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Resumen

En los tetrdpodos, la mayor parte del sistema nervioso se genera a partir de
la placa neural, la cual se pliega e invagina para formar el tubo neural. La pared de
esta estructura estd conformada por un epitelio con células altamente polarizadas.
El mantenimiento de esta polaridad y el cierre del tubo neural dependen de la
integridad del citoesqueleto, cuya dindmica es regulada por diversas vias de
sefializacién. MARCKS es una proteina moduladora de actina, cuya deplecién en
ratones afecta principalmente el desarrollo del sistema nervioso, incluyendo la
apariciéon de defectos del cierre del tubo neural (DTN). MARCKS es blanco de
fosforilacion por PKC, la cual modula tanto su localizacion subcelular como su
interaccion con otras moléculas. En embriones de pollo, MARCKS se acumula
transitoriamente en la regién apical de las células neuroepiteliales durante el cierre
del tubo neural.

Este trabajo intenta aportar a la comprensiéon de las funciones de PKC y
MARCKS durante la formacién del tubo neural en embriones de pollo. Como
primera aproximacion, modificamos farmacolégicamente la actividad de PKC en
embriones de pollo en cultivo. La activacién de PKC gener6 importantes DTN. A su
vez, la polaridad del neuroepitelio se vio drasticamente afectada, con la aparicion de
protrusiones apicales de citoplasma y nucleos. Este tratamiento produjo en algunas
células la pérdida del contacto con la lamina basal. Al expresar una variante de
MARCKS que no es capaz de ser fosforilada por PKC, pudimos revertir en parte el
efecto generado por su activacion sobre las células neuroepiteliales. Finalmente,
redujimos la expresion de MARCKS utilizando morfolinos que bloquean su
traduccion, lo cual llevé a defectos en la morfogénesis del tubo neural similares a

los presentados tras la activacién de PKC, tal como la aparicién de protrusiones



apicales. Ademas, encontramos que tanto el enriquecimiento apical de MARCKS
como el efecto de la activacion de PKC, son caracteristicas compartidas por otros
epitelios en invaginacién durante el desarrollo.

Considerando en conjunto los resultados experimentales de esta tesis,
podemos afirmar que la actividad de PKC debe estar finamente regulada durante el
cierre del tubo neural en embriones de pollo y que una parte importante de los
efectos generados por su activacion estan mediados por MARCKS. Hemos también
evidenciado que la localizacién subcelular de MARCKS, y por lo tanto su asociacion

a la membrana apical es necesaria para una correcta formacién del tubo neural.



Introduccion



Una de las preguntas fundamentales en biologia es como los organismos
multicelulares surgen de una unica célula: el cigoto. Organos de complejidad y
forma variada como pueden ser el higado o el cerebro, se forman durante el
desarrollo embrionario a través de multiples movimientos morfogéneticos de capas
de células epiteliales (Andrew & Ewald 2010). Un ejemplo extraordinario de
morfogénesis epitelial estd dado por la formacién del tubo neural, que implica una
serie de eventos morfogéneticos finamente coordinados que inician el desarrollo del

sistema nervioso central de los vertebrados.

Desarrollo temprano del sistema nervioso

En los tetrapodos, la formaciéon del tubo neural ocurre de dos maneras
posibles, llamadas neurulacién primaria y neurulaciéon secundaria (ver Figura I-1)
(Lowery & Sive 2004). La neurulacion primaria resulta en la formacion de la mayor
parte del tubo neural, el cual dara lugar al cerebro y una gran proporciéon de la
médula espinal. Aunque existen algunas diferencias morfoldgicas en distintas clases
de vertebrados tetrapodos, la formacién de esta region del tubo comienza a partir
de un engrosamiento de una capa de células epiteliales ectodérmicas en la region
dorsal del embrién, la placa neural, y la subsiguiente elevacion de las regiones
laterales de esta capa celular. Estas elevaciones, denominadas pliegues neurales, se
dirigen hacia la linea dorsal media donde se encuentran y fusionan completando la
conversion de la ldmina plana en un tubo. Este proceso se denomina colectivamente
cierre del tubo neural (Wallingford 2005).

En contraste, la neurulacion secundaria da cuenta de la formacion de la
porcion terminal del tubo neural caudal. Durante la neurulacién secundaria no

existe una placa neural, sino que el tubo neural deriva de una poblacion de células



mesenquimaticas, que se condensan para formar el “cordéon medular” (Shimokita &
Takahashi 2011). Posteriormente, las células externas del cordén medular sufren
una transicion mesénquima-epitelial para formar un epitelio columnar
pseudoestratificado similar al de la placa neural, mientras que las células internas
permanecen con un fenotipo mesenquimal. Mas tarde comienza el desarrollo de
uniones intercelulares y las células epiteliales se convierten en células polarizadas.
La luz del tubo se forma entre las dos capas de células, formandose multiples
lamenes que coalescen para formar el tubo neural (Catala et al. 1995). Por ultimo,
se produce la fusién con la regién rostral del tubo generado por neurulacién
primaria, para generar un tubo neural tnico y continuo (Colas & Schoenwolf 2001).
Recientemente se ha demostrado que la region de fusion entre ambas porciones del
tubo neural no es simplemente un “pegado”, sino que posee caracteristicas
morfogéneticas particulares, entre las que se destacan movimientos concertados de
elevacién y plegado de la placa neural combinado con un ingreso local e
intercalacion de células. Por esta razon los autores lo han catalogado como un
proceso distinto a los mencionados anteriormente, denomindndolo "neurulaciéon de

la unién” (Dady et al. 2014).
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Figura I-1. Neurulacion primaria y secundaria. A La neurulacién primaria
comprende el plegamiento de una placa neural epitelial en un tubo neural. B
Durante la neurulacion secundaria el cordén medular sufre una transicion
mesénquima-epitelial antes de la cavitacion para formar el tubo neural. Imagen

tomada y modificada de Lowery & Sive 2004.



Induccion neural

Previo a la formacién de la placa neural, la regién del ectodermo dorsal que
dard lugar al sistema nervioso debe ser especificada a convertirse en ectodermo
neural, en un proceso denominado induccién neural. Dicha induccién involucraria la
supresiéon de un destino epidérmico, mas que una induccién de un destino neural tal
como lo indica el modelo de “induccién por defecto” (De Robertis & Kuroda 2004).
Este modelo postula que una subfamilia de factores TGFpB, denominados proteinas
morfogenéticas de hueso (BMPs) son las encargadas de especificar un destino
epidérmico. Estas son proteinas extracelulares que se unen y activan receptores de
superficie celular, llevando a la activacion de factores de transcripcion que
estimulan la expresion de genes de diferenciacién epidérmica. En la regién en que
se formard el sistema nervioso central existen antagonistas de BMPs, secretados por
el cordamesodermo dorsal. Estos antagonistas (folistatina, noggina, cordina y
cerberus) son proteinas de secrecion que se unen a los ligandos de BMP
previniendo la activacion de los receptores de BMP y por lo tanto determinando un
destino neural (De Robertis & Kuroda 2004).

Sin embargo, otros experimentos realizados en pollo y Xenopus han arrojado
evidencias de que el proceso de induccién neural no es tan sencillo. Se ha sugerido
que la cascada de senalizacion mediada por FGF posee un rol instructivo en la
induccién neural en estadios tempranos y que es independiente de su actividad
inhibitoria de la via de BMP. Se ha observado en embriones de pollo que la senal de
BMP inhibe la expresion del marcador de placa neural “definitivo™ Sox2, pero no la
expresion del marcador temprano Sox3 (Linker & Stern 2004). A su vez, en Xenopus
el bloqueo de la senal de BMP en el estadio de gastrula (cuando ocurre la induccion

neural) no induce tejido neural, pero cuando la inhibicién de la actividad de BMP se



realiza luego del estadio de gastrula, se genera tejido neural ectopico. Sin embargo,
cuando la inhibiciéon tardia de BMP es combinada con una activacién temprana de
FGF, existe un aumento considerable en la induccion. Dichos ensayos apoyan la idea
de que una sefial de FGF temprana es requerida antes de la inhibicién de la
actividad de BMP para una correcta induccion neural (Delaune et al. 2005). Por lo
tanto, parece ser que la induccién neural no ocurre en un simple paso, sino que
requiere de una secuencia de sefiales en un orden especifico en el cual la inhibicion

por BMP constituye un evento tardio (Stern 2006).

Polaridad epitelial

Los epitelios son tejidos constituidos por células contiguas yuxtapuestas,
unidas fuertemente entre si, que rodean cavidades y constituyen componentes
funcionales esenciales de distintos érganos. Proveen barreras de protecciéon entre
compartimentos que poseen diferentes funciones fisiolégicas, ademdas de multiples
funciones como secrecion, absorcién y recepcién sensorial. Los tejidos epiteliales se
caracterizan por poseer uniones célula-célula muy estables mediadas por distintos
tipos de complejos de adhesion, por la conexién con la ldmina basal y por una
robusta polarizacién que determina distintos dominios celulares. La polaridad
apico-basal es una caracteristica propia de todos los epitelios y separa la membrana
plasmatica en 3 regiones: basal, lateral y apical. El dominio basal contacta con la
ldmina basal a través de uniones mediadas por integrinas, en el dominio lateral se
encuentran los complejos de unién célula-célula, como son las uniones estrechas y
zonula adherens. Las uniones estrechas forman barreras con permeabilidad
selectiva regulando el pasaje de agua, iones y otros solutos. A su vez, sirven como

barreras moleculares que dividen los dominios apical y baso-lateral de la membrana



plasmatica en distintos compartimentos (Anderson 2001). Por otro lado, las uniones
de tipo adherente, compuestas por cadherinas, proveen al tejido epitelial de una
cohesion muy fuerte entre sus células (Niessen 2007).

Distintos componentes de los complejos de adhesion anclan y organizan el
citoesqueleto, e interactian con factores de transcripcién y con distintas moléculas
de senalizacion celular, funcionando como centros integradores para eventos de
transduccion de senales (Hartsock & Nelson 2008). Los complejos de adhesion
celular a su vez participan en el establecimiento de la polaridad celular, anclando
complejos moleculares que establecen y mantienen la polaridad apico-basal. El
complejo Crumbs, compuesto por Crumbs, PALS y PAT], se encuentra en la regién
apical, enriquecido en el limite entre las regiones apical y lateral de la célula. La
interaccion de PAT] con ZO-3 y claudinas, anclan dicho complejo a las uniones
estrechas (Roh et al. 2002). Se ha documentado que la expresion éctopica de
Crumbs confiere por si sola la identidad apical a la membrana plasmatica (Wodarz
et al. 1995). Mutaciones en los componentes de este complejo inhiben la formacién
de un dominio apical y la subsecuente pérdida de polaridad (Tepass et al. 2001). EI
complejo Crumbs a su vez restringe el reclutamiento de un segundo complejo de
polaridad, Par, integrado por PAR3, aPKC y PARG6, a una regi6on mds basal (sub-
apical) de la membrana. Su localizacion estd mediada por la interaccion de PAR3 y
un componente de las uniones estrechas, JAM-1 (Itoh et al. 2001). Por tultimo, el
complejo Scribble, conformado por Scribble, Dlg y Lgl, se localiza en la regiéon baso-
lateral de la membrana. Scribble inhibe la formacion del complejo Par, otorgando
identidad baso-lateral a la membrana (Tanentzapf & Tepass 2003). La interaccién
mutuamente antagénica entre estos tres complejos (ver Figura I-2) es esencial para
el establecimiento y mantenimiento de la polaridad 4pico-basal. Estos complejos

funcionan como centros de sefializacion y anclaje de distintas moléculas, facilitando



la coordinada regulacién del citoesqueleto, el trafico de membrana y la composicién
de la membrana plasmatica necesarias para el establecimiento de una correcta

polaridad celular (Goldstein & Macara 2007).

Dominio apical

Complejos r] Crumbs-PALS-PATJ r]

de unién -
apical
PAR3-aPKC-PARG
Scrib-Dlg-Lgl
Dominio
baso-
lateral

Figura I-2. Distribucion de los complejos de polaridad epitelial. El complejo
Crumbs se localiza por encima de las uniones estrechas, el complejo Par se localiza
predominantemente en las uniones estrechas y el complejo Scribble se localiza en el
dominio lateral de la membrana plasmatica. La inhibicién reciproca entre los
complejos (flechas negras) establece y mantiene sus respectivas distribuciones

asimétricas.

Las células neuroepiteliales también estan morfolégicamente polarizadas con
dominios de membrana apical y baso-lateral, y contienen estructuras subcelulares
polarizadas, como el centrosoma y el citoesqueleto cortical de actina (Chenn et al.
1998). Sin embargo poseen una particularidad: durante el cierre del tubo neural
pierden la expresion de la proteina transmembrana ocludina, que es esencial para la

funcién de las uniones estrechas. Al mismo tiempo, otra proteina enriquecida en las



uniones estrechas, Z0-1, cambia su localizacién a las uniones de tipo adherente
(Aaku-Saraste et al. 1996). Dicho fenédmeno conlleva a la pérdida total del sellado
apical producido por las uniones estrechas y a una disminucion de la polaridad

apico-basal.

Cierre del tubo neural

La formacion de la placa neural comienza con una diferenciaciéon fenotipica
de sus células con respecto al ectodermo que la rodea y que formara la epidermis:
las células adoptan una forma columnar y se elongan en su eje apico-basal (ver
Figura I-3 A). Esta elongacién estd mediada en parte por microtubulos paraxiales
(Schoenwolf & Powers 1987). El segundo paso, el moldeado de la placa neural, es
un paso critico. Al momento de la especificacion, la placa neural es ancha a lo largo
del eje medio-lateral y corta en el eje céfalo-caudal. Durante este paso, la placa se
estrecha en el eje medio-lateral y se alarga en el eje céfalo-caudal, mediante un
proceso de convergencia y extensién en el cual las células convergen en la linea
media y como consecuencia el tejido se alarga. Alteraciones de estos movimientos
generan defectos en el cierre del tubo neural (Wallingford & Harland 2002). La
regulacion de los movimientos de extensién convergente estdn mediados por la
polaridad celular planar (PCP), entendida como la polaridad celular en el plano del
epitelio. Esta clase de polaridad le confiere al tejido coordenadas espaciales que
permiten comportamientos celulares orientados en el plano de una capa celular
(Wallingford 2012).

A su vez, el cambio de forma que sufren las células neuroepiteliales de
acuerdo al eje apico-basal también contribuye al moldeado de la placa neural. La

elevacion del neuroepitelio ayuda a disminuir el ancho de la placa con respecto al
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eje medio-lateral, ya que el volumen de las células no varia durante el proceso de

elongacion de las células (Schoenwolf & Powers 1987).

Figura I-3. Neurulacién en el embrién de pollo. Secuencia de imdgenes de
microscopia electrénica de barrido de embriones de pollo en diferentes estadios de
la neurulacién. La placa neural (A) se transforma en el surco neural mediante la
formacién del punto de bisagra medial (asterisco) (B) que luego adiciona los puntos
de bisagra laterales (puntas de flecha) (C), con lo cual los pliegues neurales se
enfrentan en la linea dorsal media, formando el tubo neural (D). Modificado de

Gilbert 2010.

El plegamiento de la placa comienza mientras el moldeado estd en marcha.
Este proceso involucra la formacion de los pliegues neurales en los bordes laterales
de la placa y su subsecuente elevacién y convergencia hacia la linea media (ver
Figura I-3 B-C). El plegamiento se lleva a cabo gracias a fuerzas intrinsecas y

extrinsecas a la placa neural. Las fuerzas intrinsecas involucran la generacién de
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puntos de bisagra, un punto de bisagra medial que se extiende a lo largo de todo el
eje rostro-caudal, y un par de puntos bisagras laterales que se encuentran
principalmente en las regiones presuntivas del cerebro (Colas & Schoenwolf 2001).
Luego, la placa neural rota alrededor de los puntos de bisagra. Las fuerzas
extrinsecas a la placa neural dependen tanto de la expansion del mesénquima de la
cabeza, como del deslizamiento del tejido ectodérmico no neural adyacente a la
placa. Ambos tejidos generan una fuerza de traccion que ayuda a la convergencia de
los pliegues neurales (Moury & Schoenwolf 1995; Chen & Behringer 1995). Como
consecuencia de estos movimientos, los pliegues entran en contacto en la linea
media, donde se adhieren y posteriormente se fusionan, generado un tubo neural

separado del ectodermo epidérmico (ver Figura I-3 D).

El citoesqueleto de actina y el cierre del tubo neural

El citoesqueleto de actina posee un papel importante en la generacion del
tubo neural, en especial en el proceso de plegamiento de la placa. Esta observacion
esta dada por el hecho de que agentes farmacoldgicos que afectan a los filamentos
de actina, y mutaciones en genes que codifican proteinas que los regulan, bloquean
el cierre del tubo neural en este paso. Dos eventos morfolégicos ocurren en este
momento que dan cuenta de la dependencia del citoesqueleto, uno de ellos es la
formacion de los puntos de bisagra a través del cambio en la morfologia celular,
mientras que el segundo es el plegamiento de la placa alrededor de los puntos de
bisagra.

La formacién de los puntos de bisagra se puede llevar a cabo por dos
mecanismos: constriccion apical y/o expansion de la regiéon basal de las células

neuroepiteliales. El primero consiste en una reduccion del area de la region apical
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de las células, transformando células de morfologia columnar en células con aspecto
de cufia. La disminucién de la region apical se da por un proceso de constriccion del
anillo de actina y miosina (actomiosina) (Sawyer et al. 2010). Existe una densa
distribucion de filamentos de actina en la region apical de las células
neuroepiteliales y proteinas clave que participan en la contraccion del anillo de
actomiosina, como son Rho, la quinasa de Rho (ROCK) y la proteina motora miosina
IIB, estan localizadas apicalmente en las células neuroepiteliales (Hildebrand 2005;
Kinoshita et al. 2008; Nishimura & Takeichi 2008). A su vez, el complejo motor de la
miosina II se encuentra en un estado activo, dada por la fosforilacién de la cadena
liviana de la miosina II (Kinoshita et al. 2008).

Aunque la constriccion apical mediada por el anillo de actomiosina es
ampliamente aceptada como motor de la neurulacién, existen ciertas evidencias que
demuestran que el mecanismo no es tan simple. La placa neural se pliega en lugares
especificos (los puntos de bisagra central y mediales) en lugar de una invaginacion
general del neuroepitelio. Sin embargo, el anillo de actomiosina no se encuentra
solamente en esos puntos, sino que se encuentra en la cara apical de todas las
células (Ybot-Gonzalez & Copp 1999). Modelos alternativos que se centran en la
regulacion de la polaridad apico-basal como efectores de la constriccion apical han
surgido en respuesta a estas interrogantes. Como se comenta mas arriba, el
complejo Par se encuentra asociado a la uniones estrechas, sin embargo su
asociacion con dichas uniones es sensible a la cascada de sefializacién mediada por
BMP (Eom et al. 2011). Una disminucion local de la senial de BMP vuelve inestable
al complejo PAR, degradandolo y dejando el camino libre para una incursion apical
de la proteina LGL del complejo Scribble. LGL le confiere a la membrana apical una
identidad baso-lateral, disminuyendo el area de membrana apical, llevando a una

constriccion (Eom et al. 2011).
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En esta misma linea, se ha establecido una relacién entre la progresion del
ciclo celular y los cambios morfolégicos de las células en los puntos de bisagra
(Smith & Schoenwolf 1988). Mientras las células neuroepiteliales transcurren en el
ciclo celular, sus niucleos migran en el eje apico-basal, ocurriendo la mitosis siempre
en la region apical. A este proceso, descrito por F. C. Sauer en 1935, se lo denomina
“migracion nuclear intercinética”. Las células del punto de bisagra medial poseen
ciclos celulares largos, y cortos estadios de mitosis en la region apical de las células
en comparacién con el resto del neuroepitelio. Esto lleva a una expansion de la
regién basal, contribuyendo asi, a la generacién de las bisagras (Smith &

Schoenwolf 1988).

Proteina quinasa C

La proteina quinasa C (PKC) comprende una familia de isoenzimas
serina/treonina quinasa estructuralmente homologas, las cuales poseen un rol
critico en la transduccién de senales. Las PKC estan ampliamente conservadas en
eucariotas variando en complejidad desde una tnica isoforma en levaduras, a 5 en
moscas, hasta 13 en mamiferos (Mehta 2014). Esta familia esta involucrada en una
gran variedad de funciones celulares y vias de transduccion de sefiales regulando
migracion, polaridad, proliferacion, diferenciacién y muerte celular (Nishizuka
1995; Saito et al. 2002).

Los trece miembros de la familia en mamiferos estan agrupados en cuatro
subclases de acuerdo a sus caracteristicas estructurales y requerimientos de
cofactores. Todos los miembros comparten una estructura bdasica, consistiendo en
un dominio regulatorio en la regién N-terminal y un dominio catalitico en C-

terminal. Las subclases se dividen en PKCs clasicas o convencionales (cPKC: «, BI,
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BII y y), PKCs noveles (nPKC: g, 6, n y 6), PKCs atipicas (aPKC: T y 1) y las quinasas
relacionadas a PKC (PKR1, 2 y 3) (Ron & Kazanietz 1999; Mellor & Parker 1998).
Todas las isoformas requieren de fosfatidilserina para su activacién. Las cPKCs son
sensibles al Ca?* y necesitan la adiciéon de diacilglicerol o éster de forbol para su
activacion. Las nPKCs son insensibles al Ca?* pero igual requieren de la adiciéon de
diacilglicerol o éster de forbol para su activaciéon. Para el caso de la aPKCs, éstas
son insensibles al Ca?* e independientes de diacilglicerol y éster de forbol. Por
ultimo, las PRK son insensibles al Ca** al diacilglicerol y éster de forbol, sin embargo
se ha documentado que PRK1 se une a RhoA aumentando su activacion in vitro
(Mellor & Parker 1998).

Como mecanismo general, la activacion de las cPKCs esta mediada por el
segundo mensajero diacilglicerol, producto de la reaccién enzimdatica de la
fosfolipasa C sobre el fosfolipido fosfatidilinositol 4,5-bisfofato (PIP:), generando
diacilglicerol e inositol 1,4,5-trifosfato (IP;). El IP; aumenta la concentracion
citosélica de Ca?*, lo cual provoca la translocacién de PKC desde el citosol a la cara
citoplasmatica de la membrana plasmatica. Alli se activa por la combinacién de

Ca?*, diacilglicerol y el fosfolipido fosfatidilserina (Saito et al. 2002).

MARCKS

MARCKS (Myristoylated Alanine-Rich C Kinase Substrate) es una proteina
perteneciente a una familia compuesta por dos miembros: MARCKS y MARCKS-Like
1. Originalmente se la identificé como el principal sustrato de PKC (Albert et al.
1986) y desde entonces ha sido implicada en un gran numero de procesos celulares.
Entre ellos se destaca la regulaciéon de la dindmica del citoesqueleto cortical de

actina en eventos como el desarrollo del sistema nervioso, la migracién celular y la
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adhesion, asi como en los procesos de fagocitosis, endocitosis y exocitosis (Arbuzova
et al. 2002). Si bien es una proteina ubicua, su expresion es elevada en el cerebro,
donde constituye cerca del 0.2% de las proteinas totales (Albert et al. 1986).

Las proteinas de la familia MARCKS son proteinas pequenas, intrinsecamente
desplegadas, acidas, ricas en alanina, glicina, prolina y acido glutdmico. En el pollo,
la secuencia de MARCKS consta de 280 aminodcidos y tiene un peso molecular
medido por espectrometria de masa MALDI-TOF de 27.8kDa (Stumpo et al. 1989;
Zolessi et al. 2004), pero su alto contenido en aminodacidos con carga negativa y su
estructura desplegada hacen que su migraciéon en geles de SDS-poliacrilamida sea
andmala y su tamafio aparente ronde entre los 60 y 80 kDa (Blackshear 1993). Se
encuentra tanto asociada a la membrana celular como libre en el citosol (soluble).
Contiene tres dominios conservados, un dominio N-terminal que puede ser
miristilado, un dominio MH2 cuya funciéon es desconocida y un dominio efector
béasico también llamado dominio de fosforilacion, ya que los sitios de fosforilacién
por PKC se encuentran en él (Stumpo et al. 1989). El dominio amino terminal esta
formado por los primeros catorce aminoacidos que conforman la secuencia
consenso para su miristilacién. Esta es una modificacién co-traduccional en la cual
se adiciona un acido miristico al grupo amino de la glicina (la metionina inicial es
eliminada co-traduccionalmente), en el extremo N-terminal, mediante un enlace
amida (Towler et al. 1988). Dicha miristilaciéon no jugaria un rol preponderante en la
determinacién de la estructura secundaria ni su interaccién con otras proteinas
(Taniguchi et al. 1994). La secuencia que codifica el dominio MH2 presenta un alto
grado de conservacion entre distintos vertebrados y es sitio de fosforilaciéon por
quinasas dependientes de ciclinas (cdk) en neuronas en diferenciacion (Zolessi et al.
2004; Toledo et al. 2013). A su vez, es el unico sitio de empalme del ARNm

(Blackshear et al. 1992). Finalmente, el dominio efector (DE) posee una secuencia
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de 25 aminodacidos con 4 serinas susceptibles de ser fosforiladas por PKC (Thelen et
al. 1991). En bovinos, pollos y en humanos, las cuatro serinas pueden ser
fosforiladas, mientras que en ratones solo la primera, segunda y cuarta (S152, 156 y
163) son fosforilables por PKC clasicas («, B, y) y noveles (6, 6, € y n) (Taniguchi et
al. 1994; Herget et al. 1995; Uberall et al. 1997).

Ademads de ser el sitio de fosforilacién por PKC, el DE también actia como
sitio de interaccién con otras moléculas tales como la calmodulina unida a calcio
(Ca-CaM), los fosfolipidos de membrana cargados negativamente y los filamentos de
actina (ver Figura I-4). La proteina desfosforilada entrecruza los filamentos de
actina por medio de dos sitios de unidon a actina idénticos localizados en el DE,
responsables de interactuar y entrecruzar los filamentos de actina (Hartwig et al.
1992; Yarmola et al. 2001). La capacidad de entrecruzar filamentos puede ser
inhibida por la uniéon a calmodulina o por la fosforilacién mediada por PKC. La
fosforilacion no impide la unién a la actina, pero ésta se vuelve mas laxa impidiendo
el entrecruzamiento de los microfilamentos (Hartwig et al. 1992). La unién a la
membrana plasmatica estd mediada por la unién hidrofébica del grupo miristato a la
bicapa lipidica, y por la interaccién electrostatica entre los residuos basicos del DE
y las cabezas cargadas negativamente de fosfolipidos de la membrana (Aderem
1992; Blackshear 1993; Wang et al. 2001). El dominio efector puede ser separado de
la membrana plasmatica si se eliminan los fosfoinositidos PIP, y PIP;, demostrando
la importancia de estos fosfolipidos en el anclaje del DE a la membrana plasmatica
(Heo et al. 2006). La fosforilacion también provoca su translocacién al citosol, al
cambiar las cargas eléctricas del DE (Rosen et al. 1990). MARCKS es de esta

manera modulada por la activacion de PKC y de Ca-CaM (Hartwig et al. 1992).
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Figura I-4. Representacion de las principales interacciones y cascadas de
senalizaciéon de MARCKS. MARCKS se une a la membrana plasmatica a través de un
grupo miristato que se inserta en la bicapa y a la interaccién del DE con los
fosfolipidos de la membrana. MARCKS puede translocarse de manera reversible al
citosol, por ciclos de fosforilaciones/desfoforilaciones mediadas por PKC y fosfatasas
respectivamente o aumentos transitorios en la concentracion de Ca?*llevando a una
activacién de Ca-Calmodulina. Nétese que la capacidad de entrecruzar filamentos
de actina, asi como las interacciones con PKC y Ca-CAM son mutuamente

excluyentes.

MARCKS y el desarrollo del sistema nervioso

A pesar de ser MARCKS una proteina ampliamente distribuida en distintos
tejidos, los efectos de la delecion de su gen en ratones sdlo son importantes a nivel

del sistema nervioso (Stumpo et al. 1995). Todos los ratones homocigotos para dicha
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delecion murieron antes o algunas horas después del nacimiento. En ellos el
fenotipo es complejo, y presenta severas alteraciones anatdmicas derivadas de un
cierre defectuoso del tubo neural como son exencefalia y onfalocele. En aquellos
ratones donde no existia exencefalia, se apreciaron defectos tales como la falla en la
laminacién de la corteza cerebral. Estos ratones presentan ademdas agenesia del
cuerpo calloso y otras comisuras del cerebro anterior. Algunos de estos defectos
pueden ser explicados por anomalias en la migracién neuronal, ya sea como
consecuencia de alteraciones en la interacciéon célula-célula o célula-matriz,
funciones donde MARCKS podria jugar un rol importante. En estos ratones existen
anomalias en la ldmina basal que rodea el tubo neural y en otras moléculas de la
matriz extracelular como los proteoglicanos, lo cual puede ocasionar defectos en la
migracion de los neuroblastos (Blackshear et al. 1997). Los ratones heterocigotos
por su parte, si bien no presentan deficiencias anatémicas ostensibles, tienen
defectos en el aprendizaje espacial (McNamara et al. 1998). Los defectos
provocados por la delecion del gen de MARCKS son revertidos en ratones
transgénicos que expresan la variante humana completa de MARCKS. Por su parte,
el rescate con la variante completa de MARCKS humana pero no miristilable, la cual
presenta menos afinidad por la membrana plasmdtica, no revierte la muerte
perinatal pero si la mayoria de los defectos del desarrollo del sistema nervioso
(Swierczynski et al. 1996). A su vez, la variante no miristilable y seudofosforilada
(mutaciéon de las cuatro serinas del DE por acido aspartico), que presenta una
afinidad muy reducida por la membrana plasmatica, revierte todos los defectos de
los ratones knock-out aunque no aumenta la sobrevida de los mismos. Por otra
parte, la complementacién de los ratones knock-out, con una variante de MARCKS
no fosforilable (serinas del DE sustituidas por asparaginas) revierte todos los

defectos del desarrollo del sistema nervioso aunque tampoco mejora la sobrevida de
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los ratones (Scarlett & Blackshear 2003). Estos resultados indican que a pesar de
ser conocida como el principal sustrato de PKC, la fosforilacion de MARCKS en el
DE no seria necesaria para algunas de las funciones que cumple MARCKS en el
sistema nervioso. Mas recientemente, se demostr6 que MARCKS posee un rol
esencial en la ubicaciéon y proliferacién de la glia radial. Los ratones marcks-/-
presentan una organizacién aberrante del andamiaje dado por la glia radial,
presentando células progenitoras ectépicas a lo largo de toda la zona intermedia y
la placa cortical. Dichas células presentan una localizacion anémala de componentes
de los complejos de polaridad celular como son: aPKC(, PAR3, CDC42, B-catenina,
prominina, N-cadherina y la miosina IIB. Esto determina defectos en la organizacion
de las capas de la corteza y la presencia de neuronas ectdpicas (Weimer et al. 2009).
De modo interesante, estos defectos fueron revertidos por la expresion de una
variante de MARCKS no fosforilable en el DE, sugiriendo que la fosforilacién por
PKC es prescindible en esta funcion de MARCKS, pero no fue revertida por la
variante mutante carente de la miristilacion, fundamental para la correcta insercion
de MARCKS en la membrana (Weimer et al. 2009). Estos resultados sugeririan que
la fosforilacién por PKC no es necesaria para la/s funciéon/es que MARCKS media
durante el desarrollo normal del sistema nervioso central en ratones, pero si lo son
para la sobrevida luego del nacimiento.

Por otro lado, se ha estudiado el rol de MARCKS durante el desarrollo
embrionario temprano de un anamniota, Xenopus laevis. La pérdida de funcién de
MARCKS utilizando oligémeros de morfolino generd defectos en los movimientos
morfogenéticos durante la gastrulacion (lioka et al. 2004). Utilizando explantos de
animal cap, lioka y colaboradores encontraron que MARCKS regula la formacion del
citoesqueleto cortical de actina, la adhesiéon celular y el control de la polaridad

celular durante la gastrulacion. De manera interesante, cuando el morfolino es
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inyectado en las blastomeras dorso-anteriores en un embrién de ocho células
(células que originaran el neuroectodermo), se observan defectos notorios en el
cierre del tubo neural (lioka et al. 2004). Estos resultados sugieren una funcién
conservada de MARCKS en el cierre del tubo neural entre anfibios y mamiferos
(Iioka et al. 2004).

Por ultimo, en embriones de pollo se ha encontrado que MARCKS se acumula
transitoriamente en la regién apical de las células neuroepiteliales durante el cierre
del tubo neural (Zolessi & Arruti 2001). La apicalizacion comienza luego de formada
la placa neural, sin embargo es durante el proceso de plegamiento donde su
distribucion asimétrica se vuelve evidente. Luego de finalizado el proceso de
formacion del tubo neural, se pierde su distribucion asimétrica, encontrandose
homogéneamente distribuida en la periferia de las células neuroepiteliales (Zolessi
& Arruti 2001). Recientemente, hemos retomado esta linea de trabajo (Aparicio
2012), con el fin de comenzar a comprender las funciones de MARCKS y su
translocacién en el cierre del tubo neural en embriones de pollo. Para ello
desarrollamos y pusimos a punto un protocolo para la activacion farmacoldgica de
PKC en embriones de pollo en cultivo. La activaciéon de PKC generd importantes
defectos en la neurulacién, y la mayor parte de MARCKS resulté separada de la
membrana plasmatica. La polaridad celular del neuroepitelio se vio afectada, con la
aparicién de protrusiones de membrana apical y un desplazamiento de distintos
marcadores apicales a un area central (Aparicio 2012). Esta estrategia experimental
nos permitié alterar farmacoldgicamente la asociacion de MARCKS con la
membrana plasmatica, mediante la activacion de PKC, y correlacionar los defectos

causados en el cierre del tubo neural con la localizaciéon subcelular de MARCKS.
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Hipotesis de trabajo

A partir de los antecedentes expuestos, proponemos que la localizacién sub-
celular de MARCKS, modulada por la actividad de PKC, seria necesaria para una co-

rrecta formacion del tubo neural.

Objetivo principal

El objetivo de este trabajo de tesis consiste en aportar a la comprensién de

las funciones de PKC y MARCKS durante el cierre del tubo neural.

Objetivos especificos

o Profundizar el estudio del efecto de la activacién de PKC en las células del
neuroepitelio utilizando ésteres de forbol.

@ Determinar la localizacion subcelular de MARCKS en la region apical de las
células neuroepiteliales al afectar el citoesqueleto de actina.

e Evaluar la contribuciéon de MARCKS al efecto generado por la activacion de
PKC en la placa neural

o Estudiar el efecto del silenciamiento de MARCKS, usando morfolinos, du-
rante el cierre del tubo neural.

o Extender el estudio de PKC y MARCKS a otros epitelios en invaginacion en

embriones de pollo.
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Materiales y métodos



Embriones

Para este trabajo se utilizaron huevos embrionados de pollo (Gallus gallus)
donados por Avicola Prodhin. Los mismos fueron incubados en una incubadora a 372
C, con humedad constante y movimiento basculante. Se obtuvieron embriones de di-
ferentes estadios, desde estadio HH4 (12 horas) hasta estadio HH17 (52-64 horas),
de acuerdo a la tabla de estadios normales de desarrollo del pollo de Hamburger y

Hamilton (Hamburger & Hamilton 1992).

Cultivo de embriones

Los embriones fueron cultivados utilizando el método EC (Chapman et al.
2001). Este método consiste en la utilizacion de un papel de filtro para mantener el
embrion bajo la tensiéon de la membrana vitelina, sobre un sustrato semi-sélido de
agar-albumina. Para la implementacion del cultivo, los huevos embrionados se man-
tuvieron a temperatura ambiente durante 15 minutos. Luego se procedié a la rotura
de la cascara colocando el contenido del huevo en una placa de Petri de 10 cm de
didmetro. El blastodermo debe quedar hacia arriba y aproximadamente centrado en
la yema de huevo. La albiumina interfiere con la capacidad de la membrana vitelina
para pegarse al papel de filtro. Por lo tanto, se retird la albimina que cubre el blas-
todermo utilizando papel tist, mediante movimientos suaves desde el centro hacia
la periferia del blastodermo. Una vez que el darea de membrana vitelina quedé libre
de albumina, una pieza de papel de filtro de aproximadamente 1.5-2.0 cm cuadra-
dos, con una abertura central con forma de trébol de cuatro hojas en el centro, se

coloco suavemente sobre la membrana vitelina, de manera que el embriéon quedara
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en el centro. El papel inmediatamente absorbe el liquido de la superficie de la mem-
brana vitelina, adhiriéndose firmemente. Posteriormente se corté la membrana vite-
lina alrededor del papel de filtro. Con pinzas finas se retir6 suavemente el papel de
filtro (con el embrion adherido al mismo por medio de la membrana vitelina) de la
yema en direccion oblicua. Se eliminé el exceso de yema del blastodermo realizando
inmersiones en PBS. Luego se procediéo a la datacion del embrion de acuerdo a
Hamburger y Hamilton (1951). Por ultimo los embriones fueron incubados a 37°C a
humedad constante, dentro de una placa de Petri de 3.5 cm de didmetro contenien-

do el medio semi-sélido de agar-albuimina.

Tratamientos farmacologicos

Los tratamientos farmacoldgicos se llevaron a cabo sobre embriones en
condiciones de cultivo EC. En el medio semi-solido de agar-albumina se incluyeron
las siguientes drogas: forbol-miristato-acetato (PMA, Sigma-Aldrich, P-8139),
blebistatina (Sigma-Aldrich, B-0560) y citocalasina D (Sigma-Aldrich, C-8273),
utilizdndose en todos los casos dimetil sulféxido (DMSO) como vehiculo.

Los tratamientos con PMA comprendieron un rango de dosis de 1 a 5 pM por
un periodo de 3 horas, desde el estadio de surco neural abierto (HH8) hasta el
estadio HH9 correspondiente al cierre del tubo neural cefélico.

Realizamos experimentos de co-tratamiento de embriones desde HH8 hasta
HH9 (3 horas de exposicién) con 2 ptM PMA y 200 uM blebistatina (inhibidor de la
miosina II) simultdneamente. Ademas de las drogas colocadas en el medio de
cultivo, se adicionaron 20 pl de blebistatina por encima de cada embrién. En esta
serie de ensayos se realizaron todas las combinaciones experimentales posibles:

control (vehiculo), PMA, blebistatina y PMA/blebistatina.
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En el caso de los experimentos con la droga citocalasina D (desestabilizante
del citoesqueleto de actina), la exposicion a la droga fue por 30 minutos a una
concentracion de 10 pg/ml. En todos los casos se administré a los embriones

control dosis equivalentes de DMSO a las utilizadas en los grupos experimentales.

Electroporacién de vectores de expresion y/o morfolinos en

embriones en cultivo

Para los ensayos de electroporaciéon construimos una camara de
electroporacién que consiste en una placa de petri de 35 mm a la cual se le acopld
en el fondo un alambre de platino de 1 mm de didmetro que fue enroscado y luego
aplanado finalizando con un didmetro de 3 mm en su extremo. Se aislé la mayor
parte de la extension del alambre con esmalte de unas, menos el extremo
enroscado. El electrodo mévil fue armado también con alambre de platino, aplanado
en el extremo y acoplado a un armazon de lapicera. El generador de pulsos
cuadrados fue construido en el taller de electrotecnia de la Facultad de Ciencias,
posee una duracién minima de pulso de 1 ms, una separacion temporal entre pulsos
de 10 ms y una frecuencia de trenes de descarga regulable.

Antes de cada experimento se cubrié la camara de electroporaciéon con
agarosa al 1%, generando una capa de 2 mm de espesor entre el electrodo y el
borde de la agarosa. Luego de solidificada la agarosa, realizamos un orificio de
forma circular de 5 mm de didmetro en la capa de agarosa sobre el extremo del
electrodo, removiendo el gel que lo recubria. El buffer utilizado para las sesiones de
electroporacion fue Tyrode, descrito como el de mayor eficiencia a la hora de

electroporar células del epiblasto (Voiculescu et al. 2008). Se colocé un volumen de
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4 ml que cubre toda la placa y genera un espesor de 2 mm sobre la agarosa. Se
colocaron embriones de estadio HH4 en cultivo EC, en la cdmara de electroporacion
quedando totalmente sumergidos en Tyrode y colocados de tal forma que el
ectodermo dorsal quede orientado hacia el catodo (electrodo de polaridad negativa;

ubicado en el piso de la placa) (ver Figura MM-1).

ADN/Mo
+
en
—_ ec
2mm | | Ag
— 30mm

Figura MM-1. Esquema de electroporaciéon de embriones tempranos. Se muestra la
disposicion de los electrodos, los embriones y la solucién a electroporar (ADN o
Morfolino). mv: membrana vitelina; en: endodermo; ec: ectodermo; ag: agarosa.

Modificado de (Hatakeyama & Shimamura 2008).

Utilizando capilares y bajo lupa estereoscdpica se procedié a inyectar la
solucién a electroporar (detallada mas abajo) en el espacio entre la membrana
vitelina y el ectodermo dorsal (ver Figura MM-1). Inmediatamente después se
coloco el dnodo a una distancia de 2 mm del embrién y se dispuso la generaciéon de
los pulsos cuadrados con el electroporador. El protocolo comprendié 4 pulsos
cuadrados de 6 V, de 50 milisegundos de duracién y una separacion temporal entre
ellos de 1 segundo. Luego de culminada la sesiéon los embriones se colocaron en un
camara humeda y se incubaron hasta el estadio de interés.

En el caso de electroporacion de morfolinos, se prepararon soluciones de una
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concentracion final de 2 mM de morfolino a partir de una solucién stock de 4 mM
(ver Tabla MM-1). Para la electroporaciéon de plasmidos se trabajéo con una
concentracion final de 1.5-2 pg/ml dependiendo del vector de expresion. A
diferencia de la solucién de morfolinos, ésta no contiene sacarosa pero si FastGreen

al 0.1%.

Tabla MM-1. Solucién de electroporacion de morfolinos

Solucion de Volumen
electroporacion

morfolinos

Sacarosa 60% 0,5ul
‘Agua 3,251l
Morfolino (4mM) 1,251l
VE: 5ul

Oligéomeros de morfolino

Se disefi6 una secuencia de morfolino (Mo) para el bloqueo de la traduccion
dirigido contra el extremo 5' del ARN mensajero que codifica para MARCKS
(GeneTools, LLC) (ver Tabla MM-2). Tanto este morfolino para MARCKS, como el
usado como control (morfolino estandar de GeneTools) estan acoplados en su
extremo 3~ a fluoresceina (FITC) lo que otorga dos ventajas experimentales. Por un
lado, le confiere carga negativa al oligomero (necesaria para mejorar la eficiencia en
la electroporaciéon) y por otro la posibilidad de evidenciar las células que
adquirieron el morfolino. El morfolino control estd dirigido contra el pre-ARN
mensajero de la beta globina humana, secuencia que no se encuentra en el genoma

del pollo.
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Tabla MM-2. Secuencias de los oligémeros de morfolino utilizados.

Nombre Secuencia

MARCKS Mo 5" TCTTGGAGAACTGGGCACCCATGCT 3~
‘ Control Mo 5" CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA 3

Generaciéon del vector CMV-MARCKS NF-p2A-GFPCaax

(MARCKS-NF)

Utilizamos el sistema “Tol2-Kit” ((Kwan et al. 2007);
http://tol2kit.genetics.utah.edu/index.php/Main Page) con el objetivo de generar una
construccién que posea una variante de MARCKS no fosforilable por PKC en el DE
(MARCKS-NF) y ademas contenga un reportero que permita determinar las células
que lo incorporaron. Este kit estd basado en el sistema Gateway (ThermoFisher
Scientific), el cual combina tres vectores de “entrada” (uno “5’-entry” tipicamente
conteniendo el promotor, uno “middle-entry” conteniendo la secuencia codificante
de interés, y uno “3’-entry” conteniendo un marcador o reportero) en un vector de
“destino” por medio de recombinacion sitio-especifica. Partimos de una construccién
que contiene una variante de MARCKS humana en la que las 4 serinas del DE
(blancos de fosforilacién por PKC) fueron sustituidas por asparaginas (Scarlett &
Blackshear 2003), haciendo esta variante de MARCKS incapaz de ser fosforilada por
PKC en el DE (MARCKS-NF), a partir de un pldsmido donado amablemente por P.
Blackshear.

Amplificamos por PCR la secuencia de MARCKS utilizado primers que la
flanquean. A su vez, agregamos sitios de corte para las enzimas de restricciéon Ncol
y Pstl (ver Tabla MM-3) con el objetivo de insertar la secuencia en el pldsmido de

entrada "pME-EGFP no stop”, sustituyendo el marco abierto de lectura de GFP por
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la secuencia de MARCKS-NF. En naranja se sefhalan las secuencias de las enzimas

de restriccion Ncol para el primer 5" y Pstl para el 3.

Tabla MM-3. Primers utilizados

Primer 5’ 5 TTABGABGBGTGCCCAGTTCTCCAAGACC 3
Primer 3’ 5" AAAGETGEAEACTCCGCCGGCTCGGCGGG 3°

Luego de amplificada la secuencia de MARCKS-NF se procedié al chequeo
por electroforesis y posterior purificacion, también por electroforesis en gel de
agarosa. Al mismo tiempo, digerimos el plasmido de entrada con las enzimas de
restriccion Ncol y Pstl (NEB) y llevamos a cabo la ligacion entre el plasmido
digerido y la secuencia de MARCKS-NF con la enzima ligasa T4 (NEB). Culminada
la ligacion, transformamos bacterias DH5a (ThermoFisher Scientific) con el nuevo
plasmido, sembramos dichas bacterias en placas de LB Agar con kanamicina y
seleccionamos 5 colonias. Estas se llevaron a medio liquido generando un stock de
cada una de ellas. Posteriormente, purificamos el ADN plasmidico de cada colonia
con el kit GenElute Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich). Con el fin de determinar
que el producto de ligacién sea el buscado, los plasmidos fueron enviados a
Macrogen (Corea del Sur) para su secuenciacion. Obtenidas las secuencias,
seleccionamos una de las colonias que poseia la secuencia de MARCKS-NF sin
mutaciones, obteniendo asi nuestro “vector middle entry”.

La reacciéon de recombinacion fue llevada a cabo entre los siguientes vectores
de entrada: - p5SE-CMV/SP6, que contiene el promotor CMV; - pME-MARCKS-NF no
stop (contiene la secuencia de MARCKS NF); - p3E-p2A-EGFPCAAX (péptido p2A
-secuencia que genera el clivaje co-traduccional en plasmidos bicistronicos- seguido
de GFP de membrana). Como vector de destino utilizamos pDestTol2pA2, el cual

contiene las regiones terminales del transposén Tol2, necesarias para la insercion
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en el genoma. La reaccién de recombinacion fue llevada a cabo por la enzima LR
Clonasa II Plus de Gateway (ThermoFisher Scientific) siguiendo las indicaciones del
fabricante. En una reacciéon de 10 pL, se colocaron 20 fmol de cada vector de
entrada y 20 fmol del vector de destino en buffer Tris-EDTA (TE) 0.01 M (pH 8),
junto con 2 pL de la enzima. Esta mezcla fue incubada toda la noche a 25°C en un
termoblock. Al dia siguiente, se le agregé 1 pL de Proteinasa K (segun
especificaciones del fabricante) y se incubé a 37°C durante 10 minutos para
terminar la reaccion. El pldsmido resultante se muestra en la Figura MM-2. Células
competentes OneShot TOP10 (ThermoFisher Scientific) fueron transformadas con 3
pL de la reaccién de recombinacién, posteriormente fueron sembradas en medio LB
Agar con ampicilina e incubadas toda la noche a 37°C. Una vez cumplido este
periodo, las colonias fueron seleccionadas y puestas a crecer en LB liquido. Al dia
siguiente, se purificaron los plasmidos mediante miniprep utilizando el kit GenElute
Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich), y se llevé a cabo la confirmaciéon por medio
de un ensayo de restriccién con la enzima Pstl, analizando el producto de digestion

mediante electroforesis en un gel de agarosa 1%.
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Figura MM-2. Mapa del pldsmido obtenido MARCKS-NF

Cortes a congelacion

Luego de culminadas las distintas manipulaciones experimentales, los em-
briones fueron fijados por inmersion en paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS para
la inmovilizacién y la preservacion de la estructura interna, y fueron procesados
para la realizacion de criocortes. Para ello se hicieron tres lavados de una hora en
PBS para sacar por completo el fijador y luego se realiz6 la crioproteccion del mate-
rial biolégico mediante soluciones de sacarosa 5% y 20% en PBS respectivamente.
Las piezas se dejaron en dichas soluciones hasta que se sumergieran por completo.
En una etapa posterior se realiz6 la inclusion de las mismas, el medio de inclusiéon
utilizado fue gelatina al 7.5%, en una solucion de sacarosa al 15% en PBS (Stern,

1993). Los bloques fueron realizados en placas de petri de 3.5 cm de didmetro y fue-



ron guardados a 4°C hasta la utilizacion de los mismos, por un tiempo nunca mayor
a 7 dias. Al momento del procesamiento, los bloques fueron cortados con una hoja
de bisturi para que las superficies fueran lo mas paralelas posible y fueron coloca-
dos en el soporte del criéstato (Cryocut E Reichert-Jung), utilizando como pegamen-
to el medio de inclusiéon para congelacién Jung (Leica Microsystems). Los bloques
fueron congelados rapidamente con nitrégeno liquido y luego colocados por aproxi-
madamente 10 minutos dentro del cridstato hasta que alcanzaran la temperatura a
la cual se realizarian los criocortes. Se hicieron cortes transversales en cridstato, a
-25°C, de 10 pm de espesor aproximadamente. Los cortes fueron levantados en por-
taobjetos (previamente lavados y cubiertos con gelatina créomica) y secados a tempe-
ratura ambiente. Luego de realizados los cortes, los preparados fueron mantenidos

en vasos coplin a 4°2C, hasta su posterior utilizacion.

Inmunofluorescencia indirecta sobre cortes

Para realizar la inmunodeteccion, primero se extrajo el exceso de gelatina
incubando los cortes en un bafno de PBS a 38°C, durante media hora.
Posteriormente, se realizaron 3 lavados en PBS durante 2 minutos cada uno. Los
sitios de unidn inespecifica fueron bloqueados mediante una incubacién en albimina
sérica bovina (BSA) al 1% en PBS durante 1 hora, en cadmara humeda y a
temperatura ambiente. Posteriormente los cortes fueron incubados en presencia del
anticuerpo primario en camara humeda a 37°C, durante 40 minutos. Para ello se
utilizaron de 30 a 50 pl de anticuerpo por grupo de cortes. Se utilizaron varios
anticuerpos primarios (Tabla MM-4), que fueron diluidos en soluciéon de bloqueo a

las concentraciones diversas dependiendo del anticuerpo en cuestion.
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Tabla MM-4. Dilucién y especificidad de los anticuerpos primarios utilizados en

criocortes y/o preparaciones in toto.

Anticuerpos Dilucion
Polo52 1/5000
Anti-aPKC 1/500
Anti-Z0O-1 1/100
Anti-Miosina IIB 1/250
Anti-laminina 1/200
Anti-pH3 1/200
Anti-GFP 1/200
Anti-Tubulina 1/500
acetilada
Anti-Caspasa 3 1/500

activada

Estructura que reconoce
MARCKS total

aPKC, marcador de
polaridad apical

7Z0-1, marcador de
polaridad apical

Proteina motora miosina II

Laminina 1

Histona H3 fosforilada,
marcador de células en
fase M

Proteina fluorescente
verde (GFP)
Sub-poblacién tubulina
acetilada

Marcador de apoptosis

Origen/descripcién
(Toledo et al. 2013)

Santa Cruz Biotech, sc-
216
Sigma-Aldrich, 33-9100

DSHB, CMII 23s
Sigma-Aldrich, L9393

Santa Cruz Biotech, sc-
8656-R

DSHB, DSHB-GFP-12A6

Sigma-Aldrich, T-7451

AbCam, ab13847

En todos los casos fueron realizados controles negativos por omisién del anti-

cuerpo primario. Después se realizaron cinco lavados en PBS de 2 minutos para ex-

traer el anticuerpo primario que no fue unido al antigeno. Inmediatamente después,

se incubaron los cortes en presencia del anticuerpo secundario (Tabla MM-5) en

BSA al 1% en PBS, en las mismas condiciones que el primario.
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Tabla MM-5. Diluciéon y especificidad de los anticuerpos secundarios utilizados en

criocortes y/o preparaciones in toto.

Anticuerpo Dilucion Empresa y nuimero de catalogo
Anti-conejo Alexa488 1/1000 ThermoFisher Scientific, A11034
‘Anti—rat(')n Alexa555 1/1000 ThermoFisher Scientific, A21424
Anti-conejo Alexa633 1/1000 ThermoFisher Scientific, A21070
Anti ratén TRITC 1/250 Sigma-Aldrich, T5393

En ciertos casos se agrego el marcador de actina filamentosa faloidina conju-
gado a rodamina (TRITC) en una diluciéon 1:2000. Posteriormente se realizaron 5 la-
vados en PBS en los cuales se incluyé el marcador de ADN Hoechst 33342, en una
proporcion 1:8000 en PBS o verde de metilo (Prieto et al. 2014) en una proporcién
1:10000. En ambos casos, los cortes se incubaron con el marcador nuclear durante
10 minutos, a temperatura ambiente, y se realiz6 un ultimo lavado en PBS, previo al
montaje en glicerol 70% en Tris 20 mM pHS8. El sellado entre los bordes del cubre y

el portaobjetos fue llevado a cabo con esmalte para unas incoloro.

Inmunofluorescencia indirecta sobre embriones enteros

Una cierta proporciéon de embriones fue procesada para inmufluorescencia
indirecta in toto. Para ello, se realizaron 3 lavados de 10 minutos en PBS seguidos
de una incubacion con tripsina al 0.25% en hielo, por 10 minutos, con el objetivo de
permeabilizar el material biolégico. Luego se llevaron a cabo tres lavados de 30
minutos cada uno en PBS-T (PBS 0.1% Triton X100) para eliminar por completo la
tripsina (asi como trazas remanentes de fijador), y continuar el proceso de
permeabilizacién de las muestras. Inmediatamente después, se procedio al bloqueo

de los sitios inespecificos por 12 horas a 4°C en agitacién suave utilizando BSA 1%
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en PBS-T y suero de cabra al 5%. Terminado el bloqueo, se incub6 con el anticuerpo
primario pH3, en una dilucion 1:200 en BSA al 1% en PBS-T y suero de cabra al 5%,
por 12 horas a 4°C en agitacion suave. Para eliminar el anticuerpo primario que no
se uni6 a su antigeno se llevaron a cabo 5 lavados de 1 hora en PBS-T.
Posteriormente se incubaron las muestras con el anticuerpo secundario anti IgG de
conejo, conjugado a Alexa488, en una diluciéon 1:1000 en BSA al 1% en PBS-T y
suero de cabra al 5%. Ademas, se incluyo el marcador de actina filamentosa faloidi-
na conjugado a TRITC en una diluciéon 1:2000, y el marcador de ADN verde de
metilo en una proporciéon 1:5000. La incubacion fue por 36 horas, en agitacién
suave y a 4°C. Luego se realizaron 2 lavados en PBS de 2 horas cada uno y los
embriones fueron montados en glicerol al 70% en Tris 20mM pH8, en una camara
realizada con cinta aisladora sobre un portaobjetos. El sellado entre los bordes del

cubre y portaobjetos fue llevado a cabo con esmalte para unias incoloro.

Adquisicién y analisis de imagenes

La observacion de los preparados y posterior adquisicion de imagenes fue re-
alizada en un microscopio de barrido laser confocal Leica TCS-SP5 con detectores
espectrales y varias lineas de excitacién (de 405 a 633 nm). Las separacion entre
secciones Opticas fue optimizada dependiendo de la lente objetiva utilizada: 20X
(NA: 0.7, inmersion en aceite) y 63X (NA: 1.4, inmersion en aceite). El procesamien-
to de las imagenes fue realizado con el programa FIJI (Schindelin et al. 2012). Salvo
donde se diga lo contrario, las imagenes mostradas en esta tesis son proyecciones
de méaxima intensidad a partir de stacks de entre 1 y 3 pm de espesor, compuestos

por entre 5y 10 secciones Opticas, separadas entre 0.2 y 0.5 pm.
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Estudio del efecto de la activaciéon de PKC sobre néurulas de

pollo

A partir de los resultados obtenidos anteriormente (Aparicio 2012), decidimos
profundizar los estudios sobre los efectos de la activacién de PKC en néurulas de
pollo. Observamos que los embriones sometidos a un tratamiento de 3 horas con 5
uM PMA fueron mads cortos en el sentido céfalo-caudal (medido desde el neuroporo
anterior hasta el nodo de Hensen) que los embriones control (Figura R-1 A-C). A su
vez, al medir la distancia comprendida entre los pliegues neurales utilizando cortes
transversales, los embriones tratados presentaron una placa neural mas ancha
(Figura R-1 D). Al analizar la cantidad de células en fase M, evidenciada por la sefial
de la histona H3 fosforilada, no observamos cambios drasticos entre los distintos
grupos experimentales, tanto en cortes como en preparaciones de embriones
enteros (Figura R-1 E-]).

Por otro lado, extendimos el estudio del efecto de la activacién de PKC a
distintos componentes del citoesqueleto que poseen una expresion diferencial en
células polarizadas, o una localizacién subcelular particular. En ambos casos se
pueden utilizar como “marcadores de polaridad”. En particular analizamos la
distribucion de tubulina acetilada, sub-poblacion de tubulina estable
particularmente enriquecida en células epiteliales polarizadas (Quinones et al.
2011). En un tejido control (Figura R-2 A-B), los haces de tubulina acetilada se
disponen en sentido apico-basal ocupando toda la extensién de las células pero
enriquecidos en la region apical (region donde ademds se encuentran cilias
primarias que presentan tubulina acetilada). Sin embargo, los embriones expuestos
a PMA presentan una reorganizacion de su distribucién, encontrdndose acumulada

en la region central del tejido (puntas de flecha Figura R-2 C).
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Figura R-1 Efecto de la activacion de PKC sobre la neurulaciéon de embriones en
cultivo. A-B Efectos sobre la morfologia general del embriéon. A Embrién control
(DMSO). B Embrion tratado por 3 horas con 5 uM PMA desde HH8. Se distingue el
neuroporo anterior abierto y un pronunciado ensanchamiento de la placa neural que
abarca desde el romboencéfalo presuntivo hasta el nivel del primer somite. C Efecto
del tratamiento con 5 pM PMA por 3 horas sobre la longitud del embrién (medida
desde el extremo cefalico hasta el nodo de Hensen y marcada por la linea negra en
A-B); promedio + desvio estandar. Test de la t de Student: p <0,05. D Efecto del
tratamiento con 5 yM PMA sobre el ancho de la placa neural (medida entre los
pliegues neurales, sobre cortes transversales); promedio *+ desvio estdndar. E-F y
H-I Imégenes confocales a partir de criocortes transversales de placa neural
inmunomarcados para detectar Histona H3 fosforilada (pH3; cabezas de flecha) y
marcados con verde de metilo (ADN). E-F Embrion control. H-I Embrién tratado
con 5 pM PMA por 3 horas desde HH8. G y J Reconstrucciones tridimensionales a
partir de planos confocales de embriones de pollo inmunomarcados in toto para
histona H3 fosforilada (pH3) y con faloidina conjugada a TRITC (Actina-F). G
Embrién control. J Embrion tratado con 5 ptM PMA por 3 horas desde HHS8. na:
neuroporo anterior; pn: placa neural; s: somite; nh: nodo de Hensen; ec: ectodermo
no neural; me: mesodermo; ce: regién cefdlica; cau: region caudal; izq: lado
izquierdo; der: lado derecho; linea punteada: F e I, borde basal del epitelio; G y ],

pliegue neural. Barras de escala: A-B, 400 ym; E-F y H-I, 50 pm; Gy J, 70 pm.
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Figura R-2 Distribucién de distintos elementos del citoesqueleto en cortes
transversales de placa neural de embriones control y tratados con PMA. A-D
Imagenes confocales a partir de criocortes transversales de placa neural,
inmunomarcados para detectar tubulina acetilada y marcados para ADN con verde
de metilo A-B Embrién control. C-D Embrién tratado con 5 pM PMA por 3 horas
desde HH8. E-J Imagenes confocales a partir de criocorte transversal de placa
neural, inmunomarcado para miosina II, y marcado para filamentos de Actina (con
faloidina-TRITC) y ADN (con verde de metilo). E-G Embrion control. H-J] Embrién
tratado con 5 ptM PMA por 3 horas desde HH8. Cabezas de flecha en C: acumulaciéon
de tubulina acetilada en la region central del neuroepitelio; cabezas de flecha en H:
haces irregulares de miosina II; flechas en I: protrusiones apicales de citoplasma y
nucleos. me: mesodermo; linea punteada: borde basal del neuroepitelio. Barras de

escala: A-D, 20 ym; E-J, 10 pm.
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A su vez, analizamos el efecto sobre el citoesqueleto contractil de actina y
miosina (citoesqueleto que posee una distribucion polarizada en las células
neuroepiteliales). En los embriones control observamos inmunorreactividad para
miosina II tanto en el citoplasma como acumulada en la region apical del
neuroepitelio (Figura R-2 E). Los filamentos de actina se encuentran distribuidos en
la periferia de las células y acumulados en la regién apical, formando el cinturén
contractil con los filamentos de miosina (Figura R-2 F-G). Los embriones expuestos a
PMA presentaron protrusiones de citoplasma y nucleos en la regién supra-apical
(flechas en Figura R-2 I), como fuera previamente descrito (Aparicio 2012). La
distribucion de los filamentos de actina se vio alterada formando haces irregulares,
encontrandose tanto en regiones centrales del tejido como en la periferia de las
protrusiones. De modo interesante, este cambio de distribucién fue acompanado por
los filamentos de miosina, co-localizando ambas proteinas en gran parte del
neuroepitelio (puntas de flecha Figura R-2 H).

A partir de estos resultados de acumulacion irregular de filamentos de acto-
miosina, nos propusimos determinar si el efecto generado por la activaciéon de PKC
en la placa neural podria deberse, por lo menos en parte, a una hipercontraccion del
citoesqueleto de actina y miosina. Para ello, realizamos experimentos de co-
tratamiento de néurulas con PMA y un inhibidor de la miosina II, blebistatina
(Figura R-3). Los embriones expuestos unicamente a blebistatina presentaron
defectos en el cierre del tubo neural (Figura R-3 C), de una manera similar a lo
descrito por Kinoshita y colaboradores (Kinoshita et al. 2008). Sin embargo, los
embriones expuestos al co-tratamiento (PMA-blebistatina) presentaron efectos
similares a los embriones que fueron expuestos al activador de PKC (Figura R-3 H).
Estos resultados sugieren que la generacion de protrusiones de citoplasma y

ndicleos en la region supra-apical no se debe a una hipercontracciéon del
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citoesqueleto de acto-miosina.

Por otra parte, encontramos un efecto hasta el momento no descrito para los
embriones expuestos con blebistatina. En los pliegues neurales, se observa en
embriones control una clara yuxtaposicion entre el ectodermo no neural y el
neuroepitelio (Figura R-4 A), caracteristica que se conserva en parte en los
embriones tratados con PMA (Figura R-4 B). Sin embargo, la exposicién a
blebistatina generd una separacion muy dilatada entre el ectodermo no-neural y el
neural en la region en que deberia existir aposicion. En dichas regiones
constatamos la presencia de nucleos picnoéticos (Figura R-4 C-D).

Al observar la presencia de protrusiones apicales de citoplasma y nucleos,
nos preguntamos si las células expuestas a PMA se encuentran en un proceso de
extrusion (separacién de la lamina basal y desprendimiento apical). Para
demostrarlo, realizamos un marcado en mosaico de células de placa neural con GFP,
mediante electroporacion de ADN plasmidico en estadio HH4 (12 horas de
incubacién), y expusimos los embriones a PMA 2 uM a partir del estadio HH8 por 3
horas (28-30 horas de incubacion). Los embriones control electroporados
presentaron una expresion de GFP en mosaico que permite observar la morfologia
de las células y si existe contacto con la ldmina basal (puntas de flecha Figura R-5
B). En los embriones tratados con el activador de PKC, observamos que células que
expresaban GFP y que presentaban protrusiones de citoplasma y nucleos, no
presentaban contacto con la ldmina basal, lo que sugiere un proceso temprano de
desprendimiento de estas células del tejido (ver puntas de flecha en Figura R-5 E y
H). A su vez, encontramos que células en proceso de extrusién son positivas para
caspasa 3 activada, marcador de muerte celular programada, indicando que

también se encuentran en un proceso de muerte celular (ver Figura R-6).
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Figura R-3 Efecto del co-tratamiento de embriones de pollo en neurulacién con
PMA y blebistatina. Todos los tratamientos tuvieron una extensién de 3 horas desde
HH8. A Embrién control. B Embrién tratado con 2 yM PMA. C Embrién tratado con
200 pM blebistatina. D Embrion bajo co-tratamiento PMA-blebistatina. E-H
Iméagenes confocales a partir de criocortes transversales de placa neural de los
embriones mostrados en A-D, marcando Actina filamentosa (con faloidina-TRITC) y
ADN (con verde de metilo). E Embrion control. F Embriéon tratado con PMA. G
Embrion tratado con blebistatina. H Embrion bajo co-tratamiento PMA-blebistatina.

Barras de escala: A-D, 400 ym; E-H, 20 pm.
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Figura R-4 Morfologia de los pliegues neurales de embriones de pollo tratados con
PMA vy blebistatina. Todos los tratamientos tuvieron una extensién de 3 horas desde
HHS8. Imagenes confocales a partir de criocortes transversales de pliegues neurales,
inmunomarcados para detectar laminina y marcados para Actina filamentosa (con
faloidina-TRITC) y ADN (con verde de metilo). A Embriéon control. B Embrién
tratado con 2 pyM PMA. C-D Ejemplos de dos embriones tratados con 200 uM
blebistatina. ec: ectodermo no neural; me: mesodermo; pn: placa neural. Barras de

escala: A, Cy D, 20 ym; B, 10 pm.
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Figura R-5 Pérdida de contacto con la lamina basal de células neuroepiteliales al
activar PKC. Imagenes confocales a partir de criocortes transversales de placa
neural de embriones que expresan GFP en mosaico (por electroporaciéon de ADN
plasmidico en HH4) y expuestos a 2 pM PMA por 3 horas desde HHS.
Inmunomarcado para detectar GFP y laminina, marcado de Actina filamentosa (con
faloidina-TRITC) y ADN (con verde de metilo). A-C Embrion control. D-I Ejemplos
de dos embriones tratados con PMA. Cabezas de flecha en B: célula elongada que
contacta la superficie basal; cabezas de flecha en E y H: células desplazadas
apicalmente y que no tienen un contacto visible con la superficie basal. Barra de

escala: 10 pm.
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Figura R-6 Pérdida de contacto con la ldmina basal y muerte celular de células
neuroepiteliales al activar PKC. Imagenes confocales a partir de criocortes
transversales de placa neural de embriones que expresan GFP en mosaico (por
electroporacion de ADN plasmidico en HH4) y expuestos a 2 pM PMA por 3 horas
desde HH8. Inmunomarcado para detectar GFP y caspasa 3 activada. A-C Embrién
control. D-F Embrién tratado con PMA. Cabezas de flecha: células separadas de la
superficie basal y positivas para Caspasa 3 activada; me: mesodermo; linea

punteada: borde basal del neuroepitelio. Barra de escala: 10 pm.
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Relacion entre la integridad del citoesqueleto de actina y la

localizacion subcelular de MARCKS

Con el fin de estudiar la posible relacion entre los filamentos de actina y la
localizacion subcelular de MARCKS en las células neuroepiteliales, tratamos
embriones de pollo en cultivo con citocalasina D. Luego de una puesta a punto de la
dosis y tiempo de exposicion a la droga, desarrollamos un protocolo (10 pg/ml de
citocalasina D por 30 minutos) que genera defectos en el cierre del tubo neural (ver
Figura R-7 B) y permite el desensamblaje parcial del anillo de actina apical,
observado como una sefal de actina discontinua a lo largo de la regién apical del
epitelio (Figura R-7 G). A su vez, este protocolo no causa muerte celular
(evidenciada por la ausencia de nucleos picnoéticos) (Figura R-7 H). A bajo aumento,
no observamos una pérdida de la localizacién subcelular de MARCKS en los
embriones tratados con citocalasina D (Figura R-7 F), sin embargo esto podria
deberse a que el desensamblaje del cinturén de actina no es completo y MARCKS
podria mantenerse asociada a acimulos de actina. Para resolver esto, observamos a
gran resolucion la region apical del neuroepitelio (Figura R-8). En embriones sin
tratamiento observamos que MARCKS se encuentra parcialmente co-localizando con
los haces de actina apical (Figura R-8 A-C), pero también se encuentra en regiones
mas apicales (puntas de flecha en Figura R-8 C) seguramente asociada a la
membrana apical, y en regiones donde, no hay cables de actina-F (flecha en Figura
R-8 C). En los embriones tratados con citocalasina D MARCKS se encuentra
parcialmente co-localizando con los acimulos de actina, pero también se encuentra
en regiones donde no hay filamentos de actina, de igual manera que en la situacién
sin tratamiento (ver flechas en Figura R-8 EFI).

En resumen, encontramos que MARCKS se encuentra parcialmente co-
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localizando con los haces de actina apical pero también se encuentra en regiones
sin haces de actina, a su vez, su localizacién subcelular no depende de la integridad

de los filamentos de actina.
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Figura R-7 Efecto del tratamiento de embriones de pollo en neurulaciéon con
citocalasina D. A-B Efectos sobre la morfologia general del embrion. A Embrién
control (DMSO). B Embrion tratado con 10 pg/ml citocalasina D por 30 minutos
desde HH8. C-H Imagenes confocales a partir de criocortes transversales
panoramicos de placa neural, inmunomarcados para detectar a la proteina MARCKS
y marcados para Actina filamentosa (con faloidina-TRITC) y ADN (con verde de
metilo). C-E Embrion control. F-H Embrién tratado con 10 pg/ml citocalasina D por
30 minutos desde HH8. me: mesodermo; nt: notocorda; pn: placa neural; ec:

ectodermo no neural; en: endodermo. Barras de escala: A-B, 400 ym; C-H, 50 pm.
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Figura R-8 Cortes transversales de placa neural de embriones tratados con
citocalasina D. Imagenes confocales de alta resolucién de la regién apical del
neuroepitelio, a partir de criocortes transversales. Inmunomarcado para detectar a
la proteina MARCKS y marcado de filamentos de Actina con faloidina-TRITC A-C
Embrion control. D-I Distintas secciones de embriéon tratado con 10 pg/ml
citocalasina D por 30 minutos desde HH8. Cabezas de flecha en C: acumulacion de
MARCKS en la membrana apical; flecha en C: MARCKS acumulada en regiones sin
haces de Actina; flecha en E, F e I: acumulacién de MARCKS en regiones sin haces

de Actina. Barras de escala: A-F, 10 pm; G-I, 5 pm.
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Efecto del knock-down de MARCKS en células neuroepiteliales

Estudiamos el efecto del silenciamiento de MARCKS en néurulas de pollo.
Para ello electroporamos oligdémeros de morfolino antisentido que bloquean la
traduccion de su ARNm.

Electroporamos embriones en estadio HH4, microinyectando la solucién a
electroporar en la region anterior al nodo de Hensen, células que tendran como
destino la formacién del tubo neural (Sanchez-Arrones et al. 2009). Luego de
finalizado el protocolo de electroporacion, los embriones se mantuvieron en cultivo
(entre 18 y 20 horas aproximadamente) hasta llegar al estadio de interés (HH8). Los
embriones electroporados con el morfolino control no presentaron defectos en la
morfogénesis del tubo neural como se puede observar en la Figura R-9 A-C.
Analizamos la morfologia del neuroepitelio evaluando tanto la posiciéon de los
nucleos como la distribucion de los filamentos de actina. En términos generales, no
observamos cambios en los embriones electroporados en comparacién con
situaciones sin ningun tratamiento como las anteriormente descritas (Figura R-9 D-
H). Por lo tanto, el morfolino control no genera efectos fenotipicos detectables en
las concentraciones utilizadas.

Comenzamos analizando si efectivamente el morfolino contra MARCKS
disminuia la expresion de la proteina. Para ello medimos intensidad de fluorescencia
utilizando el anticuerpo Polo52 en embriones electroporados con morfolino.
Medimos sobre el mismo corte la sefial de MARCKS en 5 células que incorporaron el
morfolino y 5 que no lo hicieron. Luego promediamos los valores obtenidos y
normalizamos en funcion de las células sin morfolino. Encontramos que las células
con morfolino presentaban una disminuciéon de mas de un 60% de intensidad de

fluorescencia con respecto al control (Figura R-10 D). Cuando analizamos el efecto
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de la electroporacion del morfolino para MARCKS en HH4, observamos un defecto
sobre el plegamiento de la placa neural en las regiones donde fue incorporado el
morfolino (Figura R-10 A-C, puntas de flecha en A). A su vez, encontramos una masa
celular ectdpica positiva para el morfolino en el surco neural (flechas en Figura R-10
C). Al analizar secciones de placa neural, observamos extrusiones de nucleos hacia
la region apical del neuroepitelio (puntas de flecha en Figura R-10 I). Pudimos
constatar una disposicién irregular de los filamentos de actina tanto en la regién
apical como en regiones basales del tejido, en células positivas para FITC (puntas de
flecha en Figura R-10 F).

Al observar la extrusién celular extendida al electroporar en estadios
tempranos del desarrollo, decidimos realizar ensayos de electroporacion desde el
estadio HH6 (6 a 8 horas antes del estadio de analisis, HH8) con el objetivo de
observar eventos anteriores al desprendimiento celular. Los embriones
electroporados con el morfolino control no presentaron defectos, tanto en el proceso
de plegado de la placa como en la morfologia general del tejido (Figura R-11), del
mismo modo que los embriones electroporados en HH4. Sin embargo, los embriones
electroporados con el morfolino de MARCKS mostraron defectos en el plegado de la
placa (ver puntas de flechas en Figura R-12 A y recuadro C’). Al analizar secciones
de surco neural, encontramos protrusiones apicales que contienen actina

filamentosa (flechas en Figura R-12 E) y nucleos (puntas de flecha en R-12 E).
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Figura R-9 Efecto del knock-down temprano de MARCKS sobre néurulas de pollo I.
Embrién electroporado desde estadio HH4 con morfolino control. A-C Morfologia
general del embrion y localizacién de la region de incorporacion del morfolino. D-H
Imégenes confocales a partir de criocorte transversal de placa neural de embrion
electroporado con 2 mM de morfolino control desde HH4 hasta HH8. Se observan
las células que adquirieron el morfolino (FITC), mas el marcado de filamentos de
Actina (con faloidina-TRITC) y ADN (con verde de metilo). Barras de escala: A-C,

400 pm; D-H, 20 pm.
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Figura R-10 Efecto del knock-down temprano de MARCKS sobre néurulas de pollo
II. Embrion electroporado desde estadio HH4 con morfolino anti MARCKS. A-C
Morfologia general del embrion y localizaciéon de la regiéon de incorporacién del
morfolino. D Comparaciéon de la intensidad de fluorescencia de una
inmunodeteccion de MARCKS total (anticuerpo Polo52) en células con o sin
morfolino, en un embrién electroporado con morfolino anti MARCKS. La senal de
fluorescencia de las células con morfolino fue normalizada con respecto a las células
sin morfolino (promedio *+ desvio estdandar). E-I Imagenes confocales a partir de
criocorte transversal de placa neural de embrién electroporado con 2 mM de
morfolino anti MARCKS desde HH4 hasta HH8. Se observan las células que
adquirieron el morfolino (FITC), mas el marcado de filamentos de Actina (con
faloidina-TRITC) y ADN (con verde de metilo). Cabezas de flecha en A: plegado
irregular de la placa neural; flechas en C: masa celular ectdpica en el surco neural,
positiva para morfolino; cabezas de flecha en F: haces irregulares de filamentos de
Actina en regiones apicales y basales; cabezas de flecha en I: células aisladas en la

region apical de la placa neural. Barras de escala: A-C, 400 pm; E-I, 20 pm.
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Figura R-11 Efecto del knock-down tardio de MARCKS sobre néurulas de pollo I.
Embrién electroporado desde estadio HH6 con morfolino control. A-C Morfologia
general del embrién y localizacion de la regién de incorporaciéon del morfolino.
Imagenes confocales a partir de criocorte transversal de placa neural de embrién
electroporado con 2 mM de morfolino control desde HH6 hasta HH8. Se observan
las células que adquirieron el morfolino (FITC), mas el marcado de filamentos de
Actina (con faloidina-TRITC) y ADN (con verde de metilo). Barra de escala: A-C, 400

pm; D-H, 15 pm.
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Figura R-12 Efecto del knock-down tardio de MARCKS sobre néurulas de pollo II.
Embrién electroporado desde estadio HH6 con morfolino anti MARCKS. A-C
Morfologia general del embrién y localizacién de la regién de incorporacion del
morfolino. Imdgenes confocales a partir de criocorte transversal de placa neural de
embrién electroporado con 2 mM de morfolino anti MARCKS desde HH6 hasta HHS8.
Se observan las células que adquirieron el morfolino (FITC; asteriscos en D), mas el
marcado de filamentos de Actina (con faloidina-TRITC) y ADN (con verde de metilo).
Cabezas de flecha en A: region de placa neural abierta; cabeza de flecha en H:
nucleo picnédtico supra-apical; flechas en E, regiones de protrusion citopldsmica;

linea punteada: borde basal del epitelio. Barras de escala: A-C, 400 pm; D-H, 15 pm.
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Contribucion de MARCKS al efecto generado por la activacion

de PKC

Con el fin de determinar el rol de la fosforilacién de MARCKS en el efecto
obtenido por la activacion de PKC por ésteres de forbol en la placa neural,
electroporamos una construccién plasmidica que posee una variante de MARCKS
incapaz de ser fosforilada por PKC.

Electroporamos embriones en estadio HH4 con la construccién MARCKS-NF
y los mantuvimos en cultivo hasta el estadio HH8, en ese momento expusimos los
embriones a PMA 1 pM o vehiculo por un periodo de 3 horas. En el caso del grupo
de embriones sin electroporacion de ADN plasmidico, los embriones fueron
sometidos al mismo protocolo de electroporacion pero sin microinyecciéon de ADN.
Posteriormente fueron mantenidos en cultivo hasta HH8 y expuestos a PMA 1 uM
por 3 horas.

A nivel macroscopico, los embriones electroporados con la construccion
(evidenciada por la expresion de GFP) y expuestos a vehiculo no cerraron el tubo
neural a nivel de la region cefdlica, como se puede observar en la Figura R-13 A-C.
Los embriones sin plasmidos pero expuestos a PMA tuvieron defectos en el pliegue
de la placa neural al nivel del romboencéfalo presuntivo (puntas de flecha Figura R-
13 D), defectos anteriormente descritos ante la activacién de PKC. Por ultimo, los
embriones electroporados con la construccion MARCKS-NF y luego expuestos a
PMA también presentaron defectos en el cierre del tubo neural a nivel del
romboencéfalo y médula espinal presuntiva (ver puntas de flecha en Figura R-13 E).

A continuacién evaluamos (al igual que en los experimentos de knock-down

con morfolinos) la posicién de los nucleos asi como la distribucion de los filamentos
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de actina de la placa neural. Para el caso de los embriones que expresaron la
construcciéon y fueron expuestos a vehiculo no encontramos nuicleos en posiciones
ectdpicas, pero si constatamos la presencia de haces irregulares de actina (puntas
de flecha en Figura R-14 B). Los embriones expuestos uUnicamente a PMA
presentaron las ya descritas protrusiones de citoplasma y ntucleos en la region
apical (puntas de flecha en Figura R-14 E). Por ultimo, los embriones que poseian
expresion de la construccion y que fueron expuestos a PMA no presentaron
protrusiones apicales de filamentos de actina ni nucleos ectépicos (Figura R-14 F-
H). Sin embargo, presentaron nucleos picnoéticos en las regiones con mayor

expresion de la construccion (ver puntas de flecha en Figura R-14 H).
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Figura R-13 Contribucién de MARCKS al efecto de la activacién de PKC en
embriones de pollo I. Morfologia de embriones electroporados en HH4 con ADN
plasmidico que expresa la construcciéon MARCKS-NF y luego sometidos a 1 pM
PMA. A-C Embrion electroporado con MARCKS-NF y luego sometido a vehiculo por
3 horas desde HH8. D Embrion sometido a electroporacién sin pldsmidos y tratado
con 1 pM PMA por 3 horas desde HH8. E-G Embrion electroporado con MARCKS-
NF y sometido a 1 pM PMA por 3 horas desde HH8. Cabezas de flecha: regiones de

placa neural abierta. Barra de escala: 400 pum.
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Figura R-14 Contribucién de MARCKS al efecto de la activaciéon de PKC en
embriones de pollo II. Imagenes confocales a partir de criocortes transversales de
placa neural de embriones electroporados en HH4 con ADN plasmidico que expresa
la construccion MARCKS-NF y sometidos a 1 uyM PMA. Inmunomarcado para
detectar GFP y marcado de Actina filamentosa (con faloidina-TRITC) y ADN (con
verde de metilo). A-C Embrion electroporado con MARCKS-NF y luego sometido a
vehiculo por 3 horas desde HH8. D-E Embrién sometido a electroporacion sin
plasmidos y tratado con 1 pM PMA por 3 horas desde HH8. F-H Embrién
electroporado con MARCKS-NF y sometido a 1 pyM PMA por 3 horas desde HHS.
Cabezas de flecha en B: haces irregulares de Actina-F; cabezas de flecha en E:
protrusiones apicales de citoplasma y nucleos; cabezas de flecha en H: nucleos

picnéticos. me: mesodermo. Barra de escala: 15 pm.
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Localizacion subcelular de MARCKS en distintas placodas

ectodérmicas

Con el objetivo de determinar la localizaciéon subcelular de MARCKS en otros
epitelios en proceso de invaginacion, procedimos al estudio de distintas placodas
ectodérmicas en embriones de pollo. Para ello, procesamos embriones en distintos
estadios para inmunofluorescencia indirecta sobre cortes (ver materiales y
métodos). Dado que el tamano de los embriones a procesar es bastante mayor a las
néurulas utilizadas hasta el momento, no es posible realizar una correcta inclusion
de los embriones enteros en gelatina, por lo cual disecamos las distintas regiones de
interés previo a la inclusion. Comenzamos con el estudio de la placoda otica en
embriones en estadio HH13, los cuales presentan una clara invaginacion del epitelio
ectodérmico al nivel del romboencéfalo (Bancroft & Bellairs 1977). Al analizar la
presencia de MARCKS, encontramos que estd presente en todos los tejidos
observados incluyendo ectodermo, mesénquima, romboencéfalo y en el epitelio de la
placoda otica (ver Figura R-15 A). Es en este tultimo donde constatamos un
enriquecimiento de MARCKS en la region apical del epitelio, cercano al cinturén de
actina (ver Figura R-15 A-C).

A su vez, estudiamos la localizacion de MARCKS en la placoda nasal en
embriones HH17. En estos embriones, la placoda nasal se distingue como una
depresion ectodérmica en el extremo del telencéfalo (Bancroft & Bellairs 1977). De
nuevo, MARCKS se encuentra en todos los tejidos en altas proporciones, pero posee
una distribuciéon asimétrica tuUnicamente en las células de la placoda nasal,
enriquecida en la regién apical (ver Figura R-15 D).

En suma, encontramos que la localizacion subcelular asimétrica de MARCKS

es compartida por distintos tejidos en invaginacién.
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Figura R-15 Localizacién subcelular de MARCKS en placodas ectodérmicas.
Imagenes confocales a partir de criocortes transversales de distintas placodas.
Inmunomarcado de MARCKS (anticuerpo Polo52), marcado de Actina F (con
faloidina -TRITC) y ADN (con verde de metilo). A-C Placoda otica, HH13. D-F
Placoda nasal, HH17. ec: ectodermo; me: mesénquima; po: placoda otica; romb:
romboencéfalo; nas: placoda nasal; tele: telencéfalo; linea punteada: borde basal del

epitelio. Barras de escala: 50 pm.
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Efecto de la activacion de PKC sobre distintas placodas

ectodérmicas

Luego de observar que el enriquecimiento de MARCKS en la region apical de
distintos tejidos epiteliales en invaginacion es conservado, nos preguntamos si la
activaciéon de PKC en dichos tejidos tendria un efecto similar a los descritos para la
placa neural. Para ello ejecutamos un protocolo de activacion de PKC similar al
utilizado para néurulas. Realizamos cultivos EC de embriones en distintos estadios,
los cuales fueron expuestos a una concentracién de 5 pM de PMA durante 3 horas.

Para el caso de la placoda otica, analizamos la morfologia general del tejido
evaluando el plegamiento del tejido, la distribucién de los filamentos de actina y la
posicién de los nucleos tanto en condiciones normales como en presencia de PMA.
En condiciones fisioldgicas se observa el cinturon de actina en la regién apical del
tejido y la distribucién caracteristica de los nucleos a distintas alturas, como se
puede observar en los cortes confocales ortogonales (Figura R-16 A). Al observar los
embriones tratados con PMA se evidencia un efecto muy similar al descrito para la
placa neural, con haces irregulares de actina, nucleos ectépicos y un plegamiento
irregular del tejido (Figura R-16 B). Por otro lado, analizamos el efecto de la
activaciéon de PKC en la placoda cristalineana, tejido que también posee una
distribucion asimétrica de MARCKS (Zolessi & Arruti 2001). En condiciones
fisiologicas se observa la distribucién caracteristica de los filamentos de actina y
nucleos, similar a lo descrito para la placoda 6tica (Figura R-17 A). Los embriones
expuestos a PMA presentaron haces irregulares de actina apical asi como
protrusiones citopldsmicas apicales conteniendo nucleos y actina filamentosa

(Figura R-17 B).
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Figura R-16 Efecto de la activacion de PKC sobre la morfologia de la placoda dtica.
Planos confocales ortogonales de placoda ética entera, marcando los filamentos de
Actina (con faloidina-TRITC) y ADN (con verde de metilo). A Planos XY, YZ y XZ de
embrién control. B Planos XY, YZ y XZ de embriéon tratado con 5 yM PMA por 3
horas desde HH13. Linea punteada: borde basal del epitelio; cabezas de flecha en B:

protrusiones apicales de citoplasma y nucleos. Barra de escala: 50 pum.
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Figura R-17 Efecto de la activacién de PKC sobre la morfologia de la placoda
cristalineana. Planos confocales ortogonales de placoda cristalineana entera,
marcando los filamentos de Actina (con faloidina-TRITC) y ADN (con verde de
metilo). A Planos XY, YZ y XZ de embriéon control. B Planos XY, YZ y XZ de embrion
tratado con 5 pM PMA por 3 horas desde HH15. Cabeza de flecha en B:
protrusiones apicales de citoplasma y nucleos. Linea punteada: borde basal del

epitelio. Barra de escala: 50 pm.
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Activacion de PKC y su efecto sobre la morfologia de la placa

neural en embriones de pollo

Con el fin de comenzar a comprender las funciones de PKC y su mayor
sustrato, MARCKS durante la morfogénesis del tubo neural en embriones de pollo,
desarrollamos un protocolo para la activaciéon farmacolégica de PKC utilizando el
forbol éster PMA.

A nivel macroscopico, los embriones expuestos a PMA presentaron una
disminucién de su extension en el sentido céfalo-caudal y a su vez, una placa neural
mas ancha en comparacién con los embriones control. Morfologias similares se
encontraron en embriones que presentan alteraciones en la via PCP, la cual regula
los movimientos morfogéneticos de extensiéon y convergencia (Wallingford 2012).
Por otra parte, estd descrito que la disminucién de la expresion (knock-down) de
MARCKS utilizando morfolinos en embriones de Xenopus genera defectos en los
movimientos de extensién y convergencia durante la gastrulaciéon (lioka et al. 2004).
En particular, se ven afectados los procesos de migracion, adhesion e intercalacién
celular (Tlioka et al. 2004). La similitud entre nuestros resultados y los fenotipos
observados en embriones mutantes de la via PCP y los morfantes de MARCKS, abre
la posibilidad de que la activaciéon de PKC y posterior fosforilacion de MARCKS
provoquen una alteracion en los movimientos de extensiéon y convergencia en
nuestros experimentos.

La activaciéon de PKC generé defectos en el cierre del tubo neural tanto a nivel
del neuroporo anterior como en la regiéon del romboencéfalo presuntivo. En esta
ultima encontramos una placa neural totalmente desplegada, similar a los efectos
obtenidos cuando tratamos a los embriones con citocalasina D (desestabilizante de

microfilamentos). Teniendo en cuenta los movimientos morfogenéticos necesarios
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para la formacién del tubo neural, podemos inferir que las fuerzas intrinsecas a la
placa neural son seriamente afectadas por el tratamiento con PMA, en particular la
constriccion apical llevada a cabo por el citoesqueleto de actomiosina y los
movimientos de extensién y convergencia (Sawyer et al. 2010; Wallingford &
Harland 2002). La interpretacion de una incorrecta constriccion apical estd basada
en dos observaciones, por un lado la disposicién totalmente desplegada de la placa
neural, y por otro los resultados de los experimentos de co-tratamiento
PMA/blebistatina. Al inhibir la miosina II e incubar simultdneamente con PMA, no
observamos diferencias con los tratamientos que incluian solamente PMA. Estos
resultados nos permiten indicar que la activacion de PKC estaria inhibiendo la
constriccion apical, lo que llevaria a los defectos descritos en el cierre del tubo
neural. Como se dijo mas arriba, en nuestros experimentos de activacion de PKC,
podrian estar afectados los movimientos de extensién y convergencia, los que al ser
alterados impiden el correcto moldeado de la placa neural generando defectos en el
cierre del tubo neural (Murdoch et al. 2014; Wallingford & Harland 2002). Por lo
tanto, los defectos observados podrian deberse a una combinacién de multiples
factores entre los que se destacarian, una falla en la constriccion apical de las
células neuroepiteliales y las alteraciones en los movimientos de extension y
convergencia.

Cabe destacar que las fuerzas extrinsecas a la placa neural que contribuyen a
la formacién del tubo neural no parecen estar afectadas en nuestros experimentos.
Esta interpretacién se basa en las siguientes observaciones: en los embriones
tratados con PMA la regién de los pliegues neurales presenté una disposicion en
sentido opuesto al normal (lateral en lugar de medial), sugiriendo que las fuerzas de
traccion extrinsecas generadas por el ectodermo (y transferidas a la placa neural a

este nivel; (Schoenwolf & Smith 1990)), permanecieron activas. En la misma linea,
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el ectodermo no neural, adyacente a los pliegues no presentd protrusiones de
citoplasma y nucleos, ni haces irregulares de actina filamentosa aunque si

presentaba inmunorreactividad para MARCKS fosforilada por PKC (Aparicio 2012).

Efecto de la activacion de PKC sobre el citoesqueleto de actina

Uno de los mayores efectos que causo el tratamiento farmacologico con PMA,
fue la modificacién de la Actina F, que resulté acumulada en paquetes irregulares
ubicados en el centro de la placa neural. De las multiples isoformas de PKC que son
activadas por ésteres de forbol, se han documentado dos (mediante andlisis por
Western blot) que se expresan durante la neurulacién en embriones de ratén, cPKC-
o y nPKC-6, siendo cPKC-a la Unica presente en la placa neural (Blackshear et al.
1996). En este mismo trabajo, Blackshear y colaboradores documentaron que la
activaciéon de PKC en néurulas de ratén lleva principalmente a la fosforilacion de
tres proteinas acidicas, MARCKS (sustrato mayoritario), MARCKS-like 1 (fosforilada
en menor medida) y otra proteina no identificada (Blackshear et al. 1996). Siendo
MARCKS el sustrato mayor de PKC, podria esperarse que posea un rol importante
en el efecto presentado por el citoesqueleto de actina al activar esta enzima. Como
se describe en la Introduccién, MARCKS se une directamente a los filamentos de
actina y presenta una actividad de entrecruzamiento de los mismos que es inhibida
por la fosforilacién por PKC (Hartwig et al. 1992). De esta manera, MARCKS podria
modular de forma directa la actina cortical en las células de la placa neural,
funcionando como nexo entre la membrana plasmatica y el citoesqueleto. La
fosforilacion de MARCKS eliminaria el puente entre la membrana y el citoesqueleto,

generando las protrusiones de membrana (discutido en la préxima seccion).

66



Por otro lado, encontramos que MARCKS, a pesar de estar acumulada en la
cercania, no se encuentra, en su mayor parte, co-localizando con los haces de
actomiosina en el borde apical de las células neuroepiteliales. Por lo tanto, es
posible pensar que MARCKS podria actuar sobre los microfilamentos de manera
indirecta, por ejemplo al secuestrar al fosfolipido de la cara interna de la
membrana plasmatica PIP; (Laux et al. 2000). Algunas evidencias han indicado que
la separaciéon de MARCKS de la membrana, mediada por la fosforilacién a cargo de
PKC, podria determinar un incremento en la disponibilidad de PIP,, haciéndolo
accesible a enzimas como la fosfolipasa D, o iniciando la reorganizacion del
citoesqueleto por el reclutamiento de proteinas promotoras de la polimerizacion, el
“treadmilling”, el anclado a la membrana o el entrecruzamiento de filamentos de
actina (McLaughlin et al. 2002). Teniendo en cuenta la alta concentracion calculada
de MARCKS en las células (2 pM en fibroblastos y 10 pM en neuronas) y que cada
molécula de MARCKS puede interactuar con hasta tres moléculas de PIP,, ésta
podria unirse a todo el PIP, presente en la membrana plasmatica (Sheetz et al.
2006). De acuerdo a este modelo, se abre un abanico enorme de posibles moléculas
que, moduladas por MARCKS a través del PIP,, interactuarian directa o
indirectamente con el citoesqueleto de actina y podrian explicar el efecto

encontrado.

Activacion de PKC y las protrusiones de membrana apical

Una de las alteraciones mas evidentes que causé el PMA sobre el
neuroepitelio fue la induccién de la formacion de protrusiones de membrana apical

conteniendo citoplasma y nucleos. Una posibilidad es que las protrusiones sean
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blebs de membrana. Los blebs son estructuras cuasi-esféricas que se encuentran
asociadas principalmente con el dano celular (Barros et al. 2003). La contracciéon
del citoesqueleto cortical de actina por la proteina motora miosina II causa la
contraccion de la membrana plasmatica, excepto en regiones donde existe poca
adhesion del citoesqueleto a la membrana. Dicha debilidad se genera por una falta
de proteinas de unién entre ambas estructuras. La combinacion entre la contracciéon
del citoesqueleto y la pérdida de adhesiones genera la formacion de las protrusiones
(Mills et al. 1999). Consistente con este modelo, en la regién apical de las células
neuroepiteliales se lleva a cabo una intensa contraccién apical, dada por el
citoesqueleto cortical de actina y la miosina llb (Sawyer et al. 2010). El siguiente
requisito para la generacion de los blebs es la pérdida de adhesién entre la
membrana y el citoesqueleto. Dado que MARCKS forma puentes entre la membrana
plasmatica y el citoesqueleto cortical (Arbuzova et al. 2002), podria esperarse que
sea una de las proteinas responsables de este fenémeno. Por lo tanto, cabe la
posibilidad de que la generaciéon de las protrusiones en las células neuroepiteliales
tratadas con PMA se deba, al menos en parte, a la fosforilacion de MARCKS
enriquecida en la regién apical y su relocalizacién en el citoplasma.

Otra posibilidad es que las protrusiones apicales sean los primeros eventos
de un proceso de extrusion celular, entendido como la separacién de las células de
la lamina basal y desprendimiento apical (Slattum & Rosenblatt 2014). Nuestros
experimentos de expresion de GFP y posterior exposicién a PMA nos permitieron
determinar que células que expresaban GFP y que presentaban protrusiones de
citoplasma y nucleos no presentaban contacto con la ldmina basal, lo que sugiere un
proceso temprano de desprendimiento de dichas células del tejido. En trabajos
realizados utilizando lineas celulares de melanoma, se ha encontrado que MARCKS

posee un rol en la estabilizacién de las uniones célula-matriz mediada por integrinas
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(Estrada-Bernal et al. 2009). Al enfrentar células con TPA (un éster de forbol
analogo al PMA) encontraron que el sustrato mayoritariamente fosforilado por PKC
es MARCKS. Ante dicha activacion ocurre una disminucién de la adhesién celular, la
cual es rescatada cuando se sobre-expresa una construccion de MARCKS. A su vez,
encontraron que la simple sobreexpresion de MARCKS (sin activacion de PKC)
aumenta la adhesion de las células al sustrato (Estrada-Bernal et al. 2009). En esta
misma linea, se ha documentado que la inhibicién de MARCKS en distintos tipos
celulares produce una disminucién de la migracion y la adhesién celular al sustrato,
procesos que son en parte mediados por integrinas (Sheats et al. 2014; Eckert et al.
2010; Iioka et al. 2004). Teniendo en cuenta todos estos antecedentes, existe la
posibilidad de que en nuestros tratamientos con PMA, la fosforilacion de MARCKS
provoque una disminucion de la adhesién de la células neuroepiteliales a la ldmina
basal, llevando a su extrusion apical. Esta hipotesis, en principio, le confiere un rol a
la poblaciéon de MARCKS que se encuentra asociada o cercana al dominio basal de
membrana del neuroepitelio.

Sin embargo no podemos descartar que en realidad ambas hipodtesis sean
correctas (que los cambios morfolégicos de las células se deban al efecto sobre
MARCKS tanto en la membrana apical como en la membrana basal), dado que no
todas las células marcadas con GFP y que presentaban protrusiones apicales se

encontraban despegadas de la lJdmina basal.
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MARCKS como el principal mediador de los efectos de la

activacion de PKC en la neurulacion

Para determinar si existe una relacion directa entre los efectos observados al
activar PKC vy la fosforilacién de MARCKS en el DE, electroporamos una variante de
MARCKS incapaz de ser fosforilada por PKC (MARCKS-NF). En estos ensayos
encontramos que las células y grupos de células que expresaban la construccion
revirtieron los efectos generados por la activacién de PKC (aparicion de
protrusiones apicales de citoplasma y nucleos). Estos resultados nos sugieren que
los efectos causados por la activaciéon de PKC son debidos en mayor parte a la
fosforilaciéon de su mayor sustrato, MARCKS. A nivel macroscopico, no observamos
un rescate en los defectos en la morfogénesis del tubo neural. Esto puede deberse a
que la expresion de la variante de MARCKS no fue total y se restringié a ciertas
regiones y a células mas o menos aisladas de la placa neural.

De manera interesante, la simple sobreexpresién de la construcciéon generoé
haces irregulares de filamentos de actina y un incorrecto cierre del tubo neural. En
este sentido, se ha documentado que en lineas celulares cancerosas, la
sobreexpresion de MARCKS genera rearreglos del citoesqueleto de actina (Estrada-
Bernal et al. 2009). Es de esperarse, por otra parte, que variaciones en la expresion
de proteinas moduladoras de actina (como es el caso de MARCKS) generen defectos
en el cierre del tubo neural. Estos resultados indican que debe existir una
regulacion fina de la expresion de MARCKS para una correcta morfogénesis del
tubo neural.

Como se describié en la Introduccién, los embriones de ratén deficientes en

MARCKS presentan defectos en la neurulacion, adjudicandole un rol esencial a la
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proteina durante la morfogénesis del tubo neural (Stumpo et al. 1995). Nuestros
resultados van en la misma linea: los embriones de pollo electroporados con
morfolino para MARCKS desde estadios tempranos del desarrollo (20 horas antes
del estadio de interés), presentaron defectos en el cierre del tubo neural y un
desprendimiento de células hacia la regién apical de la placa neural. Tras diversos
experimentos de inhibicién de la expresion, asi como de la funcién de MARCKS en
otros tipos celulares, se ha observado en las células una disminucién de la adhesién
al sustrato (Sheats et al. 2014; Eckert et al. 2010; Iioka et al. 2004), coherente con
nuestros resultados. Cabe destacar que los fenotipos observados en estos ensayos
de disminuciéon de la expresién fueron leves si los comparamos con los efectos
obtenidos en el raton knock-out. Esto podria deberse tanto a la baja eficiencia en la
adquisicion del morfolino por las células de la placa neural y a que no se alcanza la
pérdida total de la expresion de MARCKS en dichas células (knock-down).

Los embriones de ratones knock-out para el gen que codifica a MARCKS
presentaron protrusiones en la regién apical del neuroepitelio (Blackshear et al.
1996). Nuestros experimentos de disminucién de la expresiéon de MARCKS desde
estadios tardios (HH6) presentaron efectos similares pero en menor medida. De
modo muy interesante, nuestros experimentos de activaciéon de PKC y posterior
fosforilacion de MARCKS presentan similitudes muy grandes con lo observado en el

mutante de ratén (ver Figura D-1).
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Figura D-1. Similitudes en la morfologia de la placa neural entre el ratéon
knock-out de MARCKS y nuestros resultados de activacion de PKC en
néurulas de pollo. En A se muestra una imagen de microscopia electrénica de
barrido de un embrién de ratén en estadio E9.5 knock-out para Macs. Se puede
observar la region apical de la placa neural y protrusiones en las células
neuroepiteliales. En B se muestra una reconstruccién tridimensional a partir de
multiples planos confocales de un embriéon de pollo sometido a 5 ptM PMA por 3
horas desde HH8 inmunomarcado in toto para MARCKS. Se pueden observar las
protrusiones apicales de las células neuroepiteliales, muy similares a las observadas
en el embrién de ratén (asteriscos). ec: ectodermo no neural. Figura A modificada

de (Blackshear et al. 1996). Barra de escala: B, 100 pym.
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Consideraciones finales y conclusiones

Considerando en conjunto los resultados experimentales de esta tesis,
podemos afirmar que la actividad de PKC debe estar finamente regulada durante el
cierre del tubo neural en embriones de pollo. Dichos resultados sugieren
fuertemente que parte de los efectos generados por la activacion de PKC estan
mediados por la fosforilacion de MARCKS.

Las similitudes de nuestros resultados experimentales de activacion de PKC e
inhibicién de la expresién de MARCKS con los obtenidos por distintos grupos de
investigacion al inhibir MARCKS en células aisladas y organismos intactos, nos
permiten postular que la fosforilacibn de MARCKS en el DE mediada por PKC

inhibiria la funcién que posee esta proteina durante el cierre del tubo neural.
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