a un sitio de palmitilacidn,
lo que permite la asociacién del EGFP a la membrana plasmatica. En el caso de los
vectores (a), (b), (d) y (h) realizamos la recombinacién con vectores p3’Entry con la
secuencia codificante para el péptido viral P2A fusionada a la secuencia de EGFP-CAAX.
Como ejemplo, en la figura 5B esquematizamos la construccion y el producto de su
transcripcion y traduccion en el caso del vector (d). A partir de estas construcciones se
genera un unico ARNm con la secuencia codificante para la proteina de interés, P2A 'y
EGFP-CAAX. Debido a que la secuencia de la proteina de interés carece de coddn de
terminacion, la traduccidon comienza en el AUG y continta con la secuencia del péptido
P2A. Sin embargo, durante la traduccién, la secuencia P2A da lugar a un evento de

ribosomal skipping en C-terminal de esta secuencia (Szymczak-Workman et al., 2012).
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Por lo tanto se generan dos proteinas: la proteina de interés con un agregado de 27
aminodcidos en C-terminal y EGFP-CAAX, lo que nos permite distinguir las células que

expresan la primera proteina a través de la presencia de EGFP-CAAX.

Para generar estas construcciones, seguimos el protocolo indicado en la pagina
web del kit (http://tol2kit.genetics.utah.edu/index.php/Main_Page). Las reacciones de
recombinacién consistieron en combinar 20 fmol de cada plasmido en TE (10 mM Tris
pH 8- 1mM EDTA) y 2 uL de la enzima LR Clonase Plus Il (Invitrogen) e incubar por 16 h
a 25 °C. Finalizamos la reaccién mediante la incubacidn con Proteinasa K (Invitrogen) a
37 °C durante 15 min. Para recuperar las construcciones, utilizamos 3 L del producto
de esta reaccién para transformar células competentes TOP10 (Invitrogen). Luego
confirmamos la presencia de la construccion correcta por medio de miniprep, digestidon
con enzimas de restriccion y electroforesis en gel de agarosa. Los clones positivos fueron

almacenados en glicerol 15 % a -80 °C.

Sintesis de ARNm

Para la sintesis de ARNm, linearizamos el vector correspondiente por corte con
la enzima de restriccién adecuada durante una noche. Luego purificamos el plasmido
lineal, ya sea por adsorcién en columna (Invitrogen, K10001) o por electroforesis en gel
de agarosa y extraccion a partir de gel (Invitrogen, K210012). La sintesis de ARNm fue
llevada a cabo utilizando el kit mMessage mMachine (Thermo) siguiendo las
instrucciones del proveedor. Luego de la sintesis purificamos el ARNm utilizando

columnas G-50 (GE, #27-5330-01).
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Figura 5. Esquema de la construccion de vectores con el kit Tol2 y de la co-expresion de
proteinas mediante el péptido viral P2A.

A. Esquema general del kit Tol2, que permite la construccidn de vectores de expresion
transitoria y transgénesis. Modificado de (Kwan et al., 2007).

B. Esquema de los vectores pMiddle-entry y p3 Entry utilizados para generar la regién
codificante en el vector SP6: Arl13b(1-190)-P2A-EGFP-CAAXpA. Arl13b(1-190) tiene un
sitio de inicio de la traduccién (AUG) pero carece de sitio de terminacion. Luego de la
recombinacién, Arl13(1-190) queda en el mismo marco abierto de lectura que el
péptido P2A y EGFP-CAAX. De esta forma, durante la traduccién la secuencia P2A da
lugar a un evento de ribosomal skipping en su regién C-terminal generando dos
proteinas: Arl13b(1-190) con un agregado de 27 aminoacidos en Ct y EGFP-CAAX.
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Observacion de embriones in vivo

Realizamos la observacidon y registro de imdgenes macroscépicas de los
embriones utilizando una lupa asociada a una cdmara Nikon EOS T3i-Rebel. Observamos
los embriones ya sea en el medio de incubaciéon o luego de ser montados en 3 %

metilcelulosa para restringir el movimiento.

Para realizar las observaciones microscopicas in vivo, seleccionamos los
embriones a las 30 hpf en la lupa utilizando iluminacion UV. Luego los anestesiamos en
0.04 mg/mL MS222 diluido en E3M y los montamos en una placa de 3.5 mm con fondo
de vidrio n°0 (MaTek), utilizando agarosa de bajo punto de fusién (Invitrogen, #16520)
al 0.8 % (previamente fundida a 70 °C y enfriada a 39-40 °C), suplementada con 0.04
mg/mL MS222 y 30 mg/L PTU. Orientamos los embriones de forma tal que la region
ventro-nasal de la retina quedara lo mas cerca posible del vidrio. Durante el periodo de
adquisicion mantuvimos los embriones en Ringer (116 mM NacCl, 2.9 mM KCl, 1.8 mM
CaCl,) o E3M suplementado con 5 mM Hepes pH 7.2, 0.04 mg/mL MS222 y 30 mg/L PTU

a una temperatura de 29-30 °C.

Realizamos el seguimiento in vivo de la diferenciacién de la retina utilizando el
microscopio confocal Leica TCS SP5, utilizando el objetivo 20x de apertura numérica 0.7
e inmersidn en glicerol. Adquirimos series de planos confocales cada 1-1.5 um a lo largo
de 50-60 um de profundidad de tejido. Realizamos un escaneo bidireccional a una
resolucién de 512 x 512 pixeles cada 10 o 15 minutos. Mantuvimos la intensidad de laser

al minimo requerido para la deteccidn de sefial.

Inmunofluorescencia

Fijamos embriones del estadio deseado en PFA 4 % durante una noche a 4 °C. Al
dia siguiente lavamos el fijador por medio de varias incubaciones con 1 % Tritdn-PBS
(PBS-T) a temperatura ambiente con agitacién. En el caso de embriones de 8 somites,
utilizados para la observacion de la vesicula de Kupffer, realizamos una post-fijacion con
metanol. Para esto, deshidratamos los embriones por medio de dos lavados en
metanol:PBS-T 50:50 de 5 min cada uno, un lavado en metanol 100 % de 5 min y una
incubaciéon con metanol 100 % a -20 °C por 20 min. Luego los re-hidratamos

nuevamente, por medio de un lavado en metanol:PBS-T 50:50 de 5 min y dos lavados
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en PBS-T de 5 min. En el caso de embriones en estadio de 30 hpf o posteriores,
realizamos una permeabilizacion con 0.25 % Tripsina-EDTA a 4 °C por 15 a 30 min
dependiendo del estadio (30 hpf: 15 min; 48 hpf: 20 min; 72 hpf: 30 min).

Posteriormente realizamos un lavado con PBS-T por 10 min en hielo.

Para llevar a cabo el inmunomarcado, bloqueamos los sitios inespecificos
incubando los embriones con 0.1 % BSA en PBS-T durante 30-60 min. Realizamos la
incubacién con anticuerpos, ya sea primario o secundario, en solucién de bloqueo
durante toda la noche a 4 ° C en agitacién. Retiramos el anticuerpo primario no unido
por medio de varios lavados en 0.1 % BSA en PBS-T con agitacidon. Retiramos el
anticuerpo secundario no unido por medio de dos lavados con PBS-T de 15 min cada uno
y un lavado final con PBS de 15 min a temperatura ambiente con agitacién. En algunos
casos junto con el anticuerpo secundario incluimos 0.2 ug/mL faloidina-TMR (Sigma
P1951) o verde de metilo (1/2500) (Prieto et al., 2014). Finalmente montamos los

embriones en glicerol:Tris pH 7.4 3:1.

En el caso de embriones de 5 dpf, lavamos con PBS y los incubamos en 30 %
sacarosa en PBS a 4 °C por 1 h. Luego los incluimos en OCT para realizar cortes en
criostato. Realizamos cortes de 7 um de espesor que colocamos en portaobjetos
cubiertos con gelatina y fijamos por incubacidon con 4 % PFA en PBS por 10 min. Luego
de lavar el PFA, incubamos los cortes con verde de metilo en PBS por 1 h, lavamos y

montamos en glicerol:Tris pH 7.4 3:1.

Los anticuerpos que utilizamos asi como las diluciones de trabajo fueron las

siguientes:
anticuerpo compania y nimero dilucion de trabajo
zn8 (anti-neurolin/DM-Grasp) DSHB 1/100
anti-p-Histona H3 Santa Cruz (sc-8656-R) 1/300
anti-caspasa 3 activada Abcam (ab13847) 1/100
anti-tubulina acetilada Sigma (T7451) 1/750
anti-gama tubulina Sigma (T6557, T5192) 1/500
anti-1gG ratén-488 Invitrogen (A21202) 1/1000
anti-IgG conejo-TMR Invitrogen (T2769) 1/1000
anti-lgG1 raton-488 Invitrogen (A21121) 1/1000
anti-lgG2b raton-568 Invitrogen (A21144) 1/1000
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Observamos tanto los embriones montados enteros como los cortes utilizando
el microscopio confocal Leica TCS SP5 con objetivos 20x de AN 0.7 de inmersién en
glicerol y el objetivo 63x de AN 1.4 de inmersidn en aceite, o el microscopio confocal
Zeiss LSM 800 con el objetivo 63x de AN 1.3 de inmersién en glicerol. En ambos casos
adquirimos series de planos confocales ajustando los parametros de adquisicion de

acuerdo a cada situacion.

Andlisis de imdgenes

Analizamos las imagenes obtenidas por microscopia confocal utilizando el
programa Fiji (Schindelin et al., 2012). Para medir el largo ciliar en la vesicula de Kupffer,
realizamos selecciones lineales manuales sobre las proyecciones en z de la intensidad
maxima. Realizamos Las medidas de volumen, tanto de la retina como de la regidn
positiva para zn8, mediante la seleccion de regiones en base a intensidad, ajustadas a
mano. Luego, determinamos el volumen utilizando las herramienta 3D Roi Manager y
3D Object Counter (Bolte y Cordelieres, 2006; Ollion et al., 2013). El conteo de células
marcadas con los anticuerpos anti-pHistona H3 o anti-Caspasa 3 activada fue realizado

manualmente con la ayuda del plugin MTrack) (Meijering et al., 2012).

Para el analisis de intensidad de fluorescencia en las retinas de los embriones
SoFa, utilizamos proyecciones en z de la intensidad promedio en una profundidad de 10
pm. Luego delimitamos una regidn transversal de 100 um de largo y 20 um abarcando
el espesor de la retina. Determinamos el perfil de intensidad de los diferentes canales
utilizando las herramientas del Intensity Toolset del Imperial College of London FLIM
facility (http://www.imperial.ac.uk/medicine/facility-for-imaging-by-light-
microscopy/equipment/software---fiji/). En algunos casos detectamos el traspaso de
sefial del GFP a los canales del CFP y RFP. En estos casos corregimos las imagenes de la
siguiente forma: 1) calculamos un factor de normalizacién para el canal de GFP
(intensidad de GFP maxima / intensidad de RFP maxima debida al traspaso - (menos)
intensidad de RFP promedio en el canal del RFP); 2) dividimos la imagen del canal de
GFP utilizando el factor de normalizacién calculado en (1), generando una nueva imagen
correspondiente a la sefial que se esta traspasando al canal de RFP; 3) le restamos al

canal del RFP la imagen correspondiente a la sefial traspasada obtenida en (2). La misma
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operacion fue realizada para el canal de CFP cuando fue necesario. A partir de las curvas
de intensidad delimitamos las regiones correspondientes a cada capa en el punto de la
curva en que la intensidad era el 50 % de la intensidad maxima. Determinamos el
porcentaje de la sefial correspondiente a cada capa de la retina como el area bajo la
curva correspondiente a esa capa dividida el drea bajo la curva correspondiente a la

sefal de todo el canal.

Anadlisis estadistico

Realizamos el analisis de los datos siguiendo los lineamentos en (Sokal y Rohlf,
1979) y usando el software Past (Hammer et al., 2001). En todos los casos corroboramos
normalidad utilizando el test de Shapiro-Wilk y homogeneidad de varianzas utilizando
el test de Levene. En el caso de datos normales y homogéneos, realizamos el test t de
Student para la comparacién de las medias. Para datos no homogéneos, realizamos la
transformacién a rangos (Conover y Iman, 1981). En el caso de datos no normales,

comparamos la mediana por medio del test de Mann-Whitney.

36



IV. Resultados

a. Localizacion de las cilias primarias durante la diferenciacion de las CGRs
a.i. Localizacion de las cilias primarias en embriones fijados

En primer lugar analizamos la presencia de las cilias primarias en la retina
mediante la observacién de embriones fijados en diferentes estadios. Usualmente, para
identificar la ubicacién de la cilia se utilizan anticuerpos anti-tubulina acetilada, que se
encuentra enriquecida en el axonema ciliar. Sin embargo, las CGR presentan tubulina
acetilada en el citoplasma desde estadios tempranos de la diferenciacion (Icha et al.,
2016). Por este motivo decidimos utilizar la linea transgénica tg (actb2:Arl13b-GFP) que
expresa la proteina ciliar Arl13b fusionada a GFP (Borovina et al., 2010). Con el fin de
determinar si Arl13b-GFP marca las cilias en la retina, realizamos una inmunomarcacion
in toto para tubulina acetilada en embriones Arl13b-GFP de 26 hpf, estadio en que
todavia no ha comenzado la neurogénesis. En estos embriones las cilias primarias se
localizaron principalmente en la region apical del neuroepitelio (fig. 6A). A mayor
aumento observamos que todas las cilias marcadas por Arl13b-GFP eran positivas para

tubulina acetilada (fig. 6B).

Con el fin de analizar la ubicacion de la cilia durante la diferenciacion de las CGR,
cruzamos peces de las lineas Arl13b-GFP y atoh7:gap-RFP. El promotor atoh7 se activa
durante el ultimo ciclo celular de los progenitores de las CGR y la expresién de la
proteina fluorescente se puede observar incluso en etapas avanzadas de la
diferenciacién (Poggi et al., 2005). Fijamos los embriones Arl13b-GFP/atoh7:gap-RFP a
las 35 hpfy los analizamos por microscopia confocal. Al igual que a las 26 hpf, las retinas
de embriones de 35 hpf también presentaron cilias primarias en la region apical del
neuroepitelio (fig. 6C). Observamos células con expresion de gap-RFP en diferentes
estadios. Por un lado, encontramos células con baja expresion de gap-RFP, de forma
alargada, que presentaban el nucleo en la regién central del neuroepitelio. Estas
caracteristicas corresponden a progenitores o células postmitéticas que todavia no se
desprendieron de la superficie apical (fig. 6D). También observamos células con mayor
expresion de gap-RFP, con el nucleo ubicado en la regién basal del neuroepitelio y el

extremo del proceso apical en la region central (fig. 6E). Segln estas caracteristicas,
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estas células eran CGR en etapas tempranas de la diferenciacion (Zolessi et al., 2006).
En aquellos casos en que observamos la presencia de una cilia, ésta se presentaba en el

extremo apical de la célula (fig. 6D y E).

Para evaluar la presencia de la cilia primaria en etapas mds avanzadas de la
diferenciacién de las CGR, analizamos la retina de embriones Arl13b-GFP fijados a las 48
hpf (preparados in toto) o a los 5 dpf (por medio de cortes de criostato). En imagenes de
microscopia confocal pudimos observar un nimero pequeiio de cilias primarias, ya sea
en la capa de las CGR u otras capas, tanto en retinas de embriones de 48 hpf como de 5
dpf (fig. 6F y G).

Estos resultados indican que Arl13b-GFP marca las cilias primarias en la retina.
Ademas, comprobamos que las células neuroepiteliales poseen cilias primarias en la
region apical al igual que las CGR durante el inicio de la diferenciacién. Sin embargo,
nuestros resultados mostraron un ndmero reducido de cilias en las retinas de embriones

de 48 hpfy 5 dpf.

a.ii. Localizacion de las cilias primarias in vivo

Para evaluar la dinamica de las cilias primarias en progenitores y durante la
diferenciacién de las CGR pasamos al analisis de embriones in vivo utilizando la linea
atoh7:gap-RFP/Arl13b-GFP. Al ser una linea estable, todas las CGR expresan gap-RFP, y
todas las células del organismo expresan Arl13b-GFP. Para lograr individualizar las CGRs
y asignarles la cilia que le corresponde, realizamos trasplantes de blastdmeras de
embriones dobles transgénicos atoh7:gap-RFP/Arl13b-GFP a embriones salvajes. Luego
del trasplante, seleccionamos aquellos embriones que presentaron células marcadas
con atoh7:gap-RFP a las 30 hpf y seguimos la diferenciacién de la retina por medio de

microscopia confocal con adquisiciones periddicas a lo largo del tiempo (time-lapse).

En la retina de estos embriones observamos tanto progenitores como CGR en
diferenciacién. Al igual que en las imagenes de embriones fijados, observamos células
con baja expresion de RFP y forma alargada. Sin embargo, a partir del seguimiento in
vivo podemos asegurar que estas células eran progenitores, probablemente en fase S

tardia o el comienzo de G2, ya que el nucleo se encontraba en migracion hacia la region
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Figura 6. Localizacion de las cilias primarias en la retina de embriones de pez cebra en
diferentes estadios.

A. Seccidn éptica a través de la regidn ventro-nasal de la retina de un embrién de la
linea Arl13b-GFP de 26 hpf, marcado con un anticuerpo anti-tubulina acetilada,
faloidina-TRITC y verde de metilo.

B. Magnificaciéon de la regién apical del neuroepitelio (mostramos una proyeccion de la
intensidad maxima de secciones épticas en un espesor de 3 um de tejido). Las flechas
indican algunas cilias primarias en las que coincide la marca de anti-tubulina acetilada
y Arl13b-GFP.

C. Imagen de la regién ventro-nasal de la retina en un embridn de la linea Arl13b-
GFP/atoh7:gap-RFP fijado a las 35 hpf. Mostramos una proyeccién 3D de la intensidad
maxima a través de una regién de 3 um de espesor.

D-E. Detalle de células con expresidon de RFP en embriones de 35 hpf. Las flechas (A)
indican los somas de las células que presentan cilia primaria (»).

F. Imagen de la retina de un embridn de la linea Arl13b-GFP fijado a las 48 hpfy
montados in toto. Mostramos la proyecciéon en z de la intensidad maxima en un
espesor de tejido de 1.5 um.

G. Imagen de una criosecciéon de la retina de un embrién de la linea Arl13b-GFP fijado a
los 5 dpf. Mostramos la proyeccion en z de la intensidad maxima en un espesor de
tejido de 15 um.

ap: apical; ba: basal; rn: retina neural; cr: cristalino; rp: retina pigmentaria; CCG: capa
de células ganglionares; CPI: capa plexiforme interna; CNI: capa nuclear interna. Barras
deescala:AyC:20 um, B, Dy E: 10 um, Fy G: 20 um.
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apical del neuroepitelio. En algunos casos observamos una cilia primaria localizada en el
extremo de la célula que estaba en contacto con el borde apical del neuroepitelio (fig.
7A, video 1). Sin embargo, momentos antes de que el nucleo alcanzara la superficie, la
cilia primaria dejo de ser visible y la célula se redonded para entrar en mitosis. En el
ejemplo que mostramos en la figura 7A, luego de la mitosis se volvid a ver una cilia en

la regidn apical asociada a una de las células hijas.

En el caso de las CGRs en diferenciacién observamos un total de 24 células en
diferentes periodos. En la figura 7B y C y los videos 2 y 3 mostramos algunos ejemplos
de la dindmica ciliar en células en retraccién y en la figura 8 un esquema con la dindmica
ciliar en cada célula observada. Luego de la ultima division del progenitor, las CGRs
permanecen asociadas a la regién apical del neuroepitelio. Posteriormente, mientras el
nucleo comienza a migrar hacia la superficie basal, el proceso apical se desprende y
comienza a retraer hasta alcanzar el cuerpo celular (Zolessi et al., 2006). Pudimos
observar un total de 15 células desde el momento de inicio de la retraccién y en 6 de
ellas observamos la presencia de una cilia primaria en el extremo apical previo al inicio
de la retraccion. En 4 de estas células la cilia desaparecid antes del desprendimiento (fig.
7B, fig. 8, video 2), mientras que en los otros 2, la cilia se observd en forma
ininterrumpida (fig. 7C, video 3). En estos ultimos dos casos observamos ademds un
cambio en localizacién ya que la cilia primaria se movid en direccion basal antes de

comenzar la retraccion.

En el resto de las células que observamos desde el inicio de la retraccién (9/15),
la cilia reaparecid en el extremo del proceso apical luego de transcurrido cierto tiempo
desde el desprendimiento. Al cuantificar la posicién relativa del neuroepitelio en que la
cilia primaria reaparecid y el tiempo que demord en hacerlo luego del inicio de Ila
retraccion, encontramos una gran variabilidad entre células (fig. 7D y E). Sin embargo,
en la mayoria de los casos esto ocurrid en la region central del neuroepitelio, y dentro

de los 90 min luego del desprendimiento del borde apical.
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Figura 7. Localizacion de la cilia primaria en progenitores y CGR en las primeras etapas
de la diferenciacion.

Serie de imagenes a lo largo del tiempo de la retina de embriones salvajes a los que se
les trasplantaron blastémeras atoh7:gap-RFP/Arl13b-GFP. Mostramos proyecciones 3D
de intensidad maxima.

A. Division de un progenitor con expresion de RFP (indicado con un circulo blanco). La
cilia se localizé en posicidon apical previo a la entrada en mitosis (dejé de verse en t=4
h). Luego de la divisidn celular se volvié a ver una cilia asociada a una de las células
hijas.

B. CGR en diferenciacién con una cilia primaria que desaparecid previo al
desprendimiento de la superficie del neuroepitelio. La cilia volvié a ser visible luego del
inicio de la retraccion.

C. CGR en diferenciacion cuya cilia primaria comenzé a desplazarse hacia el soma
previo al inicio de la retraccidn.

D. Gréfica que ilustra la posicidn en el eje dpico-basal del neuroepitelio en la que
observamos la reaparicidn de la cilia primaria durante la retraccion del proceso apical
de las CGR. Indicamos los valores individuales (0), la mediana de los datos (linea negra)
y el limite apical de la regidn en la que se observa la posicion final del soma (linea
punteada).

E. Grafica que ilustra el tiempo transcurrido entre el desprendimiento del proceso
apical y la reaparicién de la cilia primaria. Mostramos los valores individuales (0) y la
mediana de los datos (linea negra).

(») extremo del proceso apical; (u) presencia y posicion de la cilia primaria; (A) inicio
de la extensidn del axén. Escalas: A-C: 10 um. El tiempo esta indicado en h:min.
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Figura 8. Esquema de la dindmica ciliar durante la diferenciacion de las CGR.

En este esquema representamos a cada célula observada in vivo en una fila individual.
En cada caso indicamos el periodo en que se observd la cilia primaria (verde) en
relacién a los eventos que ocurren durante la diferenciacion de la CGR: la retraccién
del proceso apical (cian), inicio del crecimiento axonal (gris oscuro) e inicio de la
formacidn de las dendritas (magenta). Las regiones rayadas diagonalmente en los
esquemas indican los intervalos en que la cilia primaria se localizé en posiciones no-
apicales. Las células que presentaron comportamientos similares se indican en las
columnas de la derecha: (a) células en las que se observd la presencia de cilia primaria
previo al inicio de la retraccidn del proceso apical (e: la cilia desaparecié previo al
desprendimiento; o: la cilia permanecid y se movio hacia la region basal previo al
desprendimiento); (b) células en las que se observé una cilia primaria en el extremo
del proceso apical en retraccion (m); (c) células en que observamos, aunque sea de
forma intermitente, una cilia durante el inicio de la formacidn de las dendritas (A) y
células en las que no se observo cilia durante este periodo (A); (d) células en las que la
cilia primaria ocupé posiciones no-apicales al menos durante 20 min (NA) o se
mantuvo apical durante toda la diferenciacién (A). Analizamos un total de 24 células
provenientes de 14 embriones en 12 experimentos diferentes.
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Durante la mayor parte del periodo de retraccion todas las células presentaron
una cilia primaria ubicada en el extremo apical (fig. 8, fig. 9A, video 2 y 4). Sin embargo,
encontramos células en que la cilia primaria dejé de ser visible por cierto tiempo luego
de finalizada la retraccidn (fig. 8, fig. 9Ay C, video 4). En otras células la cilia se mantuvo
presente durante este periodo, en algunos casos permaneciendo en posicién apical,
pero en otros con cambios rapidos de localizacién entre la regién basal y apical de la
célula (fig. 8, fig. 9C, video 5).

Luego de finalizada la retraccién, las CGRs comienzan a extender filopodios en
diferentes direcciones (fig. 9B, video 4) hasta que eventualmente algunas de estas
prolongaciones se estabilizan en la regién apical y comienza la formacién del arbol
dendritico (Choi et al., 2010). En las células que presentaron cilia primaria en este
periodo, ésta permaneci6 o se reubicd hacia la region apical de la célula,
aproximadamente en el momento en que comenzaba a formarse las dendritas en la
region apical (fig. 8, fig. 9C, video 5).

Estos resultados muestran que las cilias primarias estdn presentes en forma
dinamica en progenitores y CGR en diferenciaciéon. A continuacidon exploramos su

funcién en la generacién y diferenciacién de este tipo celular.
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Figura 9. Localizacion de la cilia primaria en las CGR luego de finalizada la retraccion
del proceso apical.

Serie de imagenes a lo largo del tiempo de la retina de embriones con células
atoh7:gap-RFP/Arl13b-GFP. Las imagenes son proyecciones 3D de la intensidad
maxima.

A. Imagenes de una CGR que observamos durante la finalizacion de la retraccion del
proceso apical y el inicio de la formacidn de las dendritas. La cilia primaria desaparecio
durante aproximadamente 4 h luego de finalizada la retraccién.

B. Detalle de la célula que mostramos en (A) en la que se observa la extension de
filopodios (>) previo al inicio de la formacién de las dendritas. De forma tal de mejorar
el contraste, utilizamos una rampa de color para la sefial de RFP.

C. Imdagenes de una CGR en posicidn basal que mostrd una cilia primaria altamente
dinamica previo al inicio de la formacidn de las dendritas. Al final del periodo de
observacion la cilia se localizé en posicidn apical justo en la base de la dendrita en
formacioén (>).

(u) presencia y posicion de la cilia primaria. Escalas: A-C: 10 um. El tiempo esta
indicado en h:min.
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b. Funciodn de las cilias primarias durante la generacion y diferenciacion de las CGR
b.i. Evaluacion de métodos para inhibir la formacion de las cilias primarias

Existen varias estrategias experimentales que se pueden utilizar para evaluar el
rol de las cilias primarias en la diferenciacién de las CGR. Optamos por dos
complementarias entre si: 1) disminuir la expresién de proteinas requeridas para su
formacién por medio del uso de oligémeros de morfolino y 2) la expresién de proteinas
mutadas que funcionan como dominantes negativos inhibiendo el proceso de formacién

de la cilia.

Morfolinos

Enrelacion a la primera estrategia, decidimos inhibir la expresién de las proteinas
Ift88 y Elipsa, ambas relacionadas al transporte intraflagelar anterdgrado. Ift88 esta
compuesta por dominios TRP que permiten su interaccién con otras proteinas, mientras
que Elipsa media la interacciéon entre la particula de IFT y la GTPasa Rab8 de membrana
(Omori et al., 2008; Taschner y Lorentzen, 2016). En ambos casos existen lineas de peces
(denominadas oval y elipsa respectivamente) que presentan mutaciones en los genes
codificantes para estas proteinas y que han sido caracterizadas previamente (Tsujikawa
y Malicki, 2004; Omori et al., 2008). Los embriones de estas lineas presentan curvatura
ventral del cuerpo, hidrocefalia, quistes renales y problemas en la formacién de los
otolitos, defectos que denominaremos en conjunto “fenotipo ciliar” (Tsujikawa y
Malicki, 2004; Omori et al., 2008). Utilizamos estas caracteristicas para evaluar la
eficiencia de diferentes oligdmeros de morfolino en lograr la inhibicién de la formacién
de cilias primarias. Comenzamos el trabajo probando dos morfolinos que ya habian sido
utilizados en otros trabajos, ift88-BT y elipsa-BT (inhiben la traduccidn a partir de ARNm
tanto maternos como cigéticos) (Tsujikawa y Malicki, 2004; Omori et al., 2008).
Inyectamos embriones salvajes de la linea SAT con diferentes cantidades de cada
morfolino y los analizamos a las 48 hpf. La inyeccién de 3 ng del morfolino ift88-BT
generd embriones con curvatura ventral leve e hidrocefalia (fig. 10A). Al aumentar la
cantidad de morfolino a 4 ng observamos mayor mortalidad de los embriones durante
las primeras 48 hpf, mientras que los sobrevivientes mostraron alteraciones

morfoldgicas que no corresponden al fenotipo ciliar. Estas alteraciones pueden deberse
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a efectos no especificos del morfolino, generados por la activacion de la via de muerte
celular por p53, que por lo tanto pueden inhibirse con la co-inyeccién de morfolino para
p53 (Robu et al., 2007). Sin embargo, la co-inyeccién de ift88-BT con morfolino para p53
no generd un aumento en la sobrevida o cambios significativos en el fenotipo. Ya que
con este morfolino obtuvimos embriones con fenotipos no deseados, pasamos a evaluar
el morfolino elipsa-BT. Los embriones inyectados con elipsa-BT, incluso en cantidades
elevadas, sélo presentaron curvatura ventral moderada, sugiriendo que este morfolino
fue poco eficiente (fig. 10B). El fenotipo externo obtenido luego de la inyeccion de
elipsa-BT o ift88-BT fue diferente del reportado previamente para estos morfolinos y
para los mutantes de proteinas ciliares (Tsujikawa y Malicki, 2004; Omori et al., 2008).
Creemos que esta discrepancia se puede deber a diferencias en el contexto genético de

las lineas de peces.

Para mejorar la eficacia del bloqueo decidimos generar morfolinos para bloquear
el procesamiento del ARNm codificante para las mismas proteinas ciliares, a los que
denominamos ift88-BS y elipsa-BS. Al inhibir el procesamiento del ARNm, estos
morfolinos afectan Unicamente a los ARNm cigéticos, evitando la disminucién de la
expresion de estas proteinas y sus efectos en etapas tempranas del desarrollo. Los
embriones inyectados con estos morfolinos en dosis intermedias presentaron algunas
de las caracteristicas del fenotipo ciliar, curvatura ventral e hidrocefalia, aunque en
forma leve (fig. 10C). Con el objetivo de generar fenotipos mas marcados, probamos la
inyecciéon combinada de ift88-BS y elipsa-BS. Al inyectar embriones con diferentes
cantidades de ift88-BS y elipsa-BS, encontramos que utilizando 6 ng de cada morfolino
por embridn, a las 48 hpf la mayor parte de los embriones que sobrevivieron (80%)
presentaron curvatura ventral marcada junto con hidrocefalia o defectos en la

formacion de la vesicula dtica (fig. 10D y E).

Dado que logramos obtener un fenotipo externo marcado y reproducible
evaluamos la eficiencia de esta combinacién de morfolinos en bloquear el
procesamiento del ARNm codificante para Elipsa e Ift88. Para ello realizamos la
extraccidon del ARN total de embriones de 35 hpf ya sea sin inyectar o inyectados con
cada morfolino por separado o en combinacion. Luego realizamos la retro-transcripcion

con cebadores aleatorios y una PCR con cebadores especificos para detectar la variante

46



Figura 10. Evaluacion del fenotipo generado por la inyeccion de diferentes oligdmeros
de morfolino.

A-C. Imagenes del fenotipo externo de embriones de 48 hpf inyectados con diferentes
cantidades de morfolinos destinados a inhibir la expresién de las proteinas ciliares
Elipsa e Ift88: morfolinos traduccionales ift88-BT (A) y elipsa-BT (B); morfolinos para
bloquear el procesamiento del pre-ARNm ift88-BS y elipsa-BS (C). En cada caso
indicamos el porcentaje de embriones muertos a partir de las 8 hpf.

D. Grafica comparando el porcentaje de embriones inyectados con diferentes
cantidades de la combinacion ift88-BS/elipsa-BS o morfolino control, que a las 48 hpf
presentaron una morfologia externa similar a los embriones salvajes, un fenotipo ciliar
(curvatura, curvatura + hidrocefalia), malformaciones (“malformados” hace referencia
a alteraciones morfoldgicas que no corresponden al fenotipo ciliar tipico) o que
murieron luego de las 8 hpf.

E. Principales caracteristicas morfoldgicas de los embriones inyectados con ift88-
BS/elipsa-BS en la dosis utilizada en el resto del trabajo (6 ng de cada uno). Los
recuadros indican la vesicula ética, magnificada a la derecha. Las cabezas de flecha
negras (A ) indican embriones con ventriculos cerebrales agrandados (hidrocefalia).
Escalas: A-C: 500 um; E: 200 um.
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procesada del ARNm vy la variante sin procesar causada por el bloqueo de cada morfolino
(ver Materiales y Métodos). Tanto los morfolinos en forma individual como cuando se
usaron en combinaciéon generaron un aumento de la variante del mensajero sin
procesar, asi como una disminucién de la variante procesada (fig. 11A). Estos resultados
muestran que los morfolinos elipsa-BS y ift88-BS inhiben el correcto procesamiento de
al menos una fraccion de los pre-ARNm enddégenos codificantes para Elipsa e Ift88. Sin
embargo, puede ser que el fenotipo observado en los embriones se deba a efectos
inespecificos. Para evaluar esta posibilidad, realizamos un ensayo de rescate inyectando
los ARNm codificantes para Elipsa e Ift88 generados por transcripcién in vitro. Los
morfolinos BS estan disefiados para unirse al sitio donador de splicing en el pre-ARNm,
por lo tanto no son capaces de unirse al ARNm generado in vitro que carece de intrones.
Inyectamos embriones salvajes con morfolino control o elipsa-BS/ift88-BS y diferentes
cantidades de ARNm codificante para Elipsa e Ift88, y analizamos el fenotipo externo de
los embriones a las 48 hpf. Observamos embriones con diferentes morfologias, por lo
que los clasificamos en cuatro categorias: salvajes (sin fenotipo ciliar visible), con
curvatura leve (con un poco de curvatura ventral del eje corporal), con curvatura e
hidrocefalia (la curvatura ventral es mds pronunciada y presentan hidrocefalia) y
malformados (embriones con defectos en desarrollo no compatibles con el fenotipo
ciliar) (fig. 11B). La mayoria de los embriones inyectados Unicamente con ARNm o en
combinaciéon con morfolino control lucian como embriones salvajes. Sin embargo,
observamos entre un 10 % y 30 % de embriones malformados cuando se inyecta 100 pg
o mas de cada ARNm (fig. 11B). Aproximadamente el 90% de los embriones inyectados
con elipsa-BS/ift88-BS presentaron curvatura e hidrocefalia. Al combinar la inyeccién de
estos morfolinos con 50y 75 pg de ARNm observamos una disminucion de la proporcién
de embriones con curvatura e hidrocefalia y un aumento de la proporcion de embriones
con curvatura leve o del tipo salvaje. Sin embargo, al inyectar 100 pg o mas de ARNm
observamos un aumento de la proporcion de embriones malformados y muertos,
indicando un efecto téxico de la co-inyeccidn de morfolinos y ARNm a estas dosis (fig.

11B).

Finalmente, analizamos la presencia y largo de las cilias primarias en algunos de
los érganos de embriones inyectados con elipsa-BS/ift88-BS. Entre los estadios de 6y 15

somites se forma la vesicula de Kupffer, un érgano transitorio, involucrado en el
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Figura 11. Evaluacion de la especificidad de los morfolinos ift88-BS y elipsa-BS.

A. Comparacién de los niveles de ARNm de elipsa e ift88 en embriones de 35 hpf sin
inyectar o inyectados con ift88-BS (6 ng), elipsa-BS (6 ng) o elipsa-BS/ift88-BS (6/6 ng)
(“p”: forma procesada del ARNm; “mp”: forma del ARNm mal procesada por la accién
del morfolino). Como control, evaluamos los niveles del ARNm de gapdh.

B. Resultados del ensayo de rescate del fenotipo externo generado por la inyeccion de
elipsa-BS/ift88-BS por medio de la co-inyeccién de ARNm codificante para Elipsa e
Ift88. Las imagenes son ejemplos del fenotipo externo de los embriones clasificados
como: salvajes, con curvatura leve, con curvatura e hidrocefalia y malformados. En la
grafica se representa la proporcion de cada una de estas categorias y la de embriones
muertos en cada condicion.

Escala: 500 um.
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establecimiento de la asimetria izquierda-derecha. Las células de la vesicula de Kupffer
cuentan con cilias primarias de aproximadamente 3-4 um espaciadas regularmente, lo
cual facilita la cuantificacion de su largo y numero (Jaffe et al., 2010). En embriones
inyectados con elipsa-BS/ift88-BS observamos una disminucion significativa en el largo
de las cilias primarias de la vesicula de Kupffer con respecto a embriones inyectados con
morfolino control. Sin embargo, no observamos cambios significativos en el nimero

total de cilias por vesicula (fig. 12A).

En embriones de 48 hpf se pueden encontrar otros érganos ciliados, tales como
el tubo neural, la vesicula dtica, pronefros y la fosita olfatoria. Las células de estos
organos presentan cilias pequefas (de aproximadamente 1 pum) distribuidas
densamente, lo cual, si bien impide el analisis de cilias individuales, permite evaluar
cualitativamente el estado de ciliacion. En estos tejidos pudimos observar un menor
numero de cilias primarias, mas cortas y desorganizadas en embriones inyectados con

elipsa-BS/ift88-BS con respecto a los controles (fig. 12B).

Los experimentos anteriores indican que la combinaciéon de morfolinos elipsa-
BS/ift88-BS inhibe la formacién de las cilias primarias en forma especifica y reproducible,
lo cual avala su uso como herramienta para determinar la funcién de las cilias en la
neurogénesis de las CGR. Una vez determinada la especificidad de los morfolinos,
realizamos un ensayo piloto para evaluar su efectividad a nivel de retina. Para esto
inyectamos embriones de la linea atoh7:gap-GFP con diferentes cantidades de elipsa-
BS/ift88-BS y los analizamos en la lupa a las 48 hpf. En algunos de los casos encontramos
embriones con menor fluorescencia de GFP en la retina (fig. 12C). A éstos los
clasificamos como embriones con fenotipo en la retina. Con la inyeccién de 6 ng de cada
morfolino o cantidades mayores, aproximadamente la mitad de los embriones
presentaron disminucion de la fluorescencia en la retina (fig. 12D). Al utilizar cantidades
mayores de los morfolinos aumentd la proporcién de embriones muertos. Basandonos
en éste y los resultados anteriores decidimos seguir trabajando con 6 ng de cada
morfolino ya que fue la dosis minima que genero la mayor proporcion de embriones con

fenotipo en la retina.
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Figura 12. Efecto de la inyeccidn de elipsa-BS/ift88-BS sobre las cilias de diferentes
drganos del embrion.

Comparamos la presencia y el largo de las cilias de diferentes 6rganos en embriones de
la linea SAT inyectados con morfolino control o elipsa-BS/ift88-BS.

A. Proyecciones en z de maxima intensidad de vesiculas de Kupffer en embriones de 8
somites (aproximadamente 12 hpf). Los cuerpos basales fueron marcados con un
anticuerpo anti-y tubulina y las cilias primarias con un anticuerpo anti-tubulina
acetilada. A la derecha mostramos graficas con la comparacion del largo de las cilias
primarias y el nimero de cilias por vesicula en ambas condiciones. Entre paréntesis
indicamos el niumero de cilias (izquierda) o embriones (derecha) analizados
respectivamente.

B. Imagenes de microscopia confocal de diferentes érganos ciliados en embriones de
48 hpf. Las cilias primarias fueron marcadas con un anticuerpo anti-tubulina acetilada y
la F-actina con faloidina-TRITC.

C. Imdagenes con ejemplos de embriones atoh7:gap-GFP clasificados como con o sin
fenotipo en la retina basandonos en la extension de la fluorescencia del GFP.

D. Cuantificacion del porcentaje de embriones atoh7:gap-GFP inyectados con
diferentes cantidades de morfolino control o ift88-BS/elipsa-BS y que muestran
reduccion de la fluorescencia en la retina a las 48 hpf (“con fenotipo en la retina”).

La comparacion del largo ciliar la realizamos utilizando el test de Mann Whitney; (***)
p < 0.001; la comparaciéon del numero de cilias por vesicula la realizamos utilizando el
test t de Student; ns: diferencia no significativa. Escalas: Ay B: 10 um; C: 200 um.
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Expresion de proteinas dominantes negativas.

Al utilizar morfolinos no se puede controlar espacial ni temporalmente su accién.
Por lo tanto, para llevar a cabo la inhibicidn de las cilias primarias en células especificas
y estadios particulares del desarrollo, decidimos utilizar la expresion de proteinas
mutadas que funcionen como dominantes negativos. En trabajos previos otros autores
han utilizado dominantes negativos de las proteinas Arl13b y Rab8a, ambas GTPasas
pequefias requeridas para la formacion de las cilias primarias. Rab8a participa en el
trafico de vesiculas hacia la base de la cilia (Keeling et al., 2016). Normalmente, se
encuentra localizada en el axonema. Sin embargo, la mutacion de una treonina en la
posicién 22 ([T22N]), genera una variante de la proteina que permanece unida a GDP y
es incapaz de entrar a la cilia (Nachury et al., 2007). La expresidon de Rab8a[T22N] en
embriones de zebrafish genera embriones con vesicula de Kupffer mas pequeiias
(Nachury et al., 2007). Arl13b se localiza en la membrana de las cilias primarias y
participa en la localizacidon de proteinas hacia este compartimento (Duldulao et al.,
2009; Gotthardt etal., 2015). La expresién del dominio N terminal (entre los
aminodcidos 1 y 190) inhibe la formacién de las cilias primarias en células en cultivo

(Hori et al., 2008).

Con el fin de determinar si estas proteinas mutadas mantienen su funcion de
dominante negativo en embriones de pez cebra, decidimos inyectar ARNm de forma tal
de lograr su expresién en todo el embrién. Para ello generamos vectores con el
promotor viral SP6 que permiten la transcripcién in vitro del gen de interés. En la misma
construccidn, en posicién 3" de la secuencia codificante para la proteina a expresar,
incluimos la secuencia necesaria para co-expresar EGFP-CAAX a partir del mismo sitio de
inicio de la traduccién (por mas detalles sobre estas construcciones ver Materiales y
Métodos). Inyectamos el ARNm en el vitelo de embriones salvajes de la linea SAT en el
estadio de una a cuatro células, y evaluamos la presencia y largo de las cilias en la
vesicula de Kupffer en el estadio de 8 somites (12 hpf). Las vesiculas de Kupffer de
embriones inyectados con el ARNm codificante para Arl13b(1-190) y EGFP-CAAX
presentaron fluorescencia para EGFP, indicando la expresion de Arl13b(1-190) (fig. 13A).
En estas vesiculas cuantificamos el nimero y largo de las cilias primarias. Encontramos

que la expresidn de Arl13b(1-190) disminuyd en forma significativa el largo de las cilias
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primarias respecto al control (fig. 13B). Sin embargo, los embriones de 48 hpf inyectados
con 200 o 300 pg de ARNm, mostraron una morfologia similar a los embriones salvajes,
sugiriendo que el nivel de afectacién de las cilias en distintos tejidos y drganos fue menor

al alcanzado con el uso de morfolinos (fig. 13C).

Para testear la eficiencia de Rab8a[T22N] en inhibir la formacién de las cilias,
inyectamos ADN plasmidico conteniendo distintas construcciones que permitieron
expresar tanto el gen mutado (Rab8a[T22N]) como el gen intacto (Rab8a), de manera
aislada o en conjunto con la expresion de un gen reportero (EGFP-CAAX). Como control
general, inyectamos un plasmido conteniendo solamente el gen reportero (EGFP-CAAX).
En aquellos casos en que inyectamos las construcciones para co-expresar EGFP, pudimos
observar fluorescencia, lo cual indica la expresién de la primera proteina (fig. 13D). En
embriones que expresaban Rab8a[T22N] junto con EGFP-CAAX, el largo de las cilias en
las vesiculas de Kupffer fue similar al de embriones control expresando EGFP-CAAX,
Rab8a[T22N], o Rab8a co-expresado con EGFP-CAAX (fig. 13E). Ademas, a las 48 hpf, no
encontramos diferencias en la morfologia entre los embriones inyectados con el ARNm

de Rab8[T22N] y los no inyectados.

En resumen, la expresién de Arl13b(1-190) generd la disminucion del largo de las
cilias de la vesicula de Kupffer, mientras que la expresién de Rab8a[T22N] no afectod el
largo ciliar. Sin embargo, en ninguno de los dos casos observamos embriones con
fenotipo ciliar a las 48 hpf. Los resultados indican que estas construcciones no fueron
efectivas en nuestras condiciones experimentales. Por lo tanto, decidimos continuar el

trabajo utilizando la combinacién de morfolinos elipsa-BS/ift88-BS.
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Figura 13. Expresion de proteinas dominantes negativas y su evaluacion como
herramienta para inhibir la formacidn de las cilias primarias.

A. Imdgenes de vesiculas de Kupffer de embriones inyectados con ARNm codificante
para Arl13b(1-190) junto con EGFP-CAAX o EGFP-CAAX Unicamente.

B. Grafica con la comparacién del largo ciliar en las condiciones mencionadas en A.

C. Imdagenes de embriones de las condiciones mencionadas anteriormente en el
estadio de 48 hpf.

D. Imagenes de vesiculas de Kupffer de embriones inyectados con el ARNm codificante
para Rab8a[T22N], Rab8a junto con EGFP-CAAX, Rab8a[T22N] junto con EGFP-CAAX o
EGFP-CAAX.

E. Grafica con la comparacion del largo ciliar en las diferentes condiciones
mencionadas en D. No encontramos diferencias significativas entre ninguna de las
condiciones.

Mostramos el canal de GFP como la proyeccion en z de la intensidad promedio,
mientras que utilizamos una proyeccion en z de la intensidad maxima para la sefial de
tubulina acetilada y y-tubulina. El nimero entre paréntesis representa el nUmero de
cilias y vesiculas analizadas. (***) p < 0.001 en test de Mann Whitney. Escalas: Ay D:
20 um; C: 500 um.
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b.ii. Efecto de la inhibicion de la formacion de las cilias primarias sobre el proceso de

neurogénesis en la retina.

Con el fin de determinar cudl es el efecto de inhibir la formacion de las cilias
primarias en la generacién y diferenciacion de las CGR, inyectamos embriones salvajes
(de la linea SAT) con morfolino control o la combinacion de morfolinos elipsa-BS/ift88-
BS y analizamos la retina en embriones fijados a las 48 y 60 hpf. Para poner en evidencia
la capa de CGR marcamos los embriones con el anticuerpo zn8 que reconoce a la
proteina DM-Grasp, presente en la superficie de estas células (Laessing y Stuermer,
1996). En embriones de 48 hpf inyectados con morfolino control, observamos que la
capa de CGR se extendia sobre toda la superficie basal de la retina (fig. 14A). Mientras
tanto, en ese estadio los embriones inyectados con elipsa-BS/ift88-BS presentaron
retinas mds pequeiias, con la capa de CGR menos extendida, y el nervio éptico mas
delgado, lo cual indicaria un menor numero de células. Para cuantificar estas
observaciones, determinamos el volumen total de la retina y el volumen de la capa de
CGR a partir de las imagenes de microscopia confocal utilizando el programa Fiji (ver
Materiales y Métodos). Encontramos que el volumen de la retina en embriones
inyectados con elipsa-BS/ift88-BS fue 38.4 % mas pequefio que en embriones control
(media de dos experimentos independientes: 34.6 %y 42.1 %; fig. 14B). Mientras tanto
el volumen de la capa de CGR fue 95.4 % menor que en controles (media de dos
experimentos independientes: 93.7 % y 97.1 %; fig. 14C). A las 60 hpf, las retinas de los
embriones inyectados con elipsa-BS/ift88-BS también presentaron un tamafo reducido
respecto a los controles, sin embargo en ambos casos observamos que la capa de CGR
se extendia por toda la retina (fig. 14A). Al cuantificar encontramos que en este estadio
el volumen de la retina neural era 26.8 % menor en embriones inyectados con elipsa-
BS/ift88-BS que en los controles (media de dos experimentos independientes: 18.7 % y
35 %, fig. 14D), mientras que el volumen de la capa de CGR era 40.4 % mas pequefia
(media de dos experimentos independientes: 32.6 % y 48.1 %,; fig. 14E). En suma, los
embriones inyectados con elipsa-BS/ift88-BS presentaron menor volumen general de la
retina y de la capa de CGR que los embriones control. A las 60 hpf la capa de CGR se
formd independientemente del tratamiento, sugiriendo que la reduccién del volumen
de la capa de CGR se pudo deber a una disminucién o demora en la generacion de células

post-mitoticas.
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Figura 14. Efecto de la inhibicion de la formacion de las cilias primarias en la retina.
A. Imdgenes de microscopia confocal de retinas de embriones de 48 y 60 hpf
inyectados con morfolino control o con elipsa-BS/ift88-BS. Para marcar las CGR
utilizamos el anticuerpo zn8.

B-E. Comparacion del volumen de la retina y de la capa de CGR (volumen marcado con
el anticuerpo zn8) en las diferentes situaciones. Realizamos dos experimentos
independientes con resultados similares; mostramos los resultados de uno de ellos.
cr: cristalino, rn: retina neural, no: nervio dptico. El nUmero entre paréntesis
representa el nUmero de embriones analizados (cuantificamos una retina por
embridn). Realizamos la comparacion de los datos utilizando la transformacion a
rangos y el test t de Student; (***) p< 0.001. Escala: 50 um.
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El tratamiento con morfolinos afecta a todo el embridn, por lo tanto es posible
que la inhibicién de la formacidn de las cilias en el resto de las células del entorno afecte
indirectamente la formacién de las CGR. Para evaluar esta posibilidad, realizamos
experimentos de trasplante de blastémeras de manera de poder determinar si el efecto
observado se debia al déficit en la formacidn de las cilias en las células afectadas (efecto
autonomo de la célula) o en las células del entorno (efecto no auténomo de la célula).
En primer lugar, inyectamos embriones de la linea atoh7:gap-RFP con los morfolinos
elipsa-BS/ift88-BS o con morfolino control y los utilizamos como donantes de
blastémeras, mientras que embriones sin inyectar de la linea atoh7:gap-GFP sirvieron
de receptores del trasplante. Analizamos los embriones resultantes del trasplante por
medio de microscopia confocal in vivo. Al trasplantar blastdmeras atoh7:gap-RFP con
morfolino control encontramos que todos los embriones presentaron células del
donante y que las células trasplantadas se integraron al mismo tiempo que las células
del receptor en la capa de ganglionares (5 embriones de un total de 5 analizados; fig.
15A, video 6 y 7). Sin embargo, al trasplantar blastémeras atoh7:gap-RFP con elipsa-
BS/ift88-BS 6/6 ng, solo 2 embriones de un total de 34 analizados mostraron células del
donante a 32 o 48 hpf. Al disminuir la cantidad de elipsa-BS/ift88-BS a 5/5 ng pudimos
encontrar un mayor numero de embriones con células con RFP a las 32 hpf (6 embriones
de 17 totales). Analizamos 5 de estos embriones por microscopia confocal in vivo, en los
gue encontramos clones pequefios de células con RFP. En tres de estos embriones las
células con RFP se incorporaron al mismo tiempo que las células del receptor a la capa
de CGR. Sin embargo, en dos embriones encontramos ademas células con alta expresién
de RFP que permanecieron por fuera de la capa de CGR durante el periodo de
observacion (fig. 15B, video 8).

Realizamos también el experimento complementario en el que trasplantamos
células de embriones atoh7:gap-GFP sin inyectar a embriones atoh7:gap-RFP inyectados
con elipsa-BS/ift88-BS 6/6 ng. En los embriones resultantes encontramos dos
situaciones: de 7 embriones analizados 4 presentaron retinas con clones pequenos de
células GFP positivas, mientras que 3 presentaron retinas con un gran numero de células
GFP positivas. En el primer caso observamos que las células con GFP se generaron y

diferenciaron normalmente, en general mas rapido que las células del receptor (fig. 15C,
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Figura 15. Andlisis de la contribucion del entorno en el fenotipo observado al inhibir la
formacion de las cilias primarias.

Analizamos los embriones resultantes de los trasplantes de blastémeras utilizando
microscopia confocal in vivo. Mostramos secuencias de imagenes de la retina a lo largo
del tiempo, asi como la morfologia general de los embriones utilizados como donantes
y receptores a las 48 hpf.

A-B. Trasplante de blastémeras de embriones atoh7:gap-RFP inyectados con morfolino
control o la combinacion elipsa-BS/ift88-BS a receptores atoh7:gap-GFP sin inyectar.
Los asteriscos indica la ubicacién de las células del donante. La linea punteada indica el
limite apical de la capa de CGR del receptor.

C-D. Trasplante de blastdmeras de embriones atoh7:gap-GFP sin inyectar a embriones
atoh7:gap-RFP inyectados con la combinacion elipsa-BS/ift88-BS. Mostramos imagenes
de retinas con un clon pequefio (C) o grande (D) de células con expresién de GFP. (>)
indica el células del donante y (») indica células del receptor. La linea punteada indica
el limite apical de la capa de CGR.

Escalas: A-D: 20 um. El tiempo estd indicado en h:min.
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video 9). En los casos en que encontramos un gran numero de células con GFP, éstas
sobrepasaron en numero a las células del receptor y formaron una capa CGR casi sin

contribucién de células con RFP (fig. 15D, video 10).

Esta ultima observacion sugiere que las células de embriones sin inyectar
proliferan mas que las células de embriones inyectados con elipsa-BS/ift88-BS. Esto
podria explicar la disminucién general del volumen de la retina que caracteriza a
nuestros morfantes (figura 14). Alternativamente, la disminucién del volumen podria ser
el resultado del aumento en la muerte celular. Para evaluar ambas posibilidades, fijamos
embriones inyectados con morfolino control o elipsa-BS/ift88-BS en diferentes estadios
y marcamos las células mitdticas y apoptodticas utilizando anticuerpos anti-pHistona H3
0 anti-caspasa 3 activada respectivamente. Los estadios que analizamos fueron: 24 hpf,
previo al inicio de la neurogénesis; 36 hpf, luego de iniciada la neurogénesis; 48 hpf, las
diferentes células en la regién central de la retina se han generado y se encuentran en
diferenciacién. En el caso de los embriones marcados con anti-pHistona H3,
determinamos el indice mitdtico contando el numero de células mitéticas por unidad de
volumen en la regién ventro-nasal de la retina (fig. 16A, B). Observamos una disminucién
del indice mitético en embriones inyectados con elipsa-BS/ift88-BS con respecto a los
controles, Unicamente a las 36 hpf. En el caso de los embriones marcados con anti-
caspasa 3 activada, contamos el niumero de células positivas en cada retina. Los
embriones inyectados con elipsa-BS/ift88-BS presentaron un aumento del nimero de

células apoptéticas a las 48 hpf, pero no en etapas previas.

Estos resultados sugieren que la inhibicidn de la formacién de la cilia primaria
disminuye la proliferacién de los progenitores, por lo que es probable que esto
repercuta en la generacién de los diferentes tipos celulares ademas de las CGR. Para
evaluar esta hipdtesis utilizamos la linea SoFal, que permite individualizar cada tipo
neuronal en la retina mediante la expresion de diferentes proteinas fluorescentes bajo
el control de promotores especificos: atoh7:gap-RFP (RGCs, células amdcrinas,
fotorreceptores), ptfl:citGFP (células amacrinas vy horizontales), crx:gap-CFP
(fotorreceptores, células bipolares). Las principales caracteristicas de esta linea se

describieron en la seccién de Materiales y Métodos.
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Figura 16. Evaluacion del indice mitdtico y muerte celular en la retina cuando se inhibe
la formacion de las cilias primarias.

A. Imdgenes de microscopia confocal de la retina de embriones de 36 hpf marcados
con el anticuerpo anti-pHistona H3. Mostramos las proyecciones en z de la intensidad
maxima correspondiente a secciones confocales a través de 10 um de profundidad. La
linea punteada delimita la regidn utilizada para determinar el indice mitético.

B. Comparacion del indice mitético (humero de células marcadas con el anticuerpo
anti-pHistona H3 por unidad de volumen) en retinas de embriones de 24 y 36 hpf.

C. Imagenes de microscopia confocal de la retina de embriones de 48 hpf marcados
con el anticuerpo anti-Caspasa 3 activada. Mostramos proyecciones en z de la
intensidad maxima correspondiente a secciones confocales a través de 10 um de
profundidad.

D. Comparacion del numero de células marcadas con el anticuerpo anti-Caspasa 3
activada por retina en embriones de 24, 36 y 48 hpf.

Repetimos los experimentos dos veces, y obtuvimos resultados similares, por lo que
mostramos los resultados de uno de ellos. Realizamos la comparacion de los datos
utilizando la transformacién a rangos y el test t de Student; ns: diferencia no
significativa; (*) p= 0.0014; (**) p=0.009. Escalas: 50 um.
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Por lo tanto inyectamos morfolino control o elipsa-BS/ift88-BS en embriones de
la linea SoFal, y los analizamos por microscopia confocal. Al observar las retinas de
embriones fijados a las 48 hpf notamos una disminucién general en el numero de todos
los tipos celulares en aquellos tratados con elipsa-BS/ift88-BS respecto a los controles
(fig. 17A). Para analizar en mas detalle la formacién de cada capa de la retina, obtuvimos
los perfiles de intensidad de fluorescencia para cada canal en una seccion perpendicular
al plano de la retina (fig. 17A; ver Materiales y Métodos). Los perfiles de intensidad
mostraron valores de intensidad de fluorescencia menores en los embriones inyectados
con elipsa-BS/ift88-BS con respecto a los controles, confirmando nuestra observacion
inicial. Por otro lado, a partir de estos perfiles determinamos la contribucidn relativa de
cada tipo celular a la sefial de fluorescencia de cada fluoréforo (fig. 17B). Los embriones
inyectados con elipsa-BS/ift88-BS mostraron cambios en la fraccion de sefal
correspondiente a cada capa en comparacién con los inyectados con morfolino control.
En embriones inyectados con elipsa-BS/ift88-BS la sefial asociada a la capa de CGR fue
menor que en los controles, mientras que observamos un aumento en la sefial asociada
a la capa de fotorreceptores (tanto en el canal correspondiente a RFP como en el de
CFP) (fig. 17C). Sin embargo, la fraccién de sefial correspondiente a la capa de células
amacrinas no se vio afectada (fig. 17C). Observamos una disminucidon en la sefal
asociada a la capa de células bipolares, mientras que a las 48 hpf la sefial dada por las
células horizontales fue muy baja. Ambos tipos celulares son de nacimiento tardio, y si
consideramos que la generacion de células postmitéticas en los embriones inyectados
con elipsa-BS/ift88-BS se retrasd, su contribucion deberia ser analizada en etapas
posteriores. En resumen, la inhibicidn de la formacidn de las cilias primarias generd una
disminucion en la produccién de todos los tipos neuronales de la retina. Ademas,
notamos una disminucién en la proporcion de células en la capa de CGR y un aumento

en la proporcién de células en la capa de fotorreceptores.

A continuacidn, analizamos algunos de los embriones de la linea SoFal
inyectados con elipsa-BS/ift88-BS o con morfolino control por medio de microscopia
confocal in vivo a partir de las 30 hpf. En las retinas de embriones inyectados con
morfolino control la primera sefial que aparecié fue en el canal de RFP asociada a la capa
de CGR y en menor medida a la capa de células amacrinas. En estadios posteriores

observamos la sefial correspondiente a la capa de fotorreceptores y un aumento de la
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sefial en la capa de células amacrinas (fig. 17D, video 11). Sin embargo, en las retinas de
los embriones inyectados con elipsa-BS/ift88-BS, la sefial asociada a la capa de CGR
demord mas tiempo en aparecer y fue equivalente a la sefial observada para las células
amacrinas. Mas adelante observamos la sefial correspondiente a la capa de
fotorreceptores, con intensidad comparable a la sefial en la capa de CGR y células
amacrinas (fig. 17D, video 11). Estos resultados indican que, cuando inhibimos la
formacién de las cilias primarias, ocurre una disminucién en la cantidad de células
postmitdticas generadas, asi como un retraso en su generacién. Esto es particularmente
evidente para las CGR, que aparecieron mas lentamente que otros tipos celulares

tempranos como los fotorreceptores y las células amacrinas.
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Figura 17. Evaluacion de la generacion de diferentes tipos celulares en la retina cuando
se inhibe la formacion de las cilias primarias.

A. Imdgenes de embriones de la linea SoFal (ptfl:citGFP, atoh7:gap-RFP, crx:gap-CFP)
de 48 hpf, inyectados con morfolino control o elipsa-BS/ift88-BS, y perfil de intensidad
de los diferentes canales en ambas condiciones. Las imagenes corresponden a las
proyecciones en z de la intensidad promedio en una profundidad de 10 um. La linea
punteada delimita la region a partir de la cual realizamos los perfiles de intensidad que
graficamos a la derecha.

B. Diagrama de los perfiles de intensidad de cada canal y de las regiones utilizadas para
la cuantificacidn de la contribucion relativa de cada tipo celular. Fijamos los limites de
cada regidn en la posicién en que la fluorescencia corresponde al 50 % del maximo. El
canal del GFP lo utilizamos Unicamente para determinar la extensién de la capa de
células amdcrinas en el canal correspondiente a RFP.

C. Grafica del porcentaje de sefal en el canal de RFP y CFP correspondiente a cada tipo
celular.

D. Imagenes a lo largo del tiempo de embriones que fueron analizados in vivo a partir
de las 30 hpf. Sobre la imagen mostramos el perfil de intensidades de fluorescencia
correspondiente a cada tiempo. Las flechas con nimero indican el orden de aparicién
de los diferentes tipos celulares.

ap: apical; bas: basal; ua: unidades arbitrarias; FR: fotorreceptores; CA: células
amacrinas; CGR: células ganglionares de la retina; CB: células bipolares. El nimero
entre paréntesis indica la cantidad de embriones analizados en cada caso. Para
comparar los datos realizamos una transformacién a rangos y utilizamos el test t de
Student; (***) p<0.001, (**) p<0.01, ns: diferencia no significativa. Escala: 50 um. El
tiempo esta indicado en h:min.
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b.iii. Efecto de la inhibicion de la formacidn de las cilias primarias sobre el proceso de

diferenciacion de las CGR.

Si bien nuestros resultados mostraron una disminucién en la proliferacion
celular, algunos de los efectos observados sobre la formacion de la capa de CGR no se
pueden explicar Unicamente por una disminucién del nimero de células generadas. Por
ejemplo, las células presentes en las retinas de los embriones tratados con elipsa-
BS/ift88-BS estaban mas retrasadas en el desarrollo (fig. 14) y la capa de ganglionares
demord mas tiempo que otras capas en formarse (fig. 17). Estas observaciones sugieren
que la inhibicién de la formacién de las cilias primarias podria generar un defecto en el

proceso de diferenciacion de las CGR.

Con el fin de evaluar esta hipétesis, analizamos el comportamiento individual de
las CGR en diferenciacién por microscopia confocal in vivo. Para marcar células en forma
individual, inyectamos embriones salvajes en estadio de una célula con un vector
plasmidico conteniendo la construccién atoh7:EGFP-CAAX. Luego inyectamos morfolino
control o elipsa-BS/ift88-BS en el estadio de dos a cuatro células. A las 30 hpf
comenzamos a registrar el comportamiento de las células adquiriendo imagenes de la
retina a intervalos regulares de tiempo por medio de microscopia confocal. Pudimos
observar células individuales en diferentes etapas entre la salida de la mitosis y el final
de la retraccidn del proceso apical. En la retina de embriones control observamos células
con el patrén esperado de comportamiento: luego de la salida de mitosis el nucleo de la
CGR en diferenciacion comenzé a migrar hacia la superficie basal del neuroepitelio
mientras la célula permanecia asociada a la superficie apical; a continuacidn el proceso
apical se desprendio, el soma termind de posicionarse en la superficie basal y comenzé
la extensién del axén sobre la [dmina basal del neuroepitelio (fig. 18A, video 12). Sin
embargo, en la retina de embriones inyectados con elipsa-BS/ift88-BS encontramos
células con comportamientos atipicos, como los que se documentan en la figura 18B
(video 13). El comportamiento de estas células se diferencié de las controles
principalmente en el movimiento del nucleo: luego de la mitosis el nucleo se desplazé
hacia la superficie basal del neuroepitelio, pero en vez de mantenerse en esa posicion,
se trasladd en direccion apical y luego de cierto tiempo volvié a posicionarse en la regidn

basal. En estas células el axdn comenzé a extenderse previo al inicio de la retraccién del
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Figura 18. Ejemplo de CGR en diferenciacion en embriones control o inyectados con
elipsa-BS/ift88-BS.

Serie de imagenes a lo largo del tiempo de embriones inyectados con el plasmido
atoh7:EGFP-CAAX y morfolino control (A) o elipsa-BS/ift88-BS (B y C). Indicamos el
extremo del proceso apical (flecha roja), la posicién del nucleo (punto azul) y el inicio
de la formacidn del axén (flecha verde). A la derecha mostramos las gréficas
correspondientes a cada condicidn, con la posicidn relativa del proceso apical (rojo) y
del nucleo (azul) en el eje apico-basal del neuroepitelio a lo largo del tiempo. La linea
punteada verde indica el momento en que inicid la extension del axén. Escala: 10 um.
El tiempo esta indicado en h:min.
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proceso apical. Otras células, si bien mostraron comportamientos tipicos, demoraron
mas tiempo entre que se desprendieron de la superficie apical y el momento en que

finalizaron la retraccion (fig. 18C, video 14).

Para determinar si existen diferencias en la dinamica de diferenciacién del
conjunto de células observadas, decidimos observar y evaluar tres pardmetros bdsicos
en el proceso de diferenciacion mediante seguimiento manual y utilizando el plugin de
Fiji MTrackl]. Evaluamos 1) la posicién del soma, 2) la retraccién del proceso apical y 3)
la extensidn del axén. En la figura 18 presentamos ejemplos del seguimiento del extremo
del proceso apical y del nucleo. A partir de estos datos determinamos el tiempo
transcurrido entre la salida de mitosis y el inicio de la retraccidén del proceso apical, asi
como el periodo entre el inicio de la retraccion y el inicio de la extensidn del axdn (fig.
19Ay B). No observamos cambios significativos en ninguno de los dos periodos entre las
diferentes condiciones. A continuacién comparamos las trayectorias nucleares de
aquellas células en las que pudimos observar la salida de mitosis (usamos este evento
para comparar los recorridos, asignandole el t=0; fig. 19C). En el caso de las células de
embriones control (inyectados con atoh7:EGFP-CAAX, o con atoh7:EGFP-CAAX y
morfolino control), los recorridos nucleares fueron similares, por lo que los analizamos
en forma conjunta. Estas células mostraron un comportamiento tipico con dos fases
(Icha etal., 2016): una fase de movimiento direccional del nucleo y una fase de
posicionamiento fino. No encontramos diferencias significativas entre los controles y los
embriones inyectados con elipsa-BS/ift88-BS al comparar la velocidad de movimiento
del nucleo durante el movimiento direccional (fig. 19D). Al analizar el recorrido de los
nucleos durante la fase de posicionamiento fino, observamos trayectorias similares
entre las diferentes células de los embriones control. En cambio, las células de
embriones inyectados con elipsa-BS/ift88-BS presentaron recorridos individuales mas
variables (con mayor dispersidn), si bien la trayectoria promedio se mantuvo en laregién

basal del neuroepitelio (fig. 19C).

Finalmente, comparamos las trayectorias del extremo del proceso apical durante
la retraccion. El promedio y la variacion en las trayectorias fueron similares entre los
embriones inyectados con morfolino control o con elipsa-BS/ift88-BS (fig. 19E), al igual

que la velocidad de retraccion del proceso apical (fig. 19F).
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Figura 19. Comparacion de la dindmica de diferenciacion de las CGR entre embriones
control e inyectados con elipsa-BS/ift88-BS.

A partir del seguimiento del nucleo y el proceso apical indicado en la figura 18,
comparamos diferentes caracteristicas del movimiento de las CGR durante su
diferenciacién.

A. Grafica del tiempo transcurrido entre la salida de mitosis y el inicio de la retraccion
del proceso apical.

B. Comparacion del periodo entre el inicio de la retraccidn del proceso apical y el inicio
de la formacidn del axén.

C. Graficas de las trayectorias nucleares de células en las condiciones indicadas. En gris
graficamos las trayectorias individuales, en azul la trayectoria promedio y las barras
verticales indican el desvio estandar en cada tiempo. La linea gris punteada indica el
final del movimiento direccional del nucleo y el inicio de la fase de posicionamiento
fino en la regidn basal.

D. Comparacién de la velocidad del nucleo durante el movimiento direccional hacia la
superficie basal.

E. Grafica de las trayectorias del proceso apical durante su retraccion en las diferentes
condiciones. En gris graficamos las trayectorias individuales, en magenta la trayectoria
promedio y las barras verticales indican el desvio estdndar en cada tiempo.

F. Comparacion de la velocidad de retraccién del proceso apical.

Las cifras entre paréntesis son el nimero de células/embriones analizados en cada
caso. Para comparar los datos utilizamos el test de Mann-Whitney; ns: diferencias no
significativas.
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En resumen, cuando inhibimos la formacion de las cilias primarias, encontramos que el
nucleo de las CGR presenta recorridos significativamente mas variables durante la fase

de posicionamiento fino en la regién basal del neuroepitelio.

Luego de que las CGR se posicionaron en la region basal del neuroepitelio y el
axén ha comenzado a extenderse, da inicio la formacién de las dendritas en la regién
apical de la célula (Choi et al., 2010). Los resultados de nuestros experimentos in vivo
mostraron que, en las células que presentaron cilia durante éste periodo, ésta también
se localizé en la region apical de la célula. Esta observacion resulta interesante ya que
en otros tipos neuronales se ha descrito una localizacién similar y en células de
hipocampo se ha demostrado que la cilia tiene funciones en el refinamiento de las
dendritas (Arellano et al., 2012; Kumamoto et al., 2012). Entonces, cabe la posibilidad

de que la cilia cumpla alguna funcién en la formacidon de las dendritas de las CGR.

Para evaluar esta hipdtesis comenzamos analizando el inicio de la formacién de
la capa plexiforme interna, en donde las CGR extienden sus dendritas y generan
conexiones con las células amdcrinas y bipolares. Inyectamos embriones de la linea SAT
con morfolino control o elipsa-BS/ift88-BS, los fijamos a las 48 y 60 hpf, y marcamos la
capa plexiforme interna por medio de faloidina-TRITC. En los embriones control
observamos que la capa plexiforme interna comenzd a formarse a las 48 hpf y se
extiendid por toda la region nasal de la retina (fig. 20). Sin embargo en los embriones
inyectados con elipsa-BS/ift88-BS observamos sdlo una pequeiia regidon de capa
plexiforme en la zona adyacente a la fisura coroidea, donde se encuentran las primeras
CGR generadas (fig. 20, flecha doble). En embriones de 60 hpf, tanto inyectados con
morfolino control o elipsa-BS/ift88-BS, observamos que la capa plexiforme se extendio
en toda la retina. No obstante, en algunos embriones inyectados con elipsa-BS/ift88-BS
notamos zonas desorganizadas (fig. 20, asterisco). Estos resultados indican que la
inyeccidn de elipsa-BS/ift88-BS afectd el desarrollo de la capa plexiforme interna, la cual
no solo demord mas tiempo en formarse, sino que una vez formada también presenté

regiones desorganizadas.
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Figura 20. Formacion de la capa plexiforme interna en embriones inyectados con
morfolino control o con elipsa-BS/ift88-BS.

Imagenes de microscopia confocal de retinas de embriones inyectados con morfolino
control o con elipsa-BS/ift88-BS y fijados a las 48 o 60 hpf. Luego, marcamos estos
embriones con el anticuerpo zn8 y faloidina-TRITC. Las imagenes de la columna
izquierda son planos confocales panoramicos. Las regiones recuadradas se muestran
amplificadas en las imagenes de la columna central. En la columna de la derecha se
observan proyecciones de intensidad maxima a partir de secciones ortogonales de 15
pum de espesor en la regién observada en la columna central. (») indica una regién de
capa plexiforme interna adyacente a la salida del nervio éptico. Los asteriscos indican
una zona de la capa plexiforme interna que se encuentra desorganizada. CPI: capa
plexiforme interna; CGR: células ganglionares de la retina. Escala: 30 um.




magnificacion corte transversal

vista panordmca

[0U0D O

Sg-88y! / Sg-esdijd SON

[01U02 O

Sa-88y! / Sg-esdijd SON

dy 8y

1dy 09

zn8 F-actina

69



A continuacioén, analizamos la formacion de las dendritas en células individuales.
Para ello, inyectamos embriones de la linea atoh7:gap-RFP con los vectores
barhl1.2:GAL4 y UAS:EGFP-CAAX, y luego con morfolino control o elipsa-BS/ift88-BS. A
diferencia de Atoh7, Barhl1.2 se expresa exclusivamente en un subgrupo de CGR en
diferenciacién pero no en sus progenitores (Schuhmacher et al., 2011; Aljand, 2013). Por
lo tanto la expresion de EGFP-CAAX bajo el control transcripcional del promotor de
barhl1.2 permite el marcado de algunas CGR. A las 72 hpf fijamos los embriones
inyectados con estos plasmidos y los analizamos por microscopia confocal. En este
estadio la regidn central de la retina de pez cebra se encuentra mds desarrollada que la
region periférica o marginal, en donde la diferenciacién celular continda incluso en la
etapa larvaria. Por lo tanto, observamos células en diferentes etapas de la
diferenciaciéon. Al analizar los embriones inyectados con morfolino control, las células
que encontramos en la regién marginal de la retina presentaron un arbol dendritico
poco extendido y poco ramificado (fig. 21A). Estas células se encontraban en una regién
en que la capa plexiforme interna es delgada, indicando un menor grado de desarrollo.
En regiones centrales de la retina, donde la capa plexiforme interna posee un espesor
mayor, encontramos células con arboles dendriticos de extensién variable, pero en
general mas elaborados (fig. 21B). Al analizar las imagenes de embriones inyectados con
elipsa-BS/ift88-BS encontramos células en la regidon marginal de la retina muy similares
a las que observamos en los controles, con dendritas poco extendidas y poco ramificadas
(fig. 21C). En regiones centrales de la retina de estos embriones observamos células con
dendritas mds extendidas en la capa plexiforme interna, muy similares a las que

encontramos en los embriones control (fig. 21D).

En suma, un déficit en la formacion de las cilias primarias generd problemas en
la diferenciacion de las CGR, principalmente durante el posicionamiento del nucleo en
la region basal del neuroepitelio. Sin bien notamos un retraso en la formacion de la capa
plexiforme interna y regiones desorganizadas a las 60 hpf, no encontramos diferencias
notorias en la forma de las dendritas entre embriones inyectados con elipsa-BS/ift88-BS

y los controles a las 72 hpf.
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Figura 21. Evaluacion de la morfologia dendritica en embriones inyectados con elipsa-
BS/ift88-BS.

Imagenes de células marcadas con barhl1.2: GAL4 / UAS: EGFP-CAAX en embriones de
72 hpf inyectados con morfolino control (Ay B) o elipsa-BS/ift88-BS (Cy D). Mostramos
células ubicadas en la regidn marginal o central de la retina. La morfologia general de
la célula se puede observar en las proyecciones en 3D de intensidad maxima (proy.
3D), la extensién de las dendritas en la capa plexiforme interna se muestra a través de
proyecciones en y de la intensidad maxima (proy. en y), y la ubicacién del soma dentro
de la capa se puede ver en la secciones frontales (plano x-y) y ortogonales (plano y-z).
Los asteriscos indican la posicidn del soma de la célula en las diferentes vistas y la linea
punteada indica el limite apical y basal de la capa plexiforme interna. Escala: 10 um.
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¢. Participacion de la via de Shh en los efectos observados en la retina al inhibir la

formacion de las cilias primarias.

La formacion y neurogénesis en la retina es influenciada por diferentes moléculas
provenientes del entorno, entre ellas Shh (Stenkamp, 2015). Como se menciond en la
Introduccidon, existe amplia evidencia experimental que indica que la recepcion y
transduccidon de la senal generada por Shh depende del funcionamiento de la cilia
primaria en vertebrados. Por lo tanto es posible que los efectos que observamos en la
retina del pez cebra al inhibir la formacién de la cilia se deban a la inactivacion de esta

via de sefializacion.

C.i. Inhibicion de la via de Shh por medio de ciclopamina

Si la inhibicion de via de sefalizacién de Shh participa de los efectos que
observamos al inhibir la formacién de la cilia, entonces el tratamiento con drogas que
tiendan a disminuir la sefializacién a través de esta via deberia exacerbar el fenotipo que
se genera por el tratamiento con elipsa-BS/ift88-BS. Para testear esta hipdtesis,
utilizamos la droga ciclopamina, un antagonista de la proteina Smoothened (Chen et al.,
2002). Como mencionamos en la introduccién, la uniéon de Shh al receptor Patched
induce la activacion de Smoothened, lo cual inhibe el procesamiento de los factores Gli
(Gorojankina, 2016). Por lo tanto, con el uso de ciclopamina estariamos inhibiendo uno

de los primeros pasos en la transduccion de sefiales de la via de Shh.

Shh participa en varios estadios durante la formacién de la retina de pez cebra.
En estadio de vesicula éptica, Shh interviene en la delimitacién del territorio destinado
a tallo dptico y retina neural (Stadler et al., 2005). Luego de formada la copa dptica,
participa en la neurogénesis de muchos de los tipos celulares de la retina (Shkumatava,
2004). Por lo tanto, probamos diferentes condiciones de tratamiento buscando afectar
Unicamente la neurogénesis y no el desarrollo temprano de la retina. Para ello,
incubamos embriones de la linea atoh7:gap-GFP a partir de las 8 hpf o las 22 hpf, con
diferentes concentraciones de droga y los analizamos a las 48 hpf. En la bibliografia, la
dosis de ciclopamina necesaria para generar la inhibicidn de la via de Shh en embriones
de pez cebra se encuentra en el entorno de los 100 uM (Masai et al., 2005). El

tratamiento desde estadios tempranos (8 hpf) con estas concentraciones de droga
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generd embriones con curvatura ventral, tamafio del cerebro y ojos reducido (fig. 22A).
Estos efectos fueron similares a los descritos previamente para mutantes en el receptor
Smoothened (Chen et al., 2001), y se tornaron mas leves al disminuir la concentracion
de droga a 25 pM o 2 uM (fig. 22A). Cuando analizamos la retina de los embriones
incubados con ciclopamina 2 uM por medio de microscopia confocal, encontramos que
la capa de CGR presentaba un volumen reducido y axones que quedaron retenidos
dentro de la retina en lugar de dirigirse hacia el nervio éptico (fig. 22B). Este fenotipo se
atenué al comenzar el tratamiento a las 22 hpf. El efecto del tratamiento con
ciclopamina sobre la formacién de la capa de CGR es similar al reportado previamente
por otros investigadores (Masai et al., 2005), y se asemeja al fenotipo que observamos
al inhibir la formacion de las cilias primarias. Por otro lado, la localizacién de axones
dentro de la retina se podria explicar por la participacidon de Shh en la regionalizacién
del tallo dptico en estadios tempranos y por lo tanto, en forma indirecta, en la guia de
los axones de las CGR hacia la salida del nervio dptico (Sanchez-Camacho y Bovolenta,

2008; Horndli y Chien, 2012).

A continuacién razonamos que si la via de sefializacidn de Shh se asocia a la cilia,
el tratamiento con ciclopamina deberia exacerbar el efecto que observamos al inhibir la
formacidn de las cilias primarias. Para realizar este experimento es necesario utilizar un
tratamiento con ciclopamina que afecte en forma sutil la formacion de la capa de CGR.
Basandonos en los resultados expuestos anteriormente, decidimos utilizar la
ciclopamina en la concentracién de 2 uM a partir de las 22 hpf. Inyectamos embriones
con morfolino control o elipsa-BS/ift88-BS en las cantidades utilizadas hasta el momento
(6/6 ng) y a las 22 hpf los tratamos con DMSO o con ciclopamina 2 uM. A las 48 hpf
fijamos los embriones y evaluamos la extensién de la capa de CGR marcandolos con el
anticuerpo zn8. Como esperabamos, el tratamiento con elipsa-BS/ift88-BS generd una
disminucion en el volumen de la capa de CGR. Sin embargo, no observamos diferencias
al combinar los morfolinos con el tratamiento con ciclopamina 2 uM (fig. 22C). Este
resultado podria deberse a que el tratamiento con morfolino tuvo un efecto muy
marcado o a que la concentracién de ciclopamina no fue suficiente como para inhibir la
via de Shh. Por lo tanto realizamos otro experimento inyectando cantidades de elipsa-
BS/ift88-BS que tuvieran un efecto menor sobre la extension de la capa de CGR (5/5 ng).

Estos embriones los tratamos desde las 22 hpf con dos concentraciones de ciclopamina,
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2 UM y 10 puM. En la figura 22D mostramos imagenes representativas de las retinas de
embriones en las diferentes condiciones y en la figura 22E la cuantificacién del volumen
ocupado por la marca de zn8. La inyeccidén con las cantidades habituales de elipsa-
BS/ift88-BS (6/6 ng) generd la disminucion del volumen de la capa de CGR respecto a los
controles. Al reducir la cantidad de elipsa-BS/ift88-BS a 5/5 ng observamos que no hubo
reduccion en el volumen de la capa de CGR respecto al control (MO Control 12 ng). Sin
embargo, el co-tratamiento con ciclopamina 10 uM generd la reduccién del volumen
ocupado por zn8 con respecto a embriones inyectados con elipsa-BS/ift88-BS 5/5 ng
Unicamente. El tratamiento de embriones inyectados con morfolino control con la
misma dosis de ciclopamina no tuvo efecto. Estos resultados indicarian que la via de Shh

actda en conjunto con la cilia primaria durante la formacién de la capa de CGR.

Como se mostrd previamente, la inhibicién de la formacidn de las cilias primarias
dio lugar a un aumento de la cantidad de células apoptéticas en la retina (fig. 16). Por lo
tanto analizamos la muerte celular en el experimento de interaccién por medio del
marcado con el anticuerpo anti-Caspasa 3 activada. Notamos un aumento importante
en el nimero de células apoptdticas en las retinas de los embriones inyectados con
elipsa-BS/ift88-BS y tratados con ciclopamina 10 uM, con respecto a los embriones
inyectados con morfolino control o a los embriones tratados con ciclopamina
Unicamente (fig. 22F). El tratamiento con ciclopamina también generd un aumento del
numero de células apoptdticas con respecto al control incubado con DMSO. Si bien este
aumento puede ser un efecto especifico, también puede deberse a toxicidad generada

por el co-tratamiento con morfolinos y ciclopamina.
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Figura 22. Inhibicidn de la via de Shh por medio de la droga ciclopamina.

A. Imdgenes en las que se observa el fenotipo externo de embriones de 48 hpf
tratados desde las 8 hpf con diferentes dosis de ciclopamina.

B. Imagenes de microscopia confocal de embriones atoh7:gap-GFP de 48 hpf tratados
con ciclopamina 2 uM a partir de las 8 0 22 hpf y marcados con faloidina-TRITC. En
cada condicidn, mostramos la proyeccidn en z de la intensidad maxima para el canal de
GFP y una seccion dptica con la seiial de GFP y la marcacién de la faloidina-TRITC.

C. Imagenes de embriones de la linea SAT de 48 hpf inyectados con morfolino control
(12 ng) o elipsa-BS/ift88-BS (6/6 ng), tratados desde las 22 hpf con ciclopamina 2 uM o
el mismo volumen de vehiculo (DMSO). Luego de fijados, marcamos los embriones con
el anticuerpo zn8 para poner en evidencia la capa de CGR. Mostramos la proyeccién en
z de la intensidad mdaxima a través de la retina.

D. Imagenes de embriones de la linea SAT de 48 hpf inyectados con morfolino control
(10 ng) o elipsa-BS/ift88-BS (5/5 ng), tratados desde las 22 hpf con ciclopamina 2 uM,
10 uM o el mismo volumen de vehiculo (DMSO). Luego de fijados, marcamos los
embriones con el anticuerpo zn8. Mostramos la proyeccion en z de la intensidad
maxima a través de la retina.

E. Comparacion del volumen ocupado por el marcador zn8 en retinas de embriones
tratados como en (D).

F. Imagenes de la retina de embriones tratados como en (D), marcados con el
anticuerpo anti-Caspasa 3 activada.

Comparamos los datos utilizando el test de Mann-Whitney; (*) p<0.05, (**) p<0.01.
Escala: A: 500 um; B, C, Dy F: 50 um.
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c.ii. Inhibicion de la via de Shh a través de la expresion de Gli2DR

La union de Shh al receptor Patched induce la activacién de Smoothened, lo cual
puede dar lugar a efectos en la célula en forma independiente de la cilia primaria (via
no-canonica) (Robbins et al., 2012). El tratamiento con ciclopamina no nos permite
distinguir entre las vias candnica y no candnica. Por lo tanto, decidimos utilizar una
estrategia alternativa para testear si la via candnica de Shh participa en los efectos que
observamos al inhibir la formacion de las cilias. La via de sefializacion de Shh asociada a
la cilia primaria implica la generacién de Glil y el procesamiento post-traduccional de
las proteinas Gli2 y Gli3, efectores de la via. La linea mutante yot cuenta con una versién
truncada de la proteina Gli2 (Gli2DR). Esta variante actia como inhibidor transcripcional,
y los embriones de esta linea muestran una reduccién en la activacidon de genes blanco
de la via de Shh (Karlstrom, 2003). Entonces, decidimos evaluar la expresién de Gli2DR
como herramienta para inhibir la transcripcidén de al menos parte de los genes inducidos
por la sefalizacién de Shh. Con este fin, generamos una construccién para expresar
Gli2DR en los progenitores y las CGR en diferenciacién (atoh7:Gli2DR-P2A-EGFP-CAAX),
y como control utilizamos atoh7:EGFP-CAAX. Inyectamos estos vectores en embriones
de una célula, los fijamos a las 48 hpf, los marcamos con el anticuerpo zn8 y analizamos
las retinas por medio de microscopia confocal. En el caso de los embriones inyectados
con atoh7:Gli2DR-P2A-EGFP-CAAX la intensidad de EGFP fue muy baja por lo que estos

embriones fueron marcados ademas con un anticuerpo anti-GFP.

En embriones inyectados con la construccién control, las células con mayor
expresion de EGFP se localizaron en la capa de CGR asi como en la de fotorreceptores,
mientras que la capa nuclear interna presentd células con menor expresién (fig. 23A).
Este patréon es el esperado para la construccidon atoh7:EGFP-CAAX. En embriones
inyectados con atoh7:Gli2DR-P2A-EGFP-CAAX encontramos dos situaciones. Por un
lado, observamos células con expresién de EGFP ubicadas en la capa de CGR, al igual
gue en los embriones control (fig. 23B). Alternativamente, encontramos grupos de
células con el nucleo en la capa nuclear interna, pero con prolongaciones que llegaban
a la superficie basal de la retina y que en algunos casos continuaban en direccién a la
salida del nervio 6ptico (fig. 23C y D). Sin embargo estas células no presentaron marca

de zn8. Estos resultados sugieren que la expresion de Gli2DR afecto el posicionamiento
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Figura 23. Efecto de la expresion de Gli2DR en progenitores y CGR.

Detalle de la retina de embriones de 48 hpf inyectados con atoh7:EGFP-CAAX (A) o
atoh7:Gli2DR-P2A-EGFP-CAAX (B-D). Las retinas fueron analizadas por microscopia
confocal y se muestran proyecciones en 3D de la intensidad maxima generadas a partir
de planos en un espesor de 10-30 um de tejido. Los asteriscos indican la posicion del
nucleo de las células marcadas con EGFP, mientras que las cabezas de flecha indican
los axones correspondientes estas a células. Escalas: A-D: 20 um.




A atoh7:EGFP-CAAX

EGFP zn8 EGFP zn8

C atoh7:Gli2DR-P2A-EGFP-CAAX

EGFP zn8 EGFP zn8

B atoh7:Gli2DR-P2A-EGFP-CAAX

EGFP zn8 EGFP zn8

D atoh7:Gli2DR-P2A-EGFP-CAAX

EGFP zn8 EGFP zn8
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de las CGR en la region basal del neuroepitelio y la expresion de DM-Grasp (molécula de

superficie que reconoce el anticuerpo zn8).

c.iii. Activacion de la via de Shh mediante el tratamiento con SAG

Como se menciond anteriormente, la inyeccion de elipsa-BS/ift88-BS generd la
disminucion del largo y niamero de cilias en diferentes regiones del embrion. Sin
embargo, éstas no desaparecieron completamente, por lo que es posible que
mantengan cierta funcionalidad. Teniendo esto en cuenta, razonamos que al estimular
la via de Shh exdégenamente podriamos rescatar el defecto que observamos al inhibir la
formacion de las cilias. Para evaluar esta posibilidad, utilizamos la droga SAG, un
agonista de la proteina Smoothened (Chen et al., 2002), que se sabe es capaz de activar

la via de sefializacion de Shh en células en cultivo (Torrado et al., 2016).

Inyectamos embriones con morfolino control o elipsa-BS/ift88-BS, y a las 22 hpf
los tratamos con vehiculo (DMSO) o con diferentes concentraciones de SAG (1, 5, 10, 40
y 60 uM). A las 48 hpf evaluamos la morfologia general de los embriones y los fijamos
para analizar la extensiéon de la capa de CGR por medio del marcado con el anticuerpo
zn8. El experimento fue repetido dos veces. Los embriones inyectados con morfolino
control y tratados con diferentes concentraciones de SAG mostraron una morfologia
similar a los embriones tratados con DMSO (fig. 24A). Asimismo, los embriones
inyectados con elipsa-BS/ift88-BS presentaron un fenotipo ciliar, pero la morfologia
externa fue similar entre los tratados con DMSO y con SAG (fig. 24Cy D). Por lo tanto, el
tratamiento con SAG no tuvo un efecto marcado sobre la morfologia externa de los
embriones de pez cebra. Al analizar la retina de los embriones inyectados con morfolino
control por microscopia confocal, encontramos que la extensién de la capa de CGR fue
similar en aquellos tratados con SAG y con DMSO (fig. 24B). Esto indica que el
tratamiento con SAG por si sélo no tuvo efecto sobre la formacién de la capa de CGR. Al
analizar los embriones inyectados con elipsa-BS/ift88-BS del primer experimento,
notamos un aumento en la extensién de la capa de CGR en la retina de los embriones
tratados con SAG 5 uM en comparacion con los tratados con DMSO (fig. 24C). Sin

embargo, al repetir el experimento este resultado no pudo ser reproducido (fig. 24D).
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Figura 24. Activacion de la via de Shh utilizando el agonista SAG.

A. Imdgenes de embriones de 48 hpf inyectados con morfolino control y tratados con
DMSO o con diferentes concentraciones de SAG a partir de las 22 hpf. Cada columna
corresponde a un experimento diferente con su respectivo control.

B. Imagenes de la retinas de embriones inyectados con morfolino control y tratados
con DMSO o con SAG 40 uM, fijados a las 48 hpf y marcados con el anticuerpo zn8 para
poner en evidencia la capa de CGR. Mostramos proyecciones de la intensidad maxima
a partir de imagenes de microscopia confocal.

Cy D. Resultados representativos de dos experimentos realizados con diferentes dosis
de SAG (1y 5 uM). Embriones inyectados con morfolino control o con elipsa-BS/ift88-
BS, fueron incubados con DMSO, SAG 1 uM o 5 uM a partir de las 22 hpf. Mostramos
imagenes de bajo aumento de embriones de 48 hpf o imagenes de microscopia
confocal de sus retinas. Escalas: A: 500 um; B: 50 um; Cy D: 500 um (imagenes de bajo
aumento), 50 um (imdgenes de confocal).
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En suma, el tratamiento con SAG no gener6 un efecto reproducible sobre la
formacidn de la capa de CGR o sobre la morfologia externa de los embriones inyectados
con elipsa-BS/ift88-BS. Esto puede deberse a que SAG no tuvo efecto en las condiciones
en que lo estamos utilizando, o a que la inyeccién de elipsa-BS/ift88-BS haya afectado el

funcionamiento de la cilia de forma tal que no es posible activar la via de Shh.

c.iv. Activacion de la via de Shh por medio de la expresion de Glil

Otra estrategia para probar la participacion de Shh en los efectos generados al
inhibir la formacién de las cilias primarias, es restaurar la sefializacion de la via en etapas
posteriores a aquellas en las que participa la cilia. Una forma de lograrlo seria sobre-
expresando el factor transcripcional Glil. En el embridn, la expresion de Glil es inducida
por la activacién de la via, y este factor a su vez activa la transcripcién de varios de los
genes blancos de Shh (Karlstrom, 2003; Wang et al., 2013). Por lo tanto, generamos el
vector SP6:Glil que permite sintetizar ARNm codificante para Glil in vitro. Inyectamos
diferentes cantidades de ARNm en el vitelo de embriones salvajes (12, 25, 50 y 100 pg)
y evaluamos la posible toxicidad de este tratamiento. A las 48 hpf el 50 % de los
embriones inyectados con 25 pg o mas de ARNm mostraron alteraciones en la forma del
cuerpo que difieren de lo reportado para la expresion de Glil (fig. 25A) (Shen et al.,
2013). En estas mismas condiciones encontramos una cantidad creciente de embriones
gue no sobrevivieron al tratamiento (fig. 25A). Decidimos seguir trabajando con la dosis
de 12 pg, en que un 80% de los embriones lucieron como embriones salvajes. En estos
embriones, evaluamos la eficiencia de la induccién de blancos de la via de Shh, utilizando
como reportero la expresidon del ARNm codificante para Patched2 analizada mediante
RT-PCR. Encontramos asi una induccidon leve del mensajero de Patched2 en los

embriones inyectados con ARNm de Gllil respecto a embriones sin inyectar (15 %).

Debido a la poca eficiencia y efectos deletéreos observados tras este
tratamiento, decidimos utilizar una linea transgénica previamente generada por otro
grupo de trabajo (hsp:Glil-EGFP), que permite expresar la proteina de fusion Glil-EGFP
bajo un promotor activable por shock térmico (Shen et al., 2013). La expresion del
transgén es maxima 6 h luego de realizado un shock térmico de 1 h a 37°C (Shen et al.,

2013). Teniendo en cuenta que la neurogénesis en la retina comienza a las 28 hpf,
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realizamos el shock térmico a las 22 hpf. Otros grupos de trabajo han reportado que este
tratamiento puede generar la reabsorcién de las cilias primarias en células de mamifero
(Prodromou etal.,, 2012). Para descartar esta posibilidad, comparamos embriones
salvajes de la linea SAT sometidos o no a shock térmico. No encontramos diferencias en
la morfologia externa o en la extension de la capa de CGR en la retina de estos embriones
(fig. 25C), lo cual sugiere que el shock térmico no genera defectos significativos por si

solo.

A continuacién, inyectamos embriones de la linea hsp:Glil-EGFP con morfolino
control o elipsa-BS/ift88-BS y realizamos el shock térmico a las 22 hpf (fig. 25D). A las 30
hpf seleccionamos los embriones y los separamos en dos grupos segun la expresién de
EGFP. A las 48 hpf los fijamos y marcamos la capa de CGR con el anticuerpo zn8 para
luego analizarlos por microscopia confocal. Los resultados del experimento se observan
en la figura 25E. La morfologia externa y la extensién de la capa de ganglionares fue
similar en los embriones sin inyectar e inyectados con morfolino control,
independientemente del tratamiento con shock térmico o el nivel de expresiéon de GFP.
Lo mismo sucedid en los embriones inyectados con elipsa-BS/ift88-BS. Si bien
presentaron morfologia externa compatible con el fenotipo ciliar y la capa de CGR se
encontraba reducida respecto a los inyectados con morfolino control, no encontramos
diferencias entre los embriones a los que se les realizé el shock térmico y a los que no.
Es posible que Glil se estuviese expresando en forma no funcional. Sin embargo, en el
grupo de embriones con expresién de EGFP alta a las 30 hpf, encontramos algunos que
presentaron axones ubicados dentro del neuroepitelio de la retina, en lugar de dirigirse
hacia el nervio dptico. Este fenotipo es similar a que observamos con el tratamiento con
ciclopamina y al reportado previamente cuando se inhibe la sefializacién de Shh en el
tallo dptico (Horndli y Chien, 2012). Teniendo en cuenta que Glil puede activar la
expresion de Patched (Karlstrom, 2003), un regulador negativo de la via, la presencia de
axones ubicados ectépicamente en el neuroepitelio sugiere que Glil se expresé en
forma funcional. Por lo tanto, la expresion de Glil funcional no generd cambios en la
formacidn de la capa de CGR en la retina de embriones inyectados con los morfolinos

elipsa-BS/ift88-BS.
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Figura 25. Activacion de la via de Shh por medio de la expresion de Glil.

A. Grafica con la comparacién del porcentaje de embriones muertos, con
malformaciones o fenotipo salvaje observados luego de la inyeccién de diferentes
cantidades de ARNm codificante para Glil.

B. Determinacion de los niveles de ARNm de Patched2 en embriones inyectados con
12.5 pg del ARNm de Glil. gapdh se usé como control. Por debajo de los geles se indica
la relacidn entre los niveles de patched?2 respecto a gapdh en cada condicion.

C. Imagenes del fenotipo externo y de la retina en embriones salvajes (de la linea SAT)
sometidos o no a shock térmico. Los embriones fueron marcados con el anticuerpo zn8
para poner en evidencia la capa de CGR.

D. Esquema del protocolo utilizado para los experimentos en la linea hsp:Gli1-EGFP.

E. Imagenes del fenotipo externo y de la retina en embriones de la linea hsp:Glil-EGFP
inyectados con morfolino control o elipsa-BS/ift88-BS, con o sin shock térmico. Las
flechas indican axones ubicados en forma ectépica dentro de la retina.

Escalas: A: 500 um; Cy E: 500 um (imdgenes de baja magnificacidn), 50 um (imdagenes
de confocal).
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V. Discusion

Localizacion y dinamica de las cilias primarias durante la diferenciacion de las CGR

En este trabajo analizamos la localizacidn y dindmica de las cilias primarias en la
retina de pez cebra en diferentes estadios de su desarrollo, abarcando desde momentos
previos al inicio de la neurogénesis (26 hpf) hasta etapas mds avanzadas en la
diferenciacién de la retina (5 dpf). Realizando una inmunomarcacién para tubulina
acetilada asi como utilizando la linea transgénica que expresa Arl13b-GFP, observamos
la presencia de numerosas cilias primarias en la regidn apical del neuroepitelio tanto a
las 26 hpf como a las 35 hpf. Tanto las células neuroepiteliales como las células del
epitelio pigmentario de la retina son ciliadas, y dado que estos tejidos se encuentran
estrechamente asociados, no pudimos definir por medio de microscopia dptica a qué
epitelio correspondian. Un andlisis mas detallado utilizando microscopia electrénica de
transmision fue realizado por Camila Davison durante su tesina de grado (Davison,
2014). A partir de ese trabajo, se determiné que muchas de las cilias en esta regién
correspondian a las células del neuroepitelio. Estas cilias presentaron un axonema de
microtubulos organizados en nueve dobletes periféricos sin par central (9+0) y un largo
promedio de 1.8 um a las 26 hpf. En retinas de 26 hpfy 35 hpf, el analisis por MET reveld
ademas la presencia de cilias en vesiculas o centriolos asociados a la membrana
plasmadtica sin axonema visible en la regién apical del neuroepitelio. Las cilias que se
observaron se encontraban en el extremo apical de la célula, extendiéndose desde la
superficie apical o basolateral de las células neuroepiteliales. Estas observaciones
sugieren que las cilias en la regidn apical del neuroepitelio pueden presentarse en
diferentes estadios de su formacidén o reabsorcidn asi como orientadas hacia dominios
diferentes de la célula, tanto en estadios previos como posteriores al inicio de la

neurogénesis (estos resultados fueron incluidos en (Lepanto et al., 2016)).

En la etapa pre-neurogénica el neuroepitelio de la retina esta conformado por
progenitores multipotentes. Estas son células en proliferacién que poseen una cilia
primaria durante la interfase. En la retina de pez cebra pudimos observar progenitores
con cilias primarias en el extremo apical hasta momentos antes del inicio de la fase M.

Esta dinamica es similar a la reportada previamente en el tubo neural de pollo, donde
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se describio la presencia de una cilia apical en células que se encontraban durante las
fases S y parte de G2 del ciclo celular, siendo reabsorbida hacia el final de G2 (Spear y
Erickson, 2012). Nuestros resultados indican que luego de finalizada la mitosis, al menos
una de las células hijas formd una cilia en la regién apical. En otros sistemas
experimentales, la re-formacion de la cilia luego de la mitosis ocurre primero en la célula
hija que hereda el centriolo materno (Anderson y Stearns, 2009; Paridaen et al., 2013).
La herencia del centriolo materno y la re-formacién de la cilia a la salida de mitosis podria
ser importante para definir el destino de las células hijas. Por ejemplo, en la corteza de
ratén la herencia del centriolo materno asociada a una vesicula ciliar se ha
correlacionado con el mantenimiento del estado proliferativo (Paridaen et al., 2013). En
cambio, en el tubo neural de ratén, la re-formacidén de la cilia en una de las células hijas
llevaria a la activacién de la via de Shh y a su diferenciacién (Piotrowska-Nitsche y
Caspary, 2012). Aunque no se ha descrito la existencia de mecanismos similares en la
retina, esto se podria determinar analizando el destino de las células que heredan el
centriolo materno y que forman la cilia luego de mitosis tanto en el periodo proliferativo

como en el neurogénico.

En estadios posteriores al inicio de la neurogénesis, ademads de progenitores, el
neuroepitelio también contiene células postmitdticas en  diferenciacién.
Inmediatamente después de la salida de mitosis, las CGR permanecen asociadas
transitoriamente a la superficie apical del neuroepitelio (Zolessi et al., 2006). En los
experimentos in vivo observamos algunas células con cilias primarias previo al
desprendimiento de la superficie apical. Algunas de ellas presentaron cilia durante el
inicio de la retraccidn, sin embargo, la mayoria de las células inicié la retraccion del
proceso apical en ausencia de cilia. En concordancia con nuestros resultados, en el tubo
neural de pollo se han identificado diferentes situaciones durante el inicio de la
retraccion. Por un lado, se ha observado que la cilia puede mantenerse presente durante
el desprendimiento de la célula de la superficie apical (Spear y Erickson, 2012). Por otro
lado, se ha descrito un mecanismo de escision del extremo apical de la célula que deja
a la cilia primaria en el extremo escindido y los centriolos en el extremo apical de la
célula (Das y Storey, 2014). En conjunto nuestras observaciones en la retina de pez cebra
y éstas en el tubo neural de pollo, indican que la pérdida de la cilia primaria no seria un

pre-requisito para el desprendimiento de la superficie apical del neuroepitelio. Sin
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embargo, datos de estudios anteriores (Wilsch-Brauninger et al., 2012; Das y Storey,
2014) y los que presentamos en este trabajo, indicarian que previo al desprendimiento
de la superficie apical, la mayoria de las neuronas muestran una cilia dinamica con
cambios en su presencia o localizacion. La pérdida de la cilia en estas etapas podria ser
un mecanismo de la célula para evitar la recepcidon de seiiales del entorno. De igual
forma, su redireccionamiento hacia la superficie subapical, podria permitirle a la célula

seleccionar de qué compartimiento del entorno recibe la sefal.

En nuestros experimentos in vivo también pudimos observar el comportamiento
de las cilias primarias en CGR en diferentes estadios de la diferenciacién. Durante la
retraccion del proceso apical, la mayor parte de las células presentd una cilia primaria
en posicion apical. Esto coincide con la observacién realizada previamente por MET en
la retina en diferenciacion de ratén (Hinds y Hinds, 1974). Luego de finalizada la
retraccion, observamos que en muchas de las CGR, las cilias primarias se tornaron
altamente dindmicas durante un breve periodo, con momentos en que no son
detectables por microscopia 6ptica y presentando cambios de posicion. Si bien
desconocemos la localizacion de los centriolos durante estas etapas, es de esperar que
también muestren cambios de posicidén. En estudios previos se han reportado cambios
en la localizacién de los centriolos en las CGR en diferenciacion en diferentes
condiciones experimentales. Por ejemplo, cuando se inhibe la expresién de Laminina al,
las CGR atraviesan una etapa multipolar previo a la extensidn del axdn y los centriolos
se mueven ocupando diferentes posiciones en la célula (Randlett, Poggi, et al., 2011). En
un estudio mas reciente se reportd que cuando se desestabilizan los microtubulos
presentes en el proceso apical mediante la sobre-expresién de la proteina Stathminl,
las CGR adquieren un aspecto multipolar y nuevamente los centriolos se trasladan
alrededor de la célula (Icha et al., 2016). Tomando estas observaciones en conjunto,
podemos hipotetizar que en la diferenciacion normal de las CGR existe un periodo
transitorio de desorientacién que termina al comenzar la dendritogénesis. Los
tratamientos descritos en los trabajos mencionados podrian estar causando, entonces,
una prolongacién de este comportamiento al alterar la capacidad de polarizar de la

célula.
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En otros tipos neuronales también se han reportado cilias primarias dinamicas,
con cambio en posicidn, largo y rotaciones, por ejemplo, en interneuronas de la corteza
cerebral en migracion tanto in vivo como in vitro (Baudoin et al., 2012; Higginbotham
et al., 2012). El analisis de la migracidn in vitro de estas células mostrd, ademas, que la
cilia se expone en la superficie en ciertos momentos del proceso de migracién y que la
organizacién del citoesqueleto de microtubulos asociado al cuerpo basal cambia en
forma dinamica con la posicion de la cilia (Baudoin et al., 2012). Mientras tanto, en otros
tipos celulares se ha demostrado que la posicion de la cilia estd determinada por la
organizacién y la dinamica del citoesqueleto de actina (Yan y Zhu, 2013; Antoniades
et al., 2014). Dados estos antecedentes, cabe la posibilidad de que los cambios de
posicion de la cilia en las CGR asi como su presencia intermitente, puedan estar
asociados a la reorganizacidn del citoesqueleto durante la transicién de una morfologia

de tipo epitelial a una neuronal.

En las CGR que presentaban una cilia cuando comenzaron la extension de
filopodios, previo a la formacidn de las dendritas, la cilia se localizé en la regidn apical
de la célula. Esta zona luego se transforma en la base de la dendrita apical. Esta
localizacion de la cilia es analoga a la observada en otros tipos neuronales como células
granulares del hipocampo o neuronas piramidales de la corteza (Arellano et al., 2012;
Kumamoto et al., 2012). En el caso de las neuronas de hipocampo, se mostro que la cilia
primaria comienza a formarse hacia el final de la migracién neuronal, localizdndose en
la base de la dendrita apical (Kumamoto et al., 2012). Los autores encontraron ademas
gue, en estas células, la cilia participa en el refinamiento de las dendritas y la formacion
de sinapsis. Este antecedente sugiere la posibilidad de que la localizacién apical de la
cilia en las CGR no sea casual sino que pueda tener un rol activo en la orientacion o

formacion de las dendritas.

La cilia primaria esta presente en forma dindmica durante el periodo inicial de
diferenciacién de la mayoria de las CGR. Sin embargo, en parte de las células que
observamos in vivo (6/16), la cilia desaparecié justo antes del inicio de la actividad de
filopodios que precede la formacion de dendritas y no volvid a aparecer durante el resto
del periodo de observacion. Este resultado indica que la presencia de cilia puede no ser

requerida para el inicio de la formacién de las dendritas, al menos hasta el momento en
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gue nosotros pudimos observar. En estadios mas avanzados de la diferenciacién
(embriones de 48 hpf y 5 dpf) observamos muy pocas cilias primarias. Una posible
explicacion a esta observacién podria ser que el limite de resolucion que impone la
microscopia éptica no permitié distinguir cilias muy pequefias. Sin embargo, utilizando
MET se encontrdé que en la capa de CGR de embriones de 48 hpf solo el 10 % de los
centriolos nuclean cilias primarias (Davison, 2014). Estas observaciones sugieren que
este organelo tiende a perderse en la mayor parte de las CGR luego de la fase inicial de
diferenciacién. Hay varios tipos celulares que experimentan la reabsorcién de la cilia
primaria durante su diferenciacion, incluyendo los miofibroblastos, los osteoblastos y
los adipocitos (Liang et al., 2016). Esto puede ser un mecanismo para evitar la recepciéon
de ciertos estimulos. Por ejemplo, en el caso de la diferenciacion de los miofibroblastos,
la reabsorcidn de la cilia resulta en la disminucién de la sefializacion por PDGF y Shh
(Rozycki et al., 2014). Por otro lado, se ha reportado que la sefalizacién por leptina o
prostaglandinas regula el largo ciliar (Jin et al., 2014; Kang et al., 2015). Si bien en estos
casos el efecto es de alargamiento, es posible que existan otras sefiales que tiendan a
disminuir el largo ciliar. Ya sea en forma enddgena o inducida, la dinamica ciliar en las
CGR en diferenciacion puede interpretarse como un mecanismo para regular la

recepciéon de estimulos luego de culminada cada etapa de la diferenciacion.

En la figura 26 presentamos un esquema del comportamiento promedio de la
cilia primaria durante la proliferacién de los progenitores y la diferenciacion de las CGR.
Si bien hay algunos patrones en comun entre las células que observamos, debemos
destacar una gran variabilidad entre células, especialmente luego de finalizada la
retraccién del proceso apical. Una hipdtesis para esta variabilidad es que existan
singularidades en la diferenciacion de las diferentes clases de CGR. Sin embargo estas
observaciones podrian reflejar la complejidad de la diferenciacién en la retina, en que
multiples factores participan para lograr el correcto posicionamiento y orientacion de
las CGR en la regidn basal de la retina, y donde la ciliogénesis podria ser sélo uno de

ellos.
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Figura 26. Esquema de la presencia y localizacidn de la cilia primaria durante la
proliferacion de los progenitores y diferenciacion de las CGR en la retina de pez cebra.

En base a los datos obtenidos de las observaciones in vivo, confeccionamos un
diagrama con el comportamiento promedio de la cilia primaria en progenitores y CGR
en diferenciacion. Los progenitores presentaron una cilia en posicion apical hasta
momentos antes del inicio de la mitosis. Luego de finalizada esta etapa, volvimos a
observar una cilia primaria en posicidn apical en asociacidén a una de las células hijas.
En las CGR, algunas presentaron una cilia apical previo al desprendimiento de la
superficie del neuroepitelio, sin embargo en la mayoria de las células observamos que
el inicio de la retraccién apical se dio en ausencia de una cilia. Esta reaparecié en todos
los casos en el extremo apical de la célula y se mantuvo hasta el final de la retraccion.
En células localizadas en la superficie basal del neuroepitelio el comportmiento de la
cilia fue muy dindmico, con periodos en que dejo de verse y en otros casos cambié de
posicidon incluso a regiones basales de la célula. Las células en etapas mas avanzadas de
la diferenciacion (48 hpf- 5 dpf) carecen en la mayoria de los casos de cilia primaria.
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Rol de las cilias primarias en la generacion y diferenciacion de CGRs
Herramientas para evaluar la funcion de las cilias primarias

En la segunda parte de este trabajo buscamos determinar la funcién de las cilias
primarias en las diferentes etapas de la neurogénesis de las CGR. Una de las estrategias
gue probamos fue la inyeccidn de oligdmeros de morfolino dirigidos a inhibir la
expresion de proteinas ciliares Elipsa e Ift88. Si bien existen lineas de peces mutantes
para estas proteinas, decidimos utilizar oligédmeros de morfolinos por las ventajas que
presentan en la practica. Por un lado, permiten inhibir parcialmente la expresién génica
en la linea de peces deseada. Por otro lado, se puede combinar facilmente la inyeccién
de morfolinos dirigidos a inhibir la expresién de varias proteinas y de esta forma

aumentar la posibilidad de afectar la funcion celular que éstas tienen en comun.

Ya que los morfolinos publicados previamente, elipsa-BT e ift88-BT, mostraron
un efecto leve o que no se correspondia con un fenotipo ciliar, disefiamos y validamos
el uso de dos morfolinos destinados a inhibir el procesamiento del pre-ARNm codificante
para las mismas proteinas ciliares. Encontramos que la combinacién de morfolinos
elipsa-BS/ift88-BS generd un fenotipo ciliar tipico asociado a la disminucién del nimero
y largo de cilias primarias en diferentes érganos en embriones de 48 hpf. Confirmamos
ademas la reduccién del largo ciliar en la regién apical de la retina de embriones de 35
hpf inyectados con elipsa-BS/ift88-BS utilizando MET (realizado en colaboracién con C.
Davison). Utilizando RT-PCR comprobamos que los morfolinos elipsa-BS e ift88-BS
generaron la aparicién del ARNm correspondiente con el intrén retenido. Esto se
observé tanto al inyectar los morfolinos por separado como cuando se los utiliza en
conjunto. Sin embargo, quedd un remanente de ARNm salvaje codificante para Elipsa e
IFT88, lo cual explica que hayamos encontrado algunas cilias en los drganos analizados.
Este resultado era previsible ya que la eficacia de las moléculas antisentido depende de
la afinidad de uniodn, la accesibilidad al ARN y de las caracteristicas de la proteina
(actividad, vida media), generando sélo un bloqueo parcial de la expresidn génica (Eisen

y Smith, 2008; Bill et al., 2009).

Por otro lado, los morfolinos pueden presentar efectos inespecificos, entre los
cuales el mas comun es la muerte celular temprana en el tejido neural en desarrollo

(Robu et al., 2007). Si bien no observamos muerte generalizada en los embriones

90



inyectados con elipsa-BS e ift88-BS, intentamos comprobar la especificidad del fenotipo
observado por medio del rescate. La inyeccién del ARNm codificante para Elipsa y/o Ift88
en cantidades bajas dio lugar a un rescate del fenotipo externo en embriones inyectados
con elipsa-BS/ift88-BS. La inyeccion de cantidades mayores de ARNm genero toxicidad
gue se exacerbd al combinarse con la inyeccidn de los morfolinos. Por otro lado, tanto
IFT88 como Elipsa intervienen en otros procesos celulares en forma independiente de
su funcidn ciliar. IFT88 participa en la orientacion del uso mitético (Delaval et al., 2011;
Borovina y Ciruna, 2013), mientras que Elipsa regula la dindmica de microtubulos (Bizet
et al., 2015). En este contexto, es posible que parte de los efectos que observamos al
inhibir su expresidn se deban a funciones extra-ciliares de estas proteinas. Sin embargo,
en el resto del trabajo utilizamos la combinacién de morfolinos en cantidades que
individualmente no generan un fenotipo marcado. Consideramos que con esta
estrategia aumentamos la probabilidad de que los efectos que observamos se deban a
la afectacidn de las funciones comunes entre las dos proteinas, es decir su funcién en la

formacién y mantenimiento de las cilias primarias.

Los morfolinos, al ser inyectados en el vitelo de embriones tempranos, se
distribuyen en todas las células del organismo. Esto implica que el fenotipo observado
se podria deber a su accidn sobre las células de interés o sobre el resto de las células del
entorno. Ademas, la accidon de los morfolinos que inhiben el procesamiento de los
mensajeros comienza a las 3 hpf aproximadamente, momento en que da inicio la
transcripcién del genoma del embrion (Kane y Kimmel, 1993), y dura en la mayoria de
los casos hasta los 3 dpf (Bill etal., 2009). Esto implica que efectos en el desarrollo
temprano de la estructura pueden complicar el anadlisis del proceso de interés que
ocurre en un estadio posterior. Por lo tanto, como alternativa al uso de morfolinos,
probamos la expresién de proteinas que funcionaran como dominantes negativos
(Arl13b(1-190) y Rab8a[T22N]). Como la expresion puede ser dirigida por el uso de
promotores particulares, permitirian inhibir la formacion de la cilia de manera
condicional en tipos celulares o momentos especificos.

Inicialmente evaluamos la eficacia de Arl13b(1-190) y Rab8a[T22N] en la
inhibicidn de la formacion de las cilias. Observamos una disminucion estadisticamente

significativa del largo de las cilias en la vesicula de Kupffer en embriones inyectados con
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el ARNm de Arl13b(1-190). Sin embargo, la morfologia de los embriones a las 48 hpf fue
similar a la de los controles. Esto difiere de lo esperado ya que los mutantes y morfantes
de Arl13b presentan un fenotipo ciliar tipico (Duldulao et al., 2009). La expresion de
Rab8a[T22N] no tuvo efecto en el largo de las cilias de la vesicula de Kupffer o en la
morfologia general del embridn. Si bien no evaluamos el largo de las cilias en la retina,
estos resultados sugieren que la expresién de los dominantes negativos no fue
suficientemente marcada y/o duradera como para generar un efecto a nivel del
embrion. Por lo tanto, decidimos continuar el trabajo utilizando la combinacién de
morfolinos ift88-BS/elipsa-BS que mostraron ser eficaces y especificos en la inhibicion
de la formacidn de las cilias primarias. Parte de la problematica asociada al analisis de
los experimentos con morfolinos que mencionabamos anteriormente, fue solucionada
a través de experimentos de trasplante. Estos nos permitieron distinguir si el efecto que
observamos se trataba de la inhibiciéon de las cilias primarias en las CGR o en el embrién

en general.

Funciones de las cilias a nivel de los progenitores neuronales

Trabajos previos han mostrado que en embriones que presentan mutaciones en
diferentes proteinas ciliares (Elipsa, IFT88, IFT57 y IFT172) uno de los 6rganos afectados
es la retina, con una disminucién en su tamafio y la degeneracioén de los fotorreceptores
a partir de los 3 dpf (Doerre y Malicki, 2002; Tsujikawa y Malicki, 2004; Omori et al.,
2008; Sukumaran vy Perkins, 2009). Al igual que en los estudios mencionados
anteriormente, nosotros observamos una reduccién en el volumen general de la retina
en embriones inyectados con elipsa-BS/ift88-BS respecto a los controles, pero desde
etapas mas tempranas (48 y 60 hpf). Este efecto se podria explicar en parte por un
aumento en la muerte celular a las 48 hpf. No encontramos diferencias significativas en
estadios previos, sugiriendo que el aumento de la muerte celular es un efecto especifico
y no debido a toxicidad generada por el morfolino. Por otra parte, la disminucién del
volumen general de la retina se podria explicar por una reduccion en la proliferacién de
los progenitores. En los experimentos de trasplante las células de embriones inyectados
con elipsa-BS/ift88-BS siempre se mantuvieron en un nimero bajo en el entorno salvaje.

En cambio, las células salvajes no solo sobrevivieron en un entorno con déficit de cilias
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primarias, sino que en algunos casos superaron en nimero a las células del embrién
receptor. Estos resultados sugieren que la inhibicidn de la formacién de la cilia afecta a
las células en forma auténoma, y que las células que tienen la formacién o

mantenimiento de la cilia comprometida proliferan menos que las células salvajes.

Apoyando las observaciones realizadas a partir de los experimentos de
trasplante, en embriones inyectados con elipsa-BS/ift88-BS encontramos una
disminucion en el indice mitético a las 36 hpf con respecto a embriones control. Sin
embargo no observamos diferencias en estadios previos al inicio de la neurogénesis. Por
lo tanto, el déficit en la formacién de la cilia parece afectar particularmente a los
progenitores en el estadio pre-neurogénico, probablemente al progenitor durante su
ultima division. En las retinas de embriones inyectados con elipsa-BS/ift88-BS
observamos, ademds, un retraso en la generacién de células postmitéticas. La
generacion de todos los tipos celulares se vid afectada y especialmente la de las CGR,
como observamos en las retinas de embriones de la linea SoFal. En la retina de pez
cebra, aligual que en otros sistemas experimentales, hay un aumento en la proliferacién
asociada al inicio de la neurogénesis (Li et al., 2000; He et al., 2012). En un estudio previo
se reporté que el bloqueo de la transicién G1-S en los mutantes que carecen de la
proteina Retinoblastoma funcional, genera una disminucién del nimero de células en
mitosis y un retraso en la diferenciacion de las CGR (Gyda et al., 2012). Los autores de
este trabajo proponen que el retraso pudo deberse a la prolongacién del dltimo ciclo
celular. En este contexto y en base a nuestros resultados, especulamos que la
disminucion en el nimero de células mitéticas que observamos al inhibir la formacién
de las cilias primarias podria asociarse al alargamiento de los ultimos ciclos celulares que
en la etapa neurogénica deberian ser muy cortos. Esto podria explicar, ademas, el

retraso en la salida del ciclo celular.

éDe qué forma la inhibicién de la formacién de la cilia primaria podria estar
generando una disminucion en la proliferacion y el retraso en la generacién de
neuronas? Podria tratarse de un efecto directo sobre el ciclo celular, ya que éste y el
ciclo de formacion/reabsorcidn de la cilia estan coordinados e interconectados. Como
se menciond en la introduccién, la presencia de la cilia se considera actualmente como

un punto de control durante la transicion G1-S (lzawa et al., 2015). La inhibicion de la
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reabsorcion de la cilia retrasa la entrada en S de los progenitores neuronales
favoreciendo la diferenciacién neuronal (Li et al., 2011; Gabriel et al., 2016). Entonces,
la inhibicion de la formacién de la cilia deberia tener el efecto opuesto, es decir,
favorecer la entrada en fase Sy, en consecuencia, la proliferacién. Sin embargo, nuestros
resultados al igual que los de varios trabajos previos en el sistema nervioso de ratén,
hemos observamos el efecto opuesto, es decir una disminucién en la proliferacion de
los progenitores neuronales y el retraso en la generacidon de células postmitéticas
(Chizhikov et al., 2007; Breunig et al., 2008; Spassky et al., 2008; Gazea et al., 2016). Esta
discrepancia respecto al comportamiento esperado, podria deberse a que la presencia
de la cilia ademas de influir directamente sobre la progresién en el ciclo celular, le
confiere a la célula la capacidad de ser influenciada por sefiales del entorno. Esta
hipdtesis se apoya en los resultados de los trabajos mencionados anteriormente, en que
se determind que el rol de la cilia en la proliferacién dependia de la sefializacién por Shh.
Incluso en el trabajo de Spassky y colaboradores se encontrd que en los progenitores
del cerebelo una de las proteinas inducidas por esta via es Ciclina D1, lo cual explicaria

el efecto sobre la proliferacién (Spassky et al., 2008).

De forma similar, en la retina se ha observado que la proliferacion de los
progenitores es inducida por Shh (Locker et al., 2006; Wallace, 2008). Sin embargo
también existen trabajos que indican que Shh induce la salida del ciclo celular y la
diferenciacién neuronal en la retina (Shkumatava, 2004; Shkumatava y Neumann, 2005).
Estas observaciones que parecen inconsistentes entre si, podrian explicarse por un
cambio en el estado celular que permita una respuesta diferencial frente a la misma
sefial extracelular. Entonces la inhibicién de la formacidn de la cilia en nuestro sistema
experimental, pudo generar que los progenitores fueran incapaces de responder frente
a una o varias sefiales del entorno necesarias para la proliferacion y/o la diferenciacion.
En este sentido se ha propuesto que la inhibicién de la formacién cilia primaria tiene
diferentes efectos segln las sefales presentes en el entorno en que se encuentra la
célula (Izawa et al., 2015). Por ejemplo, en la glia radial de ratén la sefializacién por IGF-
1 favorece la transicion G1-S, y en consecuencia, la division de los progenitores (Yeh
et al., 2013). Los autores de este trabajo encontraron que la sefializacion por IGF-1 no
solo requiere la presencia de la cilia, sino que favorece su reabsorcidn, influenciando de

esta forma la entrada en el ciclo celular (Yeh et al., 2013). Por lo tanto, cuando inhibieron
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la formacion de la cilia, las células de la glia radial perdieron la capacidad de responder
a IGF-1 y proliferaron mas que en la situacidn control, probablemente por la accién de

otros factores mitogénicos (Yeh et al., 2013).

Los resultados de los experimentos en los embriones SoFal indicaron ademas,
que en embriones inyectados con elipsa-BS/ift88-BS, la proporcidn de células en la capa
de CGR disminuyd a expensas de un aumento del nimero de fotorreceptores, sugiriendo
un cambio de destino en las células derivadas de los progenitores neuronales. Esto seria
posible ya que las CGR surgen principalmente de una divisidon asimétrica que ademads da
lugar a otro progenitor, y éste a su vez, puede generar diferentes tipos celulares
incluyendo fotorreceptores (He et al., 2012). La especificacién de destinos se realiza
durante el ultimo ciclo celular y por lo tanto es posible que el enlentecimiento de los
ultimos ciclos celulares pueda generar cambios en el destino de la progenie. Existen
algunas evidencias que indican que en la retina la especificacion de destinos esta
asociada a la regulacion de la proliferacién. Por ejemplo, la expresién de Ciclina E en la
retina de Xenopus mantiene las células ciclando por mas tiempo. En esta condicién se
observé un aumento de la generacién de tipos celulares tardios (células bipolares) a
expensas de tipos celulares tempranos (CGR) (Ohnuma et al., 2002). Otra explicacién
posible para nuestros resultados es que la afectacién de la cilia haya generado una
disminucion en la expresidn de Atoh7 especificamente en las CGR. Atoh7 es uno de los
principales factores transcripcionales que especifican el destino de las CGR y en
embriones mutantes de la linea lakritz que carecen de la expresién de Atoh7 (y que por
lo tanto no generan CGR), los progenitores contintan dividiéndose dando lugar a otros

tipos celulares (Kay et al., 2001; He et al., 2012).

Puede haber otra explicacion posible para el cambio de destino que observamos
en las retinas de embriones inyectados con elipsa-BS/ift88-BS. La especificacion de
destinos en el neuroepitelio esta relacionada a la geometria de la ultima divisiéon y a la
asimetria en la herencia de determinantes. La membrana ciliar constituye uno de estos
determinantes. En la corteza en desarrollo de ratén, la membrana ciliar es heredada en
asociacién al centriolo materno preferentemente en la célula hija que se mantiene en
proliferaciéon (Paridaen et al., 2013). Hasta el momento desconocemos si existe un

mecanismo similar en la retina de pez cebra. En este modelo, los progenitores que se
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dividen en forma asimétrica heredan el dominio apical a la célula que diferencia (Paolini
et al.,, 2015). La herencia asimétrica, es a su vez, una consecuencia directa de la
distribucién polarizada de los determinantes en la célula madre durante mitosis
(Taverna et al., 2014). Cabe la posibilidad de que el cuerpo basal y la cilia primaria
afecten la distribucidon de estos determinantes. En los progenitores, el cuerpo basal se
encuentra asociado a la superficie apical de la célula. En este dominio podria
interaccionar con el citoesqueleto cortical de actina, como se ha demostrado
previamente en células multiciliadas (Yan y Zhu, 2013; Antoniades et al., 2014). Ademas,
se ha reportado la interaccidn fisica entre Nephrocystinl, una proteina relacionada a la
zona de transicién, y componentes del complejo de polaridad epitelial presentes en el
dominio basolateral (Delous et al., 2009). Esta interaccidon podria implicar un rol de la
cilia en el establecimiento de la polaridad epitelial. En este sentido resulta interesante
que la alteracién del funcionamiento de la cilia llevé a la reversién de la polaridad de la
glia radial en la corteza de ratdon (Higginbotham et al., 2013). Incluso en un estudio
reciente se ha reportado que MACF1, una proteina que media la interaccidon entre el
citoesqueleto de actina y microtubulos, y que es necesaria para el asociacién del cuerpo
basal a la membrana plasmatica, es requerida para el mantenimiento de la polaridad de
los fotorreceptores en la retina de ratén (May-Simera et al., 2016). Teniendo todo esto
en cuenta, seria interesante estudiar si existe alguna relaciéon entre la presencia y
localizacion de la cilia con el establecimiento de la polaridad del neuroepitelio y la

herencia de determinantes que puedan afectar el destino celular.

En suma, las cilias primarias son necesarias para la proliferacion de los
progenitores asi como para su salida del ciclo celular y la especificacidon de destinos de
las células hijas. Estas funciones podrian estar asociadas a la regulaciéon del ciclo celular
en forma directa o indirecta, asi como a la detecciéon de senales del entorno que
interaccionan con el programa de diferenciacion de la célula. Cabe la posibilidad de que
la influencia sobre la especificacién de destinos esté dada por la influencia de la cilia en
la geometria de la mitosis y la herencia de determinantes. Sin embargo se requieren mas
experimentos para determinar cuales son los mecanismos que relacionan a la cilia con

estos hitos de la neurogénesis.
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Funciones de las cilias en la diferenciacion de las CGR

Varios de los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que las cilias
primarias tienen funciones no sélo en la generacién de las CGR sino ademas en su
diferenciacion. Primero, a las 48 hpf, la capa de CGR y la capa plexiforme interna de
embriones inyectados con elipsa-BS/ift88-BS estaban en estadios previos de
diferenciacion en comparacién con los embriones control. En segundo lugar,
observamos que cuando se trasplantan células de embriones inyectados con elipsa-
BS/ift88-BS a embriones salvajes, las células del donante quedan al menos
transitoriamente por fuera de la capa de CGR. Finalmente, cuando analizamos la retina
de los embriones SoFal por medio de microscopia in vivo, encontramos que la capa de
CGR demora mas tiempo en formarse en embriones inyectados con elipsa-BS/ift88-BS

respecto a los controles.

Teniendo esto en mente, realizamos experimentos para analizar directamente la
diferenciacién de las CGR in vivo. Luego de la salida de mitosis, el nucleo de las CGR se
mueve hacia la regidon basal del neuroepitelio en dos etapas: una de movimiento
direccional y otra de posicionamiento fino (Icha et al., 2016). Al inhibir la formacién de
las cilias primarias, encontramos que aunque el movimiento direccional del nicleo no
parecia estar afectado, el movimiento durante la fase de posicionamiento fino fue mas
variable que en los controles. Ademds, en las células que presentaron los
comportamientos mas atipicos (como la que se muestra en la figura 18B), notamos que
la retraccidon del proceso apical se retraso, y que el ntcleo se posiciond en la regién basal
luego de que el proceso apical logré desprenderse. En estas células, el axdn comenzd a
formarse previo al inicio de la retraccion del proceso apical, cuando lo habitual es lo
inverso. Algo similar se ha descrito en trabajos previos, en los que al inhibir la expresién
de Slitlb, que media el desprendimiento de la superficie apical, las CGR demoraron mas
tiempo en comenzar a retraer y el nlcleo quedd posicionado en la regién central del
neuroepitelio, generando un retraso importante en la formacién de la capa de CGR
(Zolessi et al., 2006; Wong et al., 2012). Sin embargo, el axdn se extendié de forma
normal. Por lo tanto, las cilias primarias podrian ser necesarias para el desprendimiento
de las CGR de la superficie apical, ya sea a través de la recepcién de alguna sefial

extracelular o por un mecanismo endoégeno de la célula.
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En trabajos de otros grupos se ha demostrado que las cilias primarias participan
en la conformacion de la morfologia dendritica in vivo e in vitro (Kumamoto et al., 2012;
Guadiana et al., 2013). Durante la caracterizacién de la localizacion de las cilias
primarias, observamos que muchas de las CGR presentaban una cilia cuando
comenzaron a formar las dendritas, y que ésta se localizé en la regidn apical de la célula.
Ademads, en embriones de 60 hpf inyectados con elipsa-BS/ift88-BS observamos que
algunas regiones de la capa plexiforme interna se encontraban desorganizadas. Sin
embargo, cuando analizamos la morfologia del drbol dendritico de células individuales,
no encontramos diferencias notorias. Este analisis es dificultoso por varios motivos. En
primer lugar las dendritas de las CGR son altamente elaboradas y ramificadas, y existe
una gran diversidad de morfologias (Mumm et al., 2006). Por otro lado, en pez cebra, su
desarrollo comienza en la etapa embrionaria (antes de las 48 hpf) pero contindia durante
varias semanas, con modificaciones importantes en la laminacién y extension lateral
(Mumm et al., 2006). Por lo tanto, considerando que sdlo pudimos analizar un nimero
reducido de células, no podemos descartar que la inhibicion de la formacién de la cilia
primaria tenga efectos sobre la formacién del arbol dendritico de las CGR. Como
perspectiva, seria interesante analizar la etapa inicial de la formacién de dendritas in
vivo y su dindmica, asi como analizar las diferentes morfologias celulares en etapas mas
avanzadas del desarrollo utilizando aproximaciones metodoldgicas que permitan la

observacion de tejidos mas gruesos, como la excitacién con dos fotones.

En resumen, por medio del andlisis de la diferenciacion de células individuales,
encontramos evidencias que indican que las CGR que tienen comprometida la formacién
de la cilia pueden presentar comportamientos atipicos durante el inicio de su
diferenciacién. Estos comportamientos podrian ser resultado de la demora en la
retraccién del proceso apical, que influye en el posicionamiento fino del nicleo en la
region basal del neuroepitelio. En este sentido, hay un estudio que ha reportado que los
receptores Robol y 2, que reconocen al factor Slit2, pueden localizarse en la cilia
primaria en interneuronas de la corteza de ratdn durante su migracion (Higginbotham
et al., 2012). Los autores reportaron ademds que la inhibicién del trafico de estos
receptores a la cilia a través de la delecion de Arl13b, generd defectos en el proceso de

migracion de estas interneuronas. Por lo tanto, en el futuro seria interesante determinar
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si el receptor de Slitlb, Robo 3, también se localiza en la cilia primaria en las CGR en

etapas previas al desprendimiento de la superficie apical.

Participacion de la via de Shh en la funcion de la cilia primaria a nivel de progenitores

y CGR en diferenciacion.

Una de las funciones relativamente bien caracterizadas de las cilias primarias es
la transduccidon de senales a partir del entorno. Entre ellas se encuentran varias
asociadas al desarrollo de la retina, tales como los factores peptidicos FGF, Wnt y Shh.
En mutantes del gen que codifica para Shh se ven afectadas la proliferacién y sobrevida
de los progenitores, asi como la salida de mitosis y la diferenciacién de las CGR, lo cual
es llamativamente similar al fenotipo que observamos al inhibir la formacién de la cilia
(Masai et al., 2005; Shkumatava y Neumann, 2005; Prykhozhij, 2010). Por lo tanto, es
posible que los efectos que evidenciamos al inhibir la formacién de la cilia primaria se

debieran a la inhibicidon de via de Shh.

Inicialmente analizamos el efecto de inhibir la via de Shh a través del tratamiento
con ciclopamina, un antagonista de Smoothened. El tratamiento de los embriones con
ciclopamina desde estadios tempranos generd un fenotipo externo similar al reportado
previamente (Blittner et al., 2012), confirmando que la droga tenia efecto en nuestras
condiciones experimentales. De forma similar a lo que observamos al inyectar elipsa-
BS/ift88-BS, en las retinas de los embriones tratados con ciclopamina encontramos una
reduccion del volumen de la capa de CGR. Esto coincide ademds con los resultados
obtenidos en estudios previos (Masai etal., 2005). Observamos ademds axones
localizados ectdpicamente, que probablemente se deba a la inhibicidn de la via de Shh
en el tallo dptico. En esta regidn, la sefializacién por Shh induce la secrecién de una

guimioquina necesaria para la guia axonal (Horndli y Chien, 2012).

A continuacion, intentamos determinar si la via de Shh y la cilia actdan en
conjunto mediante la combinacién del tratamiento con elipsa-BS/ift88-BS y subdosis de
ciclopamina. Los embriones tratados en forma conjunta con elipsa-BS/ift88-BS (5/5 ng)
y ciclopamina 10 uM mostraron una reduccién del volumen de la capa de CGR con
respecto a los tratados individualmente con los morfolinos o con el antagonista. En estos

embriones también observamos un aumento en la muerte celular. Previamente se ha
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reportado que los mutantes de la via de Shh presentan un aumento de la muerte celular
en la retina (Prykhozhij, 2010). Por lo tanto, el aumento de la muerte celular puede ser
un efecto especifico y no simplemente debido a la toxicidad generada por el co-
tratamiento. Estos resultados sugieren entonces, que la via de Shh y la cilia actuan en
conjunto en la formacion de la capa de CGR. Sin embargo esto no aporta informacién

sobre si la via de Shh actua a través de la cilia en la formacién de la capa de CGR.

En presencia de Shh, la activacion de Smoothened puede derivar tanto en la
activacion de la transcripcidn en forma dependiente de la cilia, como en la modificacién
del citoesqueleto o en cambios en los niveles de calcio, acciones en las que no participa
la cilia (Robbins et al., 2012). Para distinguir entre estas dos posibilidades, decidimos
comparar los resultados obtenidos hasta el momento con los que se obtendrian al
expresar Gli2DR, un inhibidor transcripcional de la via de Shh (Karlstrom, 2003). La
expresion de esta proteina en los progenitores y CGR en diferenciacidon, generd células
cuyos somas se ubicaron en la capa nuclear interna, con la particularidad de que
presentaron prolongaciones con aspecto de axén. Estas prolongaciones se extendian
hasta la superficie basal y en muchos de los casos continuaban dirigiéndose hacia el
nervio optico. No obstante, estas células ubicadas de forma ectdpica, no presentaron
inmunorreactividad detectable para el anticuerpo zn8. Este anticuerpo reconoce la
molécula de superficie DM-Grasp, que se expresa Unicamente en CGR y cumple
funciones en la fasciculacion de los axones (Laessing y Stuermer, 1996). La falta de
expresion de este marcador, podria indicar que estas células se diferenciaron como otro
tipo celular. Esto se contradice con sus caracteristicas morfoldgicas, ya que las CGR son
las Unicas células capaces de extender un axén que se prolongue hacia la salida del
nervio 6ptico. No podemos excluir la posibilidad de que se trate de otro tipo celular ya
gue también observamos cambios de destino en los embriones inyectados con elipsa-
BS/ift88-BS. Entonces, resta confirmar si estas células son efectivamente CGR. Esto se
podria llevar a cabo a través del marcado retrégrado por inyeccién de algin colorante
en regiones alejadas de la retina donde pueden encontrarse los axones de las CGR, tales
como el quiasma o el tectum dptico. Si estas células fuesen CGR, el efecto de la expresion
de Gli2DR se asemejaria al efecto que obtuvimos al inhibir la formacion de las cilias
primarias. Se podria especular que la demora en su generacion asi como el defecto en

la diferenciacion, podria haber generado que las células expresando Gli2DR quedaran
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por fuera de la capa de CGR constituida por células que no expresan esta construccion.
En este sentido, seria interesante determinar si las células con expresion de Gli2DR
presentan un comportamiento similar al observado durante la diferenciacién in vivo de
las CGR en los embriones inyectados con elipsa-BS/ift88-BS. Mas alld de las
caracteristicas de estas células, los resultados de este experimento indican que el
bloqueo de la transcripcion de algunos de los genes blanco de la via de Shh, generan
cambios en las caracteristicas moleculares y el posicionamiento de las CGR en la retina

que se asemejan a lo observado cuando inhibimos la formacién de la cilia.

Como aproximacion alternativa, intentamos rescatar el defecto generado por el
déficit en la formacion de las cilias por medio de la activacion o expresién de
intermediarios de la via de Shh. Basados en la observacion de que los embriones
inyectados con elipsa-BS/ift88-BS no pierden completamente las cilias, intentamos
inducir la actividad de la via a través de la droga SAG, agonista de Smoothened (Chen
et al., 2002). Esperabamos ver un rescate del defecto generado por la inyeccién de
elipsa-BS/ift88-BS en la formacion de la capa de CGR. En cambio, observamos que el
tratamiento con SAG no modificé en forma reproducible la extensidn de la capa de CGR
en embriones inyectados con elipsa-BS/ift88-BS o con morfolino control. Tampoco
observamos cambios en la morfologia externa de los embriones. Considerando que el
lote de SAG que utilizamos funciond en células en cultivo (Torrado et al., 2016), nuestros
resultados pueden deberse a que el agonista SAG no tuvo efecto en las condiciones
experimentales que utilizamos. Hasta el momento no encontramos bibliografia sobre el
uso de esta droga en embriones o células de pez cebra en cultivo. Otro agonista de
Smoothened, purmorfamina, no tiene efecto sobre la morfologia general de los
embriones pero si en la expresidon génica (Aanstad etal.,, 2009). Por lo tanto la
evaluacidn de la eficiencia de SAG en la activacién de la via deberia realizarse por otros
métodos, por ejemplo evaluando la induccién de la expresiéon de genes blanco.
Alternativamente, estos resultados pueden tener otra explicacién. Es posible que
aunque queden cilias cortas en los embriones inyectados con elipsa-BS/ift88-BS, éstas
no fuesen funcionales. La accién de Smoothened y los pasos siguientes a su activacion
requieren del funcionamiento de la cilia (Gorojankina, 2016). Por lo tanto es posible que
la inhibicion de la formacidn de la cilia primaria haya sido suficientemente efectiva como

para que no sea posible activar la via utilizando SAG.
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La via candnica de Shh, da lugar a la activacidén de la transcripcién de Glil (Wang
et al., 2013). Esta proteina es un factor de transcripcidon que media la activacidn de parte
del programa transcripcional inducido por Shh (Karlstrom, 2003; Milla et al., 2012). En
pez cebra, a diferencia de lo que sucede en mamiferos, Glil es el principal activador
transcripcional de la via (Karlstrom, 2003). Si los defectos que observamos en la retina
al inhibir la formacién de las cilias primarias son consecuencia de la inactivacion de este
programa transcripcional, deberiamos poder rescatarlos a través de la expresién de Glil.
Utilizando la linea transgénica hsp:Glil-GFP (Shen et al., 2013), indujimos la expresién
de Glil en el periodo en que inicia la neurogénesis en la retina. Sin embargo, en
embriones inyectados con elipsa-BS/ift88-BS, no observamos diferencias en la extension
de la capa de ganglionares entre aquellos con y sin expresidon de Glil. El unico efecto
gue observamos en retinas con alta expresion de GFP fue la presencia de axones
ubicados dentro de la retina. Glil puede inducir la expresidon de Patched, un regulador
negativo de la via (Karlstrom, 2003). Por lo tanto, es posible que la presencia de axones
ectdpicos se deba a la inhibiciéon de la via de Shh en el tallo éptico (Horndli y Chien,
2012). Esto sugiere que Glil pudo haberse sintetizado en forma activa, pero que no tuvo
efecto sobre la formacion de la capa de CGR. En la retina de pez cebra se ha reportado
gue el principal mediador transcripcional de la via candnica de Shh es Gli3 (Tyurina et al.,
2005). En embriones con mutaciones en la proteina Gli3, se observé una disminucién en
la expresion de Atoh7 y un déficit en la generacidon de CGR. En cambio las mutaciones
en Glil y Gli2 no tuvieron efecto aparente sobre la formacién de la capa CGR (Karlstrom
et al., 1996). Por lo tanto serd importante a futuro poder evaluar si la expresion de la
forma activa de Gli3 es capaz de rescatar el efecto que observamos al inhibir la

formacion de las cilias en la retina.

En suma estos resultados indican que la cilia actia en conjunto con la
senalizacion a través de Shh en la generacion de las CGR. Los resultados de la expresion
de GIli2DR sugieren que la inactivacion de la via candnica de Shh genera efectos en la
diferenciacién de las CGR compatibles con los observados al inhibir la cilia. Finalmente,
encontramos que la expresidn de Glil no tiene efectos en la formacion de la capa de

CGR.
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VI. Conclusiones

Con los resultados de esta tesis realizamos aportes significativos a la descripciéon
de la localizacién in vivo y de la funcionalidad de las cilias primarias durante el desarrollo

de la retina en embriones de pez cebra.

En primer lugar confirmamos que los progenitores de la retina presentan una
cilia primaria en posicion apical durante interfase, lo cual esta en sintonia con trabajos
ultraestructurales previos en otras especies. Ademas, pudimos identificar varias
funciones de la cilia en estas células, incluyendo su participacion en la proliferacién y la

especificacion de destinos de las células derivadas de los progenitores tempranos.

En segundo lugar, evidenciamos que las CGR en diferenciacién poseen cilias
dinamicas. Luego de la salida de mitosis, la nueva neurona presenta una cilia previo al
desprendimiento de la superficie del neuroepitelio y en posicién apical. En la mayoria
de los casos la retraccidn del proceso apical comenzé en ausencia de una cilia, que luego
reaparecio y estuvo presente durante el resto de la retraccion. Durante la retraccidn del
proceso apical la cilia se mantuvo apical, pero en etapas posteriores se volvié dinamica,
con cambios de posicidon alrededor de la célula y momentos en que dejé de ser
detectable. Durante este periodo, pudimos comprobar que la cilia puede influir en la
diferenciacién de las CGR, afectando el posicionamiento del nucleo en la regién basal
del neuroepitelio. La presencia de la cilia fue variable durante el inicio de la formacién

de las dendritas.

Finalmente, nuestros resultados y los que se han reportado en otros trabajos,
sugieren que la inhibicion de la formacion de la cilia genera efectos similares a los
observados al inhibir la sefializacién por Shh. Esto no excluye la posibilidad que la
presencia de la cilia afecte por si misma la generacién y diferenciacion de las CGR, o que
haya otras vias de sefializacion que operen a través de la cilia y que tengan influencia en
estos procesos. Entender en profundidad el rol de las cilias en la diferenciacién de las
CGR representara un paso importante no solo para determinar el rol de este organelo
en el desarrollo de la retina sino que seguramente brinde pistas sobre procesos comunes
a otros tipos neuronales, datos que seran criticos para ahondar en las bases celulares de

los fenotipos neuroldgicos y cognitivos que caracterizan a las ciliopatias.
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Glosario

Arl13b / Arl13b-GFP / Arl13b(1-190): GTPasa pequefia que se localiza en la membrana de la
cilia primaria y que estd involucrada en el transporte de proteinas hacia la membrana ciliar.
Arl13b-GFP denota la proteina Arl13b fusionada a GFP y Arl13(1-190) indica el dominio N-
terminal entre los aminoacidos 1y 190.

atoh7: regién promotora de la transcripcién del factor Atoh7. Este factor se expresa en
progenitores neuronales de la retina durante su ultimo ciclo celular y en células ganglionares
de la retina.

barhl1.2: regién promotora de la transcripcidn del factor Barhl1.2. Esta proteina se expresa en
un subgrupo de células ganglionares de la retina.

CrX: region promotora de la transcripcidn del factor Crx, que se expresa en células bipolares y
fotorreceptores

DMSO: dimetilsulféxido

EGFP-CAAX: versidon de EGFP fusionada en C terminal con 21 aminodcidos que codifican una
sefial de prenilacidn, lo que permite la asociacién del EGFP a la membrana plasmatica

Elipsa: proteina relacionada al transporte intraflagelar anterégrado que media la interaccion
entre la particula de IFT y la GTPasa Rab8 de membrana

elipsa-BT / elipsa-BS: morfolinos dirigidos a inhibir la traduccién (-BT) o el splicing (-BS) del
pre-ARNm codificante para Elipsa.

gap-GFP / gap-mRFP: GFP o mRFP fusionadas en N-terminal a la sefial de palmitilacién de la
proteina GAP43 (gap).

Gal4: proteina que contiene el dominio de unién al ADN de Gal4 fusionado al dominio de
transactivacioén de la transcripcion VP16 [413-470].

Glil-EGFP: factor transcripcional Glil fusionado a EGFP en C terminal

Gli2DR: version truncada del factor transcripcional Gli2 que actia como un represor no
regulable de la transcripcion

hsp70I / hsp: regién promotora del gen Hsp70l. El gen hsp70 presenta muy baja expresién a
28.5 °C pero se induce al incubar los embriones a 37 °C (shock térmico)

IFT: intraflagellar transport - transporte intraflagelar

IFT88: proteina involucrada en el transporte intrafagelar anterégrado, compuesta por
dominios TRP que permiten su interaccidn con otras proteinas.

ift88-BT / ift88-BS: morfolinos dirigidos a inhibir la traduccién (-BT) o el splicing (-BS) del pre-
ARNm codificante para Ift88.
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P2A: péptido viral que da lugar a un evento de ribosomal skipping en C-terminal de esta
secuencia

Patched: proteina de membrana que actia como receptor de la molécula de sefializacion
extracelular Sonic Hedgehog

ptfl: promotor del factor transcripcional Ptf1 cuya expresion es requerida para la formacion
de células amacrinas y horizontales

Rab8A: Rab8A es una GTPasa pequefia que participa en el trafico de vesiculas hacia la base de
la cilia y que por lo tanto es requerida para su formacion

Rab8A[T22N]: proteina Rab8A con una mutacidn de una treonina en la posicién 22 ([T22N]).
Esta variante de la proteina permanece unida a GDP y es incapaz de entrar a la cilia

SAG: droga que actla como agonista de la proteina Smoothened

Smoothened: proteina de membrana que participa en la transduccidn de sefiales de la via de
Sonic Hedgehog

Sonic Hedgehog (Shh): proteina de secrecién que funciona en la comunicacion intercelular a
corta y larga distancia

SP6: promotor utilizado para sintesis de ARNm in vitro a partir de la polimerasa de ARN SP6

UAS: promotor conteniendo 10 elementos de respuesta a Gal4 (Gal4 upstream activating
sequence).
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ANEXO |

Los videos se pueden ver utilizando el programa Quick Time Player. En todos los casos
mostramos proyecciones en 3D de la intensidad maxima y el tiempo estd expresado en

h:min. cp: cilia primaria; ax: axdn; pa: proceso apical.

Video 1 (relacionado a la figura 7A). En este video observamos un progenitor (asterisco)
gue expresa gap-RFP antes y durante la mitosis. Al inicio del video se puede observar
una cilia primaria marcada con Arl13b-GFP en el extremo apical del progenitor. La cilia
dejo de ser visible momentos antes de que el progenitor se redondee (fase M del ciclo)

y reaparecié luego de finalizada la divisidn celular.

Video 2 (relacionado a la figura 7B). En este video observamos una CGR en
diferenciacién (asterisco) desde momentos previos al desprendimiento de la superficie
del neuroepitelio, hasta el inicio de la extensién de filopodios previo a la formacién de
las dendritas. Esta célula ya presentaba un axoén al inicio de la adquisicién. Pudimos
observar una cilia primaria previo al desprendimiento, durante la retraccion del proceso

apical y en las primeras etapas de la dendritogénesis.

Video 3 (relacionado a la figura 7C). Este video muestra una CGR en diferenciacion
(asterisco) desde momentos previos al desprendimiento de la superficie del
neuroepitelio hasta el final de la retraccién del proceso apical. En el panel de la derecha
mostramos el canal de Arl13b-GFP, mientras que en el de la izquierda se trata de la
imagen compuesta del canal de Arl13b-GFP y gap-RFP. Momentos antes de que la célula
se desprendiera de la superficie del neuroepitelio, la cilia primaria comenzé a

desplazarse en direccion basal

Video 4 (relacionado a la figura 9A). En este caso observamos una CGR en diferenciacion
(asterisco) durante la retraccion del proceso apical hasta el inicio de la formacion de

filopodios (>). Observamos una cilia primaria en el extremo del proceso apical, que deja
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de ser visible luego de finalizada la retraccidn y reaparece en posicion apical cuando la

célula comienza a extender filopodios.

Video 5 (relacionado a la figura 9C). En este video mostramos una CGR en diferenciacion
(asterisco) que se encuentra posicionada en la regién basal del neuroepitelio y presenta
un axon al inicio de la adquisicion. La observamos hasta el inicio de la formacion de las
dendritas. La cilia primaria es muy dinamica al inicio del video, pero se ubica en la regién

apical de la célula previo al inicio de la formacidn de las dendritas (>).

Video 6 y 7 (relacionados a la figura 15A). Imagenes de células que expresan gap-RFP
provenientes de un embridn inyectado con morfolino control, en la retina de un embrién
de la linea atoh7:gap-GFP. Las células del donante se incorporaron normalmente a la

capa de CGR del receptor.

Video 8 (relacionado a la figura 15B). Imdagenes de células que expresan gap-RFP
provenientes de un embrién inyectado con los morfolinos elipsa-BS/ift88-BS, en la retina
de un embrién de la linea atoh7:gap-GFP. Algunas de las células del donante se
incorporaron normalmente a la capa de CGR del receptor, pero otras permanecieron

por fuera durante el periodo de adquisicion.

Video 9 (relacionado a la figura 15C). En éste video observamos células que expresan
gap-GFP provenientes de un embridon sin inyectar. El embrién receptor de la linea
atoh7:gap-RFP fue inyectado con elipsa-BS/ift88-BS. Las células que expresan gap-GFP

(>) diferencian antes que las céluas gap-RFP en la misma regién de la retina (»).

Video 10 (relacionado a la figura 15D). En este caso observamos un grupo grande de
células que expresan gap-GFP provenientes de un embridn sin inyectar, que se
desarrollan en la retina de un embridn de la linea atoh7:gap-RFP inyectado con elipsa-

BS/ift88-BS. Las células del donante sobrepasan en nimero a las células del receptor.
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Video 11 (relacionado a la figura 17D). En la parte superior mostramos videos de la
retina de embriones SoFal inyectados con morfolino control o elipsa-BS/ift88-BS. En las
graficas se observa el perfil de intensidad de cada fluordforo a través de la retinay cémo

cambia a medida que pasa el tiempo.

Video 12 (relacionado a la figura 18A). Serie de imdagenes a lo largo del tiempo en donde
mostramos una CGR en diferenciacién en un embridn inyectado con morfolino control.
El punto azul indica el centro del soma, la flecha verde el inicio del crecimiento axonal y
la localizacién del cono de crecimiento, y la flecha magenta indica el extremo del proceso

apical durante la retraccion.

Videos 13 y 14 (relacionados a las figuras 18B y C). En estos videos observamos CGR en
diferenciacién en un embrién inyectado con elipsa-BS/ift88-BS. El punto azul indica el
centro del soma, la flecha verde el inicio del crecimiento axonal y la localizacién del cono
de crecimiento, y la flecha magenta indica el extremo del proceso apical durante la

retraccion.
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