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Resumen

La retina es un o6rgano del sistema nervioso central compuesto por varios tipos neuronales,
entre los que se encuentran fotorreceptores, células bipolares, células amacrinas, y células
ganglionares (CGRs). Todos estos tipos celulares derivan del neuroepitelio, un epitelio
especializado que se diferencia a partir del ectodermo embrionario. Este epitelio exhibe
una polaridad caracteristica, dada por la asociacién a una lamina basal en la superficie
basal, y por la existencia de complejos de adhesion celular y una cilia primaria en la region
apical. Esta cilia es un organelo sensorial que se forma a partir de uno de los centriolos del

centrosoma, y que se encuentra presente en la mayoria de las células del organismo.

Las CGRs son las primeras células de la retina en comenzar a volverse post-mitoticas. El
proceso de diferenciacion de estas células comienza con el desplazamiento del nucleo
hacia la region basal, seguido por el desprendimiento del proceso apical de la superficie, y
su posterior retraccion. Se ha observado que tanto el centrosoma como la cilia primaria,
localizados en la region apical del neuroepitelio, permanecen asociados al extremo del

proceso apical en retraccion.

Con el fin de determinar las caracteristicas ultraestructurales de la cilia primaria durante la
diferenciacion de las CGRs en el pez cebra, comenzamos el andlisis de la retina de
embriones mediante microscopia electronica de transmision. Encontramos que los
precursores neuroepiteliales presentan una cilia primaria que, en la mayoria de los casos,
se extiende desde la membrana apical y se asocia con un bolsillo ciliar. Esta estructura
también se encuentra en los neuroblastos, donde se localiza en el extremo del proceso
apical durante su retraccion, pero parece sufrir una deslocalizacion momentanea luego de
que la retraccion culmina. Posterior a la formacion del arbol dendritico, solo observamos
cilias primarias en unas pocas CGRs. La mayor parte de estas cilias son mas cortas que las
gue encontramos en los precursores neuroepiteliales. La mayor parte de los centriolos que
encontramos asociados a la membrana plasmatica, sin embargo, no nuclean una cilia

primaria. Esto indica que, al menos en algunas CGRs, la cilia desaparece en etapas tardias



de la diferenciacién, aunque desconocemos si esta desaparicidon es transitoria o

permanente.

Nuestros resultados sefalan que la cilia primaria se encuentra presente durante las etapas
tempranas de la diferenciacion de las CGRs en el pez cebra, pero, al menos en algunos

casos, se pierde en etapas mas avanzadas de este proceso.

Palabras clave: cilia primaria, células ganglionares de la retina, diferenciacion neural, pez

cebra, microscopia electrénica.

Abreviaturas:

CGR: célula ganglionar de la retina
dpf: dias post-fecundaciéon

EPR: epitelio pigmentario de la retina
hpf: horas post-fecundacion

MET: microscopla electronica de transmision



Introduccion

FUNCION Y ULTRAESTRUCTURA CILIAR

Las cilias son estructuras altamente especializadas que protruyen desde la superficie
celular hacia el espacio extracelular. Estos organelos poseen un esqueleto interno
denominado axonema, el cual esta compuesto por microtubulos y sus proteinas asociadas,
dispuestos en un patron regular. Los microtibulos son componentes del citoesqueleto
formados por subunidades de a y B-tubulina que, en general, se nuclean desde un lugar
intracelular especifico, denominado centro organizador de microtibulos (MTOC). La
mayoria de las células animales tiene un Unico y bien definido MTOC: el centrosoma. Los
microtubulos se encuentran asociados a él por su extremo menos, y crecen alejandose de
él por su extremo mas. Estos microtubulos crecen y se acortan continuamente mediante un

mecanismo de inestabilidad dinamica (Alberts et al., 2008).

El centrosoma esta compuesto por un par de centriolos, estructuras cilindricas que se
disponen formando un angulo recto, adoptando una configuracion en forma de L. Cada
centriolo consiste de un cilindro corto de microtibulos modificados, junto con un gran
numero de proteinas accesorias. Estos microtubulos se organizan en forma de nueve
tripletes cortos dispuestos en forma radial, cada uno de los cuales esta compuesto por un
microtubulo completo (microtubulo A), fusionado con dos microtibulos incompletos
(microtubulos B y C) (Alberts et al., 2008).

Uno de los procesos con los que a menudo se relaciona al centrosoma es la migracion
celular. Este organelo generalmente se localiza entre el proceso lider y el ndcleo de las
células que muestran una migracién dirigida (Baudoin et al, 2012), tal como ocurre
durante la diferenciacion neuronal. Estudios realizados en neuronas corticales han revelado
dos pasos principales en la migracion: primero, el reticulo endoplasmatico, el aparato de
Golgt y el centrosoma se mueven hacia adelante, generando un ensanchamiento
citoplasmico hacia el cual posteriormente se transloca el nucleo. El centrosoma, por tanto,

se localiza en la base de la neurita lider y ancla un conjunto de microtubulos, la llamada



jaula perinuclear, que rodea al nucleo y dirige su movimiento hacia el centrosoma
(Higginbotham y Gleeson, 2007). Sin embargo, existen tipos neuronales que presentan un
comportamiento diferente, como son las neuronas del nucleo tegmental del cerebro
posterior o las neuronas granulares del cerebelo. En estos casos, el centrosoma no se
encuentra constantemente al frente de la migracién, sino que su posicion se alterna con la

del nucleo (Distel et al., 2010).

Es a partir de estos centriolos que se forma, en muchos tipos celulares, el cuerpo basal que
nuclea la cilia. El cuerpo basal tiene la misma organizacién que los centriolos, y ambas
estructuras resultan interconvertibles (Alberts et al, 2008). Las cilias son estructuras
celulares que estan presentes en GO/G1 y al comienzo de la fase S, y que se desensamblan
en la fase S tardia o al comienzo de G2, dependiendo del tipo celular. Durante la fase S
ocurre la duplicacion de los centriolos, y los centrosomas resultantes se separan en G2
para formar los polos del huso mitotico. Luego de la citocinesis, cada célula hija hereda un
centrosoma, que se convertira en el MTOC (Irigoin y Badano, 2011). Cada centrosoma se
compone de un centriolo maduro, denominado centriolo madre, y un centriolo inmaduro
mas pequefio que fue ensamblado durante el ciclo celular previo, el centriolo hijo. Los
cuerpos basales derivan del centriolo madre del centrosoma, el cual puede distinguirse por
la presencia de apéndices en su extremo distal. Estos apéndices, que reciben el nombre de
fibras de transicidn, se relacionan con el anclaje de los microtubulos y con la asociacion
con la membrana plasmatica durante la ciliogénesis (Azimzadeh y Bornens, 2007). Se ha
propuesto que estas fibras forman parte de un complejo de poro similar al poro nuclear,
que se encargaria de regular el trafico de proteinas hacia y desde la cilia. La presencia de
esta barrera selectiva permitiria mantener la composicion proteica de la cilia, la cual difiere

marcadamente de la composicion del citoplasma (Fisch y Dupuis-Williams, 2011).

Las cilias se clasifican segun su organizacion interna en dos tipos: cilias moviles y cilias
primarias. Ambas presentan un axonema compuesto por nueve dobletes de microtubulos
organizados en forma radial en la periferia, cada uno de los cuales contiene un

microtibulo completo fusionado a un hemitibulo. Estos son continuacién de los



microtubulos A y B del cuerpo basal, respectivamente. En las cilias moviles, estos dobletes
rodean un par central de microtubulos, constituido por dos microtibulos completos, que
se encuentra ausente en las cilias primarias. Debido a ello, las cilias méviles se clasifican

como de tipo 9+2 y las cilias primarias como de tipo 9+0 (Fisch y Dupuis-Williams, 2011).

Ambos tipos de cilia difieren ademas en la presencia de determinadas proteinas
accesorias. En las cilias moviles, los dobletes externos de microtubulos adyacentes estan
conectados por medio de nexinas, las cuales se encuentran ausentes en las cilias primarias.
Existen a su vez brazos externos e internos de dineina, y fibras radiales, que se encuentran
regularmente espaciados a lo largo del microtubulo A. Los brazos externos e internos de
dineina son ATPasas que causan el deslizamiento de los dobletes de microtubulos con
respecto a sus vecinos. Cuando el dominio motor de esta molécula es activado, la
molécula de dineina unida a un doblete intenta caminar sobre el doblete adyacente. Sin
embargo, la presencia de nexinas que conectan los dobletes previene el deslizamiento, y la
fuerza se traduce en su lugar en un movimiento de flexion (Fisch y Dupuis-Williams, 2011).
El batido de las cilias moéviles puede propulsar células individuales a través de un fluido,
como sucede en algunos protozoarios, o mover un fluido sobre la superficie de un tejido,
como es el caso de las cilias que recubren el epitelio del tracto respiratorio y el oviducto
(Alberts et al., 2008).

El patréon 9+0 asociado con las cilias primarias fue descrito inicialmente en el neuroepitelio
de embridén de pollo (Sotelo y Trujillo-Cenoz, 1958). Trabajos posteriores revelaron la
presencia de este tipo de cilia en la superficle de muchos tipos celulares, incluyendo
fibroblastos, células epiteliales, neuronas, osteocitos y condrocitos (Alberts et al, 2008). A
pesar de que la falta del par central es lo que define a estas cilias como de tipo 9+0, es la
ausencia simultanea de estructuras asociadas, como los brazos externos e internos de

dineina y las nexinas, lo que las hace inmoviles (Fisch y Dupuis-Williams, 2011).

Aunque la mayoria de las cilias moéviles posee un arreglo 9+2, y la mayoria de las cilias no
moviles tienen una configuracidon 9+0, se han descrito algunas excepciones particulares.

Una de ellas son las cilias méviles 9+0 del nodo embrionario de ratdon, las cuales se



encargan de generar un movimiento de fluido relacionado con el establecimiento del eje
izquierda-derecha (Takeda y Narita, 2012). Se han encontrado a su vez cilias no moviles

9+2 en el epitelio olfatorio del sapo (Gerdes et al., 2009).

Debido a que el extremo de la cilia es el lugar en el que se localiza el extremo mas de los
microtubulos, es éste el sitio de crecimiento y resorcion del axonema (Fisch y Dupuis-
Williams, 2011). Dado que no hay evidencia de que la sintesis proteica ocurra a nivel de la
cilia, debe haber un trasporte selectivo de proteinas ciliares hacia su extremo. El transporte
intraflagelar (IFT), el movimiento bidireccional de complejos multiproteicos a lo largo del
axonema, es el mecanismo que hace esto posible. Entre las proteinas que componen
dichos complejos se encuentran las kinesinas y las dineinas, las cuales se mueven
preferencialmente hacia el extremo mas y menos de los microtibulos, respectivamente. De
esta forma, el transporte hacia el extremo de la cilia (transporte anterégrado) es mediado
por el complejo IFT-B, el cual interacciona con kinesinas, mientras que el movimiento de
regreso hacia el cuerpo celular (transporte retrogrado) es mediado por el complejo IFT-A,
el cual interacciona con dineinas (Hao y Scholey, 2009; Ishikawa y Marshall, 2011). Entre las
moléculas que son transportadas por medio del IFT se encuentran componentes del
axonema, proteinas de la membrana ciliar y proteinas relacionadas con la transduccion de
sefales. El IFT es un mecanismo que opera en forma permanente, de modo que la cilia
permanece en un estado dinamico aun cuando ha culminado su crecimiento (Ishikawa y

Marshall, 2011).

En la region proximal de algunas cilias se ha descrito la presencia de una estructura
particular: el bolsillo ciliar. Este se define como el dominio de la membrana plasmatica que
va desde la zona donde se ancla el cuerpo basal hasta la region donde emerge el axonema
hacia el espacio extracelular. La region proximal de la cilia se encuentra rodeada por la
membrana del bolsillo, que adopta una forma redondeada, y en la mayoria de los casos
tiende a acercarse a la membrana ciliar mas cerca de su extremo. La profundidad del
bolsillo varia en los distintos tipos celulares, pero la region distal de la cilia usualmente

emerge hacia el medio extracelular. La membrana del bolsillo es continua con la



membrana ciliar, pero funcionalmente distinta de ésta gracias a la presencia de una
barrera de difusion formada por septinas, proteinas transmembrana que se localizan en la
base de la cilia (Ishikawa y Marshall, 2011; Fisch y Dupuis-Williams, 2011).

Se ha observado que existe una mayor cantidad de fosas revestidas de clatrina en la
membrana del bolsillo ciliar que en la membrana plasmatica, lo cual sefala a esta
estructura como un dominio endocitico especializado de membrana. Esta endocitosis
podria relacionarse especificamente con la internalizacién de componentes ciliares o con
la remocion de proteinas de membrana que no hayan sido correctamente dirigidas a la
cilia (Ghossoub et al, 2011; Molla-Herman et al., 2010). También se ha sefalado esta
estructura como un posible sitio de exocitosis. De esta manera, el bolsillo podria actuar,
por ejemplo, como sitio de fusién de vesiculas que transportan proteinas de la membrana
ciliar, o como un lugar de anclaje para vesiculas secretorias, cuyo contenido podria
liberarse a su interior antes de llegar al medio extracelular. La posicién particular en la que
se encuentra el bolsillo ciliar favoreceria dicho proceso: la proximidad del centrosoma, el
sitto de anclaje de los microtubulos, posibilitaria la direccion especifica de vesiculas
transportadas por complejos de dineina. El aparato de Golgi y los compartimentos
endociticos de reciclaje también se localizan cerca del cuerpo basal y del bolsillo ciliar, ast
como otras poblaciones de endosomas y lisosomas, lo cual es consistente con ambas

funciones propuestas (Ghossoub et al., 2011).

Debido a su falta de movimiento, las cilias primarias fueron en un principio consideradas
como organelos vestigiales carentes de una funcién celular particular. Sin embargo, una
gran variedad de estudios ha mostrado que se trata de organelos celulares especializados
en sensar el medio extracelular. La presencia de una barrera de difusidn en la base de la
cilia hace posible que la membrana ciliar tenga un enriquecimiento significativo de
diversas moléculas de sefalizaciéon (Irigoin y Badano, 2011). La gran relacion
superficie/volumen que posee la cilia la hace un compartimento ideal para la transducciéon
de sefales mediante la generacion de segundos mensajeros, ya que un numero

relativamente bajo de receptores activos en la superficie puede producir una alta



concentracién de segundos mensajeros en el lumen de la cilia (Marshall y Nonaka, 2006).
El pequeiio volumen de la cilia facilita a su vez la interaccidén entre las distintas moléculas
necesarias para integrar y transducir una cascada de sefializacién dada. Entre las vias de
sefalizacién que han sido méas frecuentemente relacionadas con la cilia primaria se
encuentran las de Hedgehog (Hh), Wingless (Wnt), y el factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF) (Irigoin y Badano, 2011).

Las primeras evidencias de que la sefalizaciéon por Hh requiere de la cilia en los
vertebrados provinieron de estudios de mutantes de ratdbn que mostraban fenotipos
consistentes con una sefalizacion por Hh alterada. Estos fenotipos incluyen la pérdida de
los tipos celulares mas ventrales del tubo neural, y defectos en su cierre y en el
establecimiento del patron corporal, procesos regulados por uno de los miembros de la
familia Hh, Sonic Hedgehog (Shh). Los genes alterados en estas mutaciones incluyen varios
componentes de la maquinaria del IFT, ast como proteinas del cuerpo basal (Goetz y
Anderson, 2010; Berbari et al, 2009). De forma similar, los mutantes de pez cebra para
(ft88 carecen de los tipos celulares que requieren los mayores niveles de Hh. Se ha
encontrado que todos los componentes clave de la via de Hh se encuentran enriquecidos
en la cilia, incluyendo a los receptores Patchedl y Smoothened, y a los factores de

transcripcion Gli (Berbari et al,, 2009).

Varios trabajos vinculan a la via de Wnt con la sefializacién por medio de la cilia primaria,
pero esta relacion no resulta tan clara. Se ha encontrado que la disrupcidn de proteinas
ciliares aumenta la sefalizacidn por la via candnica de Wnt y altera procesos relacionados
con la sefalizacion por la via no candnica, como la extensidon convergente, lo cual sefiala a
la cilia primaria como un posible interruptor entre ambas vias (Goetz y Anderson, 2010).
Sin embargo, existen estudios en los que se encontraron respuestas normales tanto a la via
canonica como no canonica de Wnt a pesar de existir una disrupcién de las proteinas

ciliares (Louviy Grove, 2011).

La cilia primaria también ha sido relacionada con la sefializacion mediada por los PDGFs,

importantes reguladores de la respuesta migratoria durante el desarrollo y la cicatrizacion.



Los fibroblastos responden a la sefalizacion por PDGF proliferando o migrando hacia la
fuente del ligando (Albrecht-Buehler, 1977). La disrupcidn de proteinas ciliares ocasiona
defectos en esta respuesta, lo cual indica que la migracién celular se relaciona directa o
indirectamente con el ensamblaje o la sefializacién por la cilia primaria. En los fibroblastos,
ast como en otros tipos celulares, se ha observado que la cilia primaria se encuentra
generalmente en el proceso lider, y se orienta preferentemente en la direccién de la

migracién (Schneider et al,, 2010).

St bien la mayor parte de las vias de sefializacidon que han sido vinculadas a la cilia primaria
se encuentran relacionadas con el desarrollo embrionario, este organelo participa en otro
tipo de procesos. En algunos tipos de neuronas diferenciadas, por ejemplo, las cilias
parecen actuar principalmente como quimiosensores, encontrandose en ellas receptores
para diversos neurotransmisores y sefiales neurohormonales y neuromoduladoras, tales

como la somatostatina y la serotonina (Fuchs y Schwark, 2004).

POLARIDAD EPITELIAL Y DIFERENCIACION NEURONAL

Durante el desarrollo, las neuronas que componen el sistema nervioso de los vertebrados
surgen a partir de células progenitoras neuroepiteliales. En las primeras etapas del
desarrollo del tejido nervioso, estas células proliferan para generar el niUmero apropiado
de progenitores, y eventualmente dejan de dividirse para comenzar el proceso de

neurogénesis (Kay et al., 2005).

Las células neuroepiteliales forman parte de un tejido neuroepitelial con caracteristicas
muy similares a las de otros epitelios. Se trata de un tejido en el que existe muy poco
espacio extracelular, y en el que las células se encuentran unidas por medio de complejos
de adhesion. En las células neuroepiteliales pueden distinguirse tres dominios: un dominio
basal, en el que se encuentran complejos de adhesion que permiten la unidn a la lamina
basal; un dominio lateral, mediante el cual las células se unen entre ellas; y un dominio

apical, a través del cual las células entran en contacto con el espacio extracelular. Los



dominios apical y basolateral estan claramente separados gracias a la presencia de los
complejos de unién subapicales, que bloquean la difusion de moléculas en el plano de la

membrana (Zolessi, 2009).

El neuroepitelio es un tejido pseudoestratificado en el que, st bien todas las células se
extienden desde la superficie apical hasta la lamina basal durante todo el ciclo celular, sus
nucleos se localizan en distintas posiciones a lo largo del eje apico-basal. Existe una
correlacion entre la localizacidn del nucleo vy la fase del ciclo celular en la que se encuentra
la célula, fendmeno que se conoce como migracidén nuclear intercinética. La mitosis tiene
lugar en la superficie apical del neuroepitelio o muy cerca de ella, mientras que la fase S
ocurre en una localizacién mas basal, con una migracion nuclear de apical a basal en G1 y

de basal a apical en G2 (Taverna y Huttner, 2010).

Al igual que la mayoria de los epitelios, el neuroepitelio presenta una polaridad apico-
basal intrinseca, dada por la distribucion asimétrica de estructuras citoplasmaticas, tales
como el aparato de Golgi y el centrosoma, los cuales se localizan en la region apical. El
establecimiento de la polaridad apico-basal esta regulado, en la mayoria de los epitelios,
por tres complejos proteicos: el complejo PAR, formado por Par-3, Par-6 y aPKC; el
complejo Crumbs, formado por Crumbs (CRB), PALS1 y PATJ; y el complejo Scribble,
formado por Scribble (SCRIB), Discs Large (DLG) y Lethal Giant Larvae (LGL). Estos
complejos, compuestos en su mayoria por proteinas asociadas al lado interno de la
membrana plasmatica, se localizan en diferentes subdominios de forma mutuamente
excluyente: Crumbs se encuentra en el dominio de la membrana apical, PAR se asocia a las
uniones ocluyentes y Scribble se localiza en el dominio de la membrana basolateral. La
localizacion de estos tres complejos se encuentra conservada en el neuroepitelio. En este
tejido, a pesar de no existir uniones ocluyentes, Par-3 se mantiene localizada en la region

apical de las células (Zolessi, 2009).

En las células neuroepiteliales, al igual que en otras células epiteliales, el centrosoma se
encarga de nuclear una cilia primaria, la cual protruye desde la membrana apical (Taverna

y Huttner, 2010). Al ser una estructura polarizada, no sorprende que muchas observaciones

10



apoyen la existencia de un vinculo intimo entre la cilia primaria y el establecimiento y
mantenimiento de la polaridad apico-basal. El analisis de la localizacion de Crumbs3, Par-
3, Par-6 y aPKC en células epiteliales ha revelado que estos marcadores se encuentran
dentro de la cilia primaria, y su bloqueo resulta en la incapacidad de las células para
formar cilias, lo cual sugiere que son necesarias para la ciliogénesis (Fan et al, 2004). Por
otra parte, la presencia de la cilia podria tener un efecto en el mantenimiento de la
polaridad celular, ya que la disrupcién de algunos de sus componentes lleva a defectos en
su establecimiento. No se puede excluir, sin embargo, la posibilidad de que estas proteinas
tengan funciones no relacionadas con la cilia. Es importante notar que existen células
ciliadas que carecen de polaridad 4apico-basal, como es el caso de las células

mesenquimales (Gerdes et al., 2009).

Es a partir de esta polaridad de tipo epitelial del neuroepitelio que surge, durante el
desarrollo, la polaridad particular que exhiben las neuronas. La polaridad neuronal esta
dada por la presencia de una prolongacion larga (el axdn) y varios procesos mas cortos y
ramificados (las dendritas), que actian como sitio de emisién y recepcidn de sefiales,
respectivamente. Estos dos dominios difieren en morfologia, composicion de
citoesqueleto, y distribucién de organelos membranosos y proteinas asociadas a
membrana (Craig y Banker, 1994). Se ha sugerido que la polaridad neuronal es una simple
modificacién de la polaridad epitelial, de forma que el axdén se corresponde con el
dominio apical de las células epiteliales, mientras que el soma y las dendritas se
corresponden con el dominio basolateral (Dotti y Simons, 1990). Debido a esto, muchos
estudios se han centrado en la comprensidn de los mecanismos que llevan a la adquisicién
de la polaridad neuronal, y en la transicion de los elementos de la polaridad neuroepitelial

durante este proceso.

Existen evidencias que sefialan la presencia de un programa de polarizacion intrinseco en
las neuronas en desarrollo: diversos tipos neuronales, tales como las neuronas de
hipocampo (Shi et al,, 2003), las neuronas granulares del cerebelo (Zmuda y Rivas, 1998) y

las células ganglionares de la retina (Zolessi et al,, 2006), son capaces de formar axones y
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dendritas in vitro. Bajo estas condiciones, las neuronas pueden incluso llegar a alcanzar

morfologias que se aproximan mucho al fenotipo maduro observado in vivo.

Uno de los modelos mas utilizados para el estudio del establecimiento de la polaridad
neuronal son las neuronas piramidales de hipocampo. Estas células descienden de las
células de la glia radial, las cuales, al ser descendientes de las células neuroepiteliales,
presentan una polaridad apico-basal de tipo epitelial (Funahashi et al., 2014). En cultivo, la
diferenciacion de las neuronas piramidales de hipocampo sigue una serie de etapas
establecidas. En un primer momento, las neuronas emiten protrusiones cortas (estadio 1),
que luego se desarrollan en varias neuritas indiferenciadas de tamafio similar (estadio 2).
Una de estas neuritas comienza posteriormente a crecer de forma mas rapida y se
diferencia en axon, rompiendo la simetria inicial (estadio 3), mientras que las otras neuritas
se transforman subsecuentemente en dendritas (estadio 4). Finalmente, las neuronas
forman contactos sinapticos y establecen una red de conexiones (estadio 5) (Arimura y
Kaibuchi, 2005). Durante su diferenciacion in situ, las neuronas piramidales también pasan
iniclalmente por una fase multipolar, pero esta morfologia da lugar rapidamente a una
morfologia bipolar, la cual permite la migracién posterior. Durante la transicion
multipolar-bipolar, una de las neuritas, generalmente la primera en formarse, se
transforma en el proceso rezagado, el cual se desarrolla en un axon, y posteriormente se
genera el proceso lider, una futura dendrita. Las células bipolares migran luego sobre otras
células de la glia radial hacia la placa cortical, donde se desarrollan en neuronas
piramidales maduras. Para llevar a cabo la migracion, las células progenitoras se
desprenden tanto de la superficie apical como de la superficie basal, lo cual lleva a una
pérdida transitoria de la polaridad, que debe establecerse luego nuevamente (Funahashi et
al, 2014).

Estudios de la distribucidon de diferentes marcadores apicales durante la diferenciacion de
las neuronas piramidales de hipocampo en cultivo han mostrado que las proteinas Par-3 y
Par-6 se localizan en el cuerpo celular y en las neuritas indiferenciadas de las neuronas no

polarizadas en estadio 2. Sin embargo, en las neuronas ya polarizadas en estadio 3 estas
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proteinas se vuelven particularmente abundantes en el axdn, pero no se detectan en otras
neuritas. La distribucidon polarizada de Par-3 y Par-6 es importante para la especificacion
del axon y el establecimiento de la polaridad neuronal, ya que su expresion ectdpica, ast

como su bloqueo, resulta en una alteracién en el proceso de polarizacion (Shi et al., 2003).

El aparato de Golgi y el centrosoma son organelos que también presentan una localizacion
polarizada, y que han sido relacionados con la adquisicion de la polaridad neuronal. En las
neuronas de hipocampo diferenciando tanto in vitro como in vivo, se ha observado que
estos organelos se dirigen hacia la base de la neurita que eventualmente se convertira en
axon, aunque su posicién parece ser dispensable para el subsecuente alargamiento y
maduracion del mismo (Calderén de Anda et al, 2005, 2010). Se ha sugerido que la
relacidn entre la localizacion del aparato de Golgi y el centrosoma, y el sitio de salida del
axon se debe a que estos organelos dirigen el trafico vesicular y la polimerizacién de los
microtubulos, los cuales son necesarios para el crecimiento axonal (Calderon de Anda et
al., 2010). Cuando las neuronas de hipocampo sin polarizar son tratadas con nocodazol
(que previene la polimerizacion de los microtubulos) o brefeldina A (que bloquea el
reciclaje de proteinas hacia el aparato de Golgi y los endosomas), se inhibe la polarizacion.
A su vez, al generar una duplicacion del centrosoma en neuroblastos de hipocampo en
cultivo, se obtienen neuronas que, en lugar del fenotipo normal de un axdn y varias
neuritas cortas, presentan dos neuritas largas, que emergen desde los sitios en los que se

encuentran los centrosomas ectopicos (Calderdn de Anda et al,, 2005).

Al igual que muchas células neuroepiteliales, las células de la glia radial que dan origen a
las neuronas piramidales de hipocampo presentan una cilia primaria, la cual se extiende
desde la superficie apical. Este organelo se encuentra presente también en las neuronas
maduras, pero la ciliogénesis parece iniciarse luego de que las células han completado la
migracion, y la elongacién del axonema se da mayormente de forma posnatal (Arellano et
al, 2012).

Otro modelo experimental que se ha utilizado para el estudio del establecimiento de la

polaridad neuronal son las neuronas granulares del cerebelo, las cuales presentan una
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morfologia bipolar en etapas tempranas de la diferenciacion. La adquisicion de esta
morfologia ocurre de forma similar in vitro e in vivo. Las células primero extienden un
proceso Unico (estadio 1), seguido de un segundo proceso que emerge del polo opuesto
del cuerpo celular (estadio 2), y finalmente se vuelven multipolares mediante la extensién
de varias dendritas cortas (estadio 3). Estudios del proceso de diferenciaciéon de estas
neuronas (n vitro han revelado que, de forma similar a lo que ocurre en las neuronas
piramidales de hipocampo, el aparato de Golgi y el centrosoma se localizan en la base del
proceso inicial durante la etapa unipolar, y luego se reposicionan hacia la base del
segundo proceso durante la transicion hacia una morfologia bipolar. En las células mas
desarrolladas, que ya poseen dos axones largos, estos organelos se mueven hacia una
posicién media entre los mismos, lo cual podria relacionarse con la migracion posterior del
cuerpo celular (Zmuda y Rivas, 1998). Estudios realizados in vivo muestran que los
precursores de las células granulares del cerebelo también presentan una cilia primaria, la
cual tiene un papel clave en la proliferacién de los progenitores mediada por Shh (Spassky
et al,, 2008).

Estas evidencias plantean que algunos elementos de la polaridad intracelular se localizan
en el sitio de salida del axén durante la diferenciacion neuronal. Existe, sin embargo, un
tipo de neurona que presenta un comportamiento distinto: las células ganglionares de la
retina (CGRs). La diferenciacidon de las CGRs in vivo ocurre en una serie de pasos que han
sido descritos en la retina del pez cebra (Zolessi et al.,, 2006; Figura 1). Poco después de su
altima division, el cuerpo celular de los precursores se mueve hacia el lado basal del
neuroepitelio mediante la translocacion del nucleo a lo largo de un proceso basal que se
mantiene durante la citocinesis. Luego, el proceso apical, que permanece en contacto con
la superficie apical durante la fase de proliferacion, se desprende y comienza a retraerse.
La primera neurita se forma en la superficie basal, cerca de la ldmina basal, y se diferencia
inmediatamente en un axéon. En la mayoria de las CGRs, el axén emerge luego del

comienzo de la retraccidn apical pero antes de que ésta se complete.
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A diferencia de lo previamente descrito para las neuronas piramidales de hipocampo y las
células granulares del cerebelo, no se observa una acumulacion de marcadores apicales en
los axones en crecimiento durante la diferenciacién de las CGRs. /n vivo, se ha observado
que la localizacién de Par-3, aPKC, a-catenina y F-actina, asi como la del centrosoma, se
corresponde de forma dinamica con los extremos de los procesos apicales en retraccion,
aun cuando la célula esta extendiendo el axon en el lado opuesto (Zolessi et al,, 2006). /n
vitro, las CGRs pasan por una fase multipolar, y el centrosoma se mueve dentro del cuerpo
celular, siendo su posicidén independiente del sitio de origen del axdn (Randlett et al.,
2011b).

Todos los progenitores de la retina presentan, al igual que el resto de las células
neuroepiteliales, una cilia primaria que protruye desde la superficie apical. Estudios
realizados mediante microscopia electrénica en retina de ratén han mostrado que, en la
mayoria de los casos, esta cilia permanece asociada al proceso apical a medida que éste se
retrae. En otros casos, sin embargo, los centriolos y la cilia migran parcial o totalmente al
pericarion mientras el proceso apical permanece extendido. En etapas mas avanzadas de la
diferenciacion, cuando aun mantienen un proceso apical relativamente largo, algunas

células parecen incluso llegar a perder la cilia (Hinds y Hinds, 1974).

Estas evidencias apuntan a una posible relacion entre la polarizacion neuronal y la
polaridad intrinseca de las células neuroepiteliales, relacion que parece variar de acuerdo
al tipo celular. Sin embargo, existen sefales adicionales que provienen del entorno
altamente polarizado al que estdn sometidos los precursores neuroepiteliales, y que
parecen influir sobre la adquisicion de la polaridad neuronal. Las neuronas son capaces de
polarizar correctamente en ausencia de estas sefales, ya que este proceso ocurre en
cultivo, pero eligen para ello orientaciones aleatorias. /n vivo, la neurona debe polarizar en
una orientacion particular, de forma que el axén y las dendritas estén dirigidos en una
direccion especifica, y el establecimiento de las conexiones ocurra de manera apropiada
(Zolessi, 2009).
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Figura 1. Representaciéon esquematica del proceso de diferenciaciéon de las células
ganglionares de la retina. Las células ganglionares de la retina se desarrollan a partir de
progenitores neuroepiteliales que presentan una cilia primaria en la regién apical. Luego
de la ultima divisidon mitotica, los neuroblastos se desprenden de la superficie y comienza
la retraccion del proceso apical, de forma simultanea con la extension del axon desde la
region basal de la célula. Una vez que finaliza la retraccidon del proceso apical, se
desarrolla, a partir de la regidén apical, el arbol dendritico. Se ha observado que el
centrosoma permanece en posicion apical al menos durante las etapas tempranas de este

proceso. Esquema modificado de Randlett et al,, 2011a.
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Una de las sefales externas que guia la polarizacion neuronal es la Laminina, una de las
moléculas que compone la ldmina basal. Embriones de pez cebra que carecen de Laminina
al (una de las subunidades de la Laminina) muestran defectos severos en la guia axonal en
multiples tipos neuronales, incluyendo las CGRs. En estos embriones, dichas células pasan
por una fase multipolar prolongada similar a la que se observa in vitro, y el axon que
finalmente se forma muchas veces se proyecta desde regiones de la célula distintas al
punto mas basal. Estudios hechos en cultivo han demostrado que el contacto con la
Laminina 1 es capaz de especificar una neurita particular para convertirse en axén. /n vivo,
este contacto parece ser suficiente para determinar el punto a partir del cual emerge el
axon. A su vez, la Laminina 1 parece ser esencial para el comportamiento polarizado del
centrosoma. Cuando se desarrollan en un entorno deficiente en Laminina al, los
centrosomas de las células progenitoras neuroepiteliales y las CGRs inmaduras se
observan inicialmente en el extremo del proceso apical, pero a menudo se mueven hacia el
cuerpo celular a medida que las CGRs maduran y comienzan a polarizar (Randlett et al,
2011b).

ELECCION DEL SISTEMA EXPERIMENTAL

La retina de los vertebrados es un modelo particularmente Util para el estudio de la
diferenciacion neuronal in vivo. Se trata de un o6rgano relativamente simple que, como una
protrusion del sistema nervioso central sobre la superficie del embridn, se encuentra
accesible para la manipulacion experimental. A su vez, la retina contiene multiples tipos
neuronales bien caracterizados, los cuales son facilmente identificables en base a su
morfologia, y expresion de marcadores moleculares especificos (Randlett et al, 2011a).
Dentro de estos tipos neuronales, las CGRs resultan particularmente apropiadas para el
estudio del establecimiento de la polaridad neuronal, ya que son las primeras neuronas de

la retina en comenzar a diferenciar (Kay et al., 2001).
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El pez cebra exhibe varias ventajas como modelo experimental para la biologia del
desarrollo. En primer lugar, se trata de animales con una alta fecundidad, que producen un
gran ndimero de huevos por cruza. A su vez, el desarrollo de los embriones es externo y
rapido, y tanto ellos como los huevos son transparentes, lo cual facilita la observacion de
movimientos morfogenéticos y de la organogénesis bajo microscopio (Fadool y Dowling,
2008; Stenkamp, 2007). En estos animales, los ojos presentan un gran tamafio y rapido
desarrollo (todos los tipos celulares de la retina se encuentran presentes a los 3 dias post-
fecundacion), y se encuentran accesibles para la manipulacién experimental y la

observacién in vivo (Neumann, 2001).

Una ventaja adicional de este organismo es la gran disponibilidad de herramientas
genéticas que ofrece. La caracterizacion fenotipica de un gran nimero de mutaciones ha
permitido determinar que, cuando éstas son llevadas a homocigosis, producen defectos
que se asocian a patologias similares a las enfermedades humanas. Esto no es de
sorprender si se tiene en cuenta que el 71,4% de los genes codificantes humanos tiene al
menos un ortologo en el pez cebra, y de forma reciproca, el 69% de los genes codificantes
del pez cebra tiene al menos un ortélogo en el humano. Entre estos genes ortologos, el
47% de los genes humano tiene una relacion de uno a uno con un ortélogo en el pez
cebra (Howe et al,, 2013). Muchos de los genes que se han identificado en este organismo
se encuentran involucrados en el desarrollo, particularmente en el desarrollo ocular, y se
han aislado miles de mutaciones que afectan cientos de loci esenciales para el desarrollo

del embridn, que incluyen al ojo y al sistema visual (Fadool y Dowling, 2008).

ORGANIZACION Y DESARROLLO DE LA RETINA

La retina es un érgano del sistema nervioso central que presenta una organizacion laminar
conservada entre los vertebrados. En ella se han identificado seis tipos celulares
principales: fotorreceptores, células horizontales, células bipolares, células amacrinas,

células gliales de Miiller y células ganglionares (Gestri et al, 2012). Los cuerpos celulares y
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los procesos de estas células se encuentran organizados en capas alternantes, de forma
que se observan tres capas nucleares, conectadas por medio de dos capas plexiformes
(Tarboush et al,, 2012). Rodeando la retina neural se encuentra el epitelio pigmentario de
la retina (EPR), un tejido delgado cuyas células contienen granulos de melanina, y que

reduce la dispersion de la luz que entra al ojo (Purves et al., 2004).

Adyacentes al EPR se localizan los fotorreceptores, las células que se encargan de absorber
la luz y de transformar el estimulo luminico en una sefal eléctrica (Purves et al,, 2004).
Existen dos tipos de fotorreceptores: los bastones y los conos. Los bastones son muy
sensibles a la luz, pero no discriminan informacion espectral, debido a que presentan un
Unico tipo de fotopigmento. Por otra parte, los conos tienen una menor sensibilidad a la
luz, pero poseen sensibilidad espectral. Existen varios tipos de conos, que difieren en el
fotopigmento que poseen. Cada uno de estos fotopigmentos tiene una sensibilidad
diferente a la luz de distintas longitudes de onda. La cantidad y el tipo de fotorreceptores
que posee una especie determinan qué rangos del espectro es capaz de percibir. En los
humanos, por ejemplo, existen tres tipos de conos, llamados de longitud de onda corta
(azul), media (verde) y larga (rojo) (Stenkamp, 2007; Purves et al., 2004). En la retina del pez
cebra hay un tipo adicional de conos, sensibles a la radiacion ultravioleta (UV), lo cual le
permite a estos peces percibir longitudes de onda dentro de este rango (Gestri et al.,
2012).

Los cuerpos celulares de los fotorreceptores forman la capa nuclear externa, y a partir de
ellos se originan terminales sinapticas que establecen conexiones en la capa plexiforme
externa con células bipolares u horizontales. Los cuerpos de estos dos tipos celulares,
junto con los de las células amacrinas y las células gliales de Miller, se localizan en la capa
nuclear interna. Las células bipolares poseen procesos axonales cortos, que establecen
contactos sinapticos con los procesos dendriticos de las CGRs en la capa plexiforme
interna, o que se conectan con ellos de forma indirecta por medio de las células amacrinas.

Los cuerpos celulares de las CGRs conforman la capa de células ganglionares, y sus axones,
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mucho mas grandes que los de las células bipolares, forman el nervio optico, el cual se

encarga de transmitir la informacidn sobre la estimulacion de la retina (Purves et al,, 2004).

Cada célula bipolar se conecta con muchos bastones, y a su vez cada célula amacrina se
conecta con muchas células bipolares. Esta convergencia hace al sistema de los bastones
un mejor detector de la luz, pero reduce su resolucidon espacial. La via de los conos es
mucho menos convergente, ya que una CGR recibe informacién de una Unica célula
bipolar, la cual a su vez se conecta con un Unico cono. Esto le brinda al sistema de los
conos una mejor resolucién espacial, a expensas de la sensibilidad a la luz (Purves et al.,
2004).

Las CGRs son las neuronas de proyeccion de la retina. Sus axones salen de la misma y se
asocian para formar el nervio optico. El lugar en el que se encuentran los dos nervios
Opticos se denomina quiasma Optico, y es a partir de él que surgen los tractos 6pticos, los
cuales se proyectan hacia el nucleo geniculado lateral del talamo, cuyas neuronas envian
axones hacia la corteza cerebral. En el quiasma ocurre a menudo un reordenamiento de las
fibras, de forma que algunas se proyectan hacia blancos que se encuentra del mismo lado
(ipsilateralmente) y otras se proyectan hacia el lado contrario (contralateralmente) (Purves
et al., 2004). La proporcidon entre ambos tipos de proyecciones es variable, pero en todos
los vertebrados la cantidad de proyecciones contralaterales es mayor que la de
proyecciones ipsilaterales. La cantidad relativa de estas ultimas depende de la localizacién
de los ojos. Cuando los ojos se localizan lateralmente en la cabeza, la cantidad de
proyecciones ipsilaterales es pequefa, o incluso nula, como es el caso del pez cebra. En
animales con ojos que se encuentran mas frontalmente, tal como los humanos, estas

proyecciones llegan casi a igualar a las contralaterales (Jeffery y Erskine, 2005).

Durante el desarrollo, la retina se forma a partir de estructuras huecas derivadas del tubo
neural, las cuales reciben el nombre de vesiculas opticas (Fadool y Dowling, 2008). En la
mayoria de los vertebrados, el tubo neural se forma por invaginacion de la placa neural, y
las vesiculas Opticas se forman a partir de evaginaciones que surgen de la porcién anterior

de dicho tubo (Lowery y Sive, 2004). En los peces teledsteos, como el pez cebra, el tubo
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neural se origina en un principio como una masa solida de células, el cilindro neural, que
cavita de forma secundaria. Es a partir de esta estructura que surgen los primordios
Opticos, masas sélidas de células que sufren una cavitacion posterior para dar lugar a las
vesiculas Opticas (Schmitt y Dowling, 1994). Una vez formadas, las vesiculas sufren una
invaginacién en su region central que lleva a la formacidon de las copas O6pticas,
constituidas por dos capas. La capa interna continda proliferando y produce la retina

neural, mientras que la capa externa da lugar al EPR (Fadool y Dowling, 2008).

En la retina neural, los distintos tipos celulares se generan durante el desarrollo en un
orden particular, y ciertos aspectos de este orden se encuentran conservados entre los
vertebrados. Las CGRs son las primeras células en comenzar a volverse post-mitdticas y en
diferenciar en el ojo de todos los vertebrados estudiados hasta el momento (Kay et al,
2001). La neurogénesis luego prosigue en un orden que va, de forma aproximada, desde
las capas mas internas a las mas externas de la retina. De esta forma, la diferenciacion de
las CGRs es seguida de forma cercana por la de las células amacrinas y las células
horizontales, las cuales constituyen la capa nuclear interna. Una tercera ola de
neurogénesis genera los fotorreceptores, las células que componen la capa nuclear
externa. Las células gliales de Miiller se encuentran entre las Ultimas células en expresar el
fenotipo maduro en muchas especies, incluyendo al pez cebra (Neumann, 2001; Fadool y
Dowling, 2008). En la mayoria de los vertebrados, la diferenciacion de los fotorreceptores y
las CGRs comienza dentro de la regién central, para luego expandirse a las regiones
periféricas. En contraste, en el pez cebra este proceso se inicia en la retina ventro-nasal, y
se extiende subsecuentemente a la regidén dorsal, antes de alcanzar la retina ventro-

temporal (Schmitt y Dowling, 1999).

Al igual que las demas neuronas del sistema nervioso central, las CGRs se originan a partir
de un tejido neuroepitelial. Si bien muchos aspectos de la transicion de los diferentes
componentes de la polaridad durante la diferenciacion de estas células han sido
estudiados, quedan aun aspectos por analizar. Uno de estos componentes es la cilia

primaria, la cual, debido a su funcidon sensorial, resulta un organelo de particular
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importancia, ya que existen diversas sefales extracelulares que dirigen la polarizacion
neuronal. Teniendo esto en cuenta, nos preguntamos cual es la localizacion y como es la
estructura fina de las cilias primarias en la retina durante el proceso de diferenciaciéon de
las células ganglionares. El objetivo principal de este trabajo fue, entonces, caracterizar
ultraestructuralmente las cilias primarias de células progenitoras (neuroepiteliales),
neuroblastos y neuronas en distintas etapas de la diferenciacion, en la retina neural de

embriones de pez cebra.
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Materiales y métodos

EJEMPLARES UTILIZADOS

En el presente trabajo se utilizaron embriones de pez cebra (Danio rerio) provenientes del
acuario del Institut Pasteur de Montevideo. El laboratorio cuenta con las acreditaciones
correspondientes de CHEA y CNEA para la manipulacién y experimentacion en pez cebra,
aunque en este trabajo solo se utilizaron embriones menores a 5 dias post-fecundacion
(dpf), los cuales no se encuentran contemplados en las regulaciones de estos organismos.
Las manipulaciones con individuos adultos para la obtencidon de los huevos (fecundacién
externa, por medios naturales), fue realizada por o bajo la estricta supervision del tutor u
otro personal acreditado del Instituto. Los peces adultos son mantenidos en un sistema
automatizado de tipo “stand alone” (modelo Zebtec Tecniplast SPA, Italia), en el cual el
agua es recirculada, filtrada, calefaccionada y esterilizada constantemente. Los parametros
fisicoquimicos de la misma se mantienen constantes: pH 7,5; conductividad 500 uS/cm?
temperatura 28°C. La iluminacion del cuarto se fija a 14 horas de luz y 10 de oscuridad. Los
peces son alimentados tres veces al dia con alimento seco (TetraMin y ZM de 50-100 pm) y
vivo (Artemia salina). Los embriones se obtuvieron de apareamientos entre adultos
seleccionados alojados en recipientes separados., y fueron incubados en estufa refrigerada
a una temperatura estandar de 28,5°C. En aquellos casos en que se buscé modificar la
velocidad de desarrollo, la incubacion se realizd a temperaturas variables entre 26 y 32°C.
Se utilizaron embriones de 26 a 48 horas post-fecundacion (hpf). La datacion de los

mismos se realizo segun la tabla de Kimmel et al. (Kimmel et al., 1995).

La linea de pez cebra de mayor utilizacién fue una cepa de tipo salvaje (linea SAT; origen:
Zfin, Oregon, USA). Esta linea fue inicialmente generada en el Instituto Sanger del Reino
Unido a partir de la linea Tu, sobre la cual se realiz6 la mayor parte de la secuenciacion
gendmica. En algunos casos se utilizaron ejemplares de las lineas transgénicas
Atoh7:Gap43-EGFP y Atoh7:Gap43-mRFP, los cuales expresan EGFP y RFP de membrana,
respectivamente, bajo la regulacion de la regidon upstream conteniendo el promotor del

gen que codifica para la proteina Atoh7 (previamente denominado Ath5), un factor de
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transcripcion especifico de progenitores y CGRs en diferenciacion (Masai et al, 2003;
Zolessi et al. 2006).

PROCESAMIENTO DE RUTINA PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

Una vez alcanzada la edad deseada, los embriones fueron decorionados y sacrificados por
inmersién en liquido fijador. Para una mejor preservacion de la estructura subcelular, se
realizo una doble fijacidbn de las muestras, empleando tres fijadores clasicos en los
estudios de microscopia electronica de transmision (MET). El primer liquido fijador estuvo
compuesto por una solucién de paraformaldehido al 10% en buffer fosfato salino 0,1 M
(PBS) con glutaraldehido al 2.5% (pH 7,2-7,4). Para asegurar una mejor penetracién de la
mezcla fijadora, las cabezas fueron separadas del resto del cuerpo, y mantenidas en dicha
mezcla durante toda la noche a 4°C. Luego de cumplido este periodo, se retir6 el liquido
fiiador y se procedi¢ a eliminarlo mediante la realizacion de cinco lavados de 5 minutos en
PBS. Esto fue seguido por una post-fijacién en tetroxido de osmio (OsO,) al 1% en PBS
durante una hora a temperatura ambiente. Este compuesto es capaz de unirse a las
cabezas polares de los lipidos de membrana, permitiendo una mejor preservacion de las
muestras y aumentando el contraste de las mismas, al conferirles un intenso color negro.
Posteriormente, se repitieron los lavados en buffer fosfato para eliminar los restos de
OsO4, y se procedid a la deshidratacion de las piezas por inmersion en alcoholes de
concentracién creciente, con un pasaje final por acetona pura. A continuacion, los tejidos
fueron embebidos en araldita (resina epodxica). Para ello se realizaron pasajes sucesivos por
diluciones de araldita/acetona de concentracién creciente, hasta llegar a araldita pura,
donde permanecieron toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se realizé la inclusion definitiva
de los tejidos, los cuales fueron colocados en moldes de silicona y orientados de forma de
facilitar el abordaje del ojo en la orientacion deseada al realizar los cortes. Los embriones
de 26 y 35 hpf se orientaron de forma que el eje antero-posterior se encontrara paralelo a

la cara de corte del bloque, mientras que en el caso de los embriones de 48 hpf este eje se
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colocd perpendicular a la misma. Una vez armados, los bloques fueron colocados en estufa

a 60°C durante 48 horas para permitir la polimerizacion de la resina.

Para la obtencion de secciones semi y ultrafinas se empled un ultramicrétomo RMC MT-X,
utilizando cuchillas de vidrio. En una primera instancia, y con el fin de alcanzar la zona de
interés, se realizaron cortes de 500 nm de espesor (semifinos). Los mismos fueron
montados sobre portaobjetos, tefiidos con azul de metileno boraxico al 1% y examinados
bajo un microscopio de luz Nikon Eclipse E200. En el caso de los embriones de 26 y 35 hpf,
se busco alcanzar la regidon media de la retina, de forma de realizar cortes transversales.
Para los embriones de 48 hpf, la regidon deseada fue aquella en la que la capa plexiforme
interna fuera claramente visible, lo cual indica la presencia de una capa de células
ganglionares ya formada. Una vez alcanzada la zona de interés, se realizaron secciones de
70 nm de espesor (ultrafinas), las cuales fueron montadas sobre rejillas de cobre. Se
utilizaron rejillas de reticulo de 75 y 100 mesh recubiertas con film de Formvar, y rejillas de

ventana, colocadas sobre un film de soporte del mismo tipo.

Una vez obtenidas las rejillas se procedid a contrastar los cortes ultrafinos con sales
metalicas pesadas, de modo de lograr una clara visualizacidén de las estructuras celulares.
Los cortes ya montados en las rejillas fueron colocados en contacto con una solucidn
saturada de acetato de uranilo al 2% en agua ultrapura durante 2 horas en oscuridad y en
estufa a 60°C. Posteriormente, fueron lavados en agua ultrapura y sobre-contrastados con
citrato de plomo de Reynolds durante 10 minutos a temperatura ambiente. Luego de ser
lavados nuevamente en agua ultrapura, se procedioé a secar cuidadosamente las rejillas con
los cortes y almacenarlas debidamente identificadas hasta su observacion al microscopio
electrénico. El analisis fue realizado en un microscopio electronico de transmisién marca
Jeol, modelo JEM 1010 X operado a 100 kV, equipado con una camara digital
HAMAMATSU C4742-95 para el registro de imagenes.
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INMUNODETECCION /N TOTO CON PEROXIDASA

Con el objetivo de identificar las células Atoh7 positivas por MET, realizamos una
inmunodeteccién in toto con peroxidasa. Para ello, fijjamos embriones de la linea
transgénica Atoh7:Gap43-EGFP a las 35 hpf en paraformaldehido al 10% en PBS 0,1 M (pH
7,2-7,4) durante toda la noche a 4°C. Luego se llevaron a cabo tres lavados de 30 minutos
cada uno en Triton X-100 al 0,5% en PBS (PBS-T0,5), con el objetivo de eliminar el fijador y
permeabilizar el material biolégico. Se procedid a realizar una incubacion en solucion de
bloqueo, compuesta por PBS-TO,5 con seroalbimina bovina (BSA) al 0,1%, durante una
hora, de forma de bloquear los sitios de unidn inespecifica. Una vez finalizado el bloqueo,
se incubd con el anticuerpo primario monoclonal anti-GFP hecho en raton (DSHB,
Universidad de lowa; DSHB-GFP-12E6-ds) en una dilucidon 1:200 en solucién de bloqueo
durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, se realizaron tres lavados de 30 minutos en
PBS-T0,5, de manera de eliminar el anticuerpo primario que no se unié a su antigeno,
seguidos de un lavado de 30 minutos en PBS. Se procedi6é entonces a realizar una segunda
fijacion en paraformaldehido al 10% en PBS durante una hora a 4°C, con el propdsito de
mejorar la preservacion del tejido. Luego de esta fijacion se llevd a cabo un lavado de 30
minutos en PBS-TO,5 y tres lavados de 30 minutos en solucion de bloqueo. Posteriormente
se incubo con el anticuerpo secundario anti-lgG de raton conjugado a peroxidasa de
rabano (HRP) (Sigma; A4416), en una dilucion 1:500 en solucién de bloqueo durante toda
la noche a 4°C. Al dia siguiente, se realizaron tres lavados de 30 minutos en PBS-TO,5,
seguidos por dos lavados de 30 minutos en Triton X-100 al 0,1% en PBS (PBS-TO,1).
Posteriormente, se incubaron las muestras con diaminobencidina (DAB) (Sigma; D5905) en
una concentracion de 1 mg/mL en PBS-TO,1 durante 40 minutos en oscuridad a 4°C, de
manera de permitir la penetracion de la misma en el tejido. Esta incubacion fue seguida
por el agregado de perdxido de hidrégeno (H,0,) en una concentracion final de 0,036%.
La peroxidasa produce oxigeno (O;) a partir del H,O,, el cual a su vez oxida a la DAB. El
OsO4 reacciona con el producto de oxidacion de la DAB, produciendo un precipitado que
se observa electron-denso bajo el microscopio electronico (Mesa-Tejada et al, 1977). Las

muestras fueron mantenidas en esta solucidon en oscuridad con agitacion a temperatura
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ambiente hasta observar la aparicion de células oscuras en la retina. En este punto, se
detuvo la reaccién por medio de dos lavados de 20 minutos en PBS-T0,5, seguidos de dos
lavados de 20 minutos en PBS. Se realizoé una fijacién final en paraformaldehido al 10% en
PBS con glutaraldehido al 2,5% (pH 7,2-7,4) durante 72 horas a 4°C. Los embriones fueron

procesados posteriormente utilizando la técnica de rutina para MET.

GENERACION DEL VECTOR Atoh7:nls-EGFP

La sefial obtenida mediante la inmunodeteccion in toto con peroxidasa sobre embriones
transgénicos Atoh7:Gap43-EGFP es citoplasmica o de membrana, lo cual puede interferir
con la observacion de las cilias. Con el fin de realizar un marcado nuclear de las células
Atoh7 positivas, generamos el vector Atoh7:nls-EGFP por medio del kit Tol2 (Kwan et al,
2007).

Este kit esta basado en el sistema Gateway, el cual combina tres vectores de “entrada” (uno
“5'-entry” tipicamente conteniendo el promotor, uno "middle-entry” conteniendo un
reportero o la secuencia codificante de interés, y uno “3'-entry” conteniendo una sefial de
poliadenilacién o un marcador) en un vector de “destino” por medio de recombinacién
sitio-especifica. En este caso, utilizamos los vectores de entrada p5E-Atoh7, que contiene
el promotor de Atoh7 (Kwan et al, 2007), pME-nls-EGFP (EGFP con una sefial de
localizacion nuclear), y p3E-poliA (sefial de poliadenilacion). Como vector de destino
utilizamos pDestTol2pA2, el cual contiene las regiones terminales del transposon Tol2,

necesarias para la insercion en el genoma.

La reaccion de recombinacién es llevada a cabo por la enzima LR Clonasa Il Plus de
Gateway (Invitrogen; 12538) siguiendo las indicaciones del fabricante y las que se
encuentran en la pagina web del kit desarrollado por Kristen Kwan y Chi-Bin Chien
(http://tol2kit.genetics.utah.edu/index.php/Main_Page). En una reaccion de 10 plL, 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 ulL de la enzima. Esta mezcla fue incubada toda la
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noche a 25°C en un termoblock. Al dia siguiente, se le agregd 1 uL de Proteinasa K y se
incub6 a 37°C durante 10 minutos para terminar la reaccion. 3 uL de la reaccion de
recombinacién fueron posteriormente transformados en células competentes OneShot
TOP10 (Invitrogen; C4040), las cuales fueron plaqueadas en medio LB Agar con ampicilina
e incubadas toda la noche a 37°C. Una vez cumplido este periodo, las colonias fueron
picadas y puestas a crecer en LB liquido. Al dia siguiente, se realizaron minipreps
utilizando el kit GenElute Plasmid Miniprep Kit (Sigma; PLN70), y se llevd a cabo la
confirmacién por medio de un ensayo de restriccidn con la enzima Notl, analizando el

producto de digestion mediante electroforesis en un gel de agarosa 1%.

MICROINYECCION DE EMBRIONES

La construccién Atoh7:nls-EGFP fue inyectada en embriones de diferentes lineas en etapa
de una célula. Para permitir la insercion de dicha construccién en el genoma, se inyectd a
su vez el ARNm codificante para la transposasa Tol2 (Kawakami, 2007). Este ARNm fue
generado a partir del vector pCS2FA-transposase del kit Tol2, por medio de una
transcripcion in vitro utilizando el kit mMessage mMachine (Ambion). EL ARNm obtenido
fue purificado por medio de una columna MicroSpin G-50 (GE Healthcare; 27-5330-01). Se
prepar6 una solucidn con una concentracidon final de 20 pg/nL de ADN plasmidico
conteniendo la construccion Atoh7:nls-EGFP y 25 pg/nL de ARNm codificante para la

transposasa Tol2. Cada embrion fue inyectado con 1 nL de dicha solucion.

INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA /N TOTO

Una vez obtenida la construccion Atoh7:nls-EGFP, comparamos la localizacidén de la sefial
obtenida con la de marcadores moleculares especificos de CGRs. En una primera instancia
utilizamos el anticuerpo zn-5. Para ello, embriones de la linea SAT inyectados con ADN

plasmidico conteniendo la construccion Atoh7:nls-EGFP fueron fijados a las 48 hpf en
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paraformaldehido al 10% en PBS 0,1 M (pH 7,2-7,4) durante toda la noche a 4°C. Luego se
llevaron a cabo tres lavados de 30 minutos cada uno en Tritén X-100 al 1% en PBS (PBS-
T1), con el objetivo de eliminar el fijador y permeabilizar el material biolégico. Se procedid
a realizar una incubacion en tripsina al 0,25% en PBS-T1 en hielo durante 30 minutos, de
modo de aumentar la permeabilizacion del tejido. Posteriormente, se realizaron dos
lavados de 10 minutos en solucion de bloqueo, compuesta por PBS-T1 con BSA al 0,1%, en
hielo, seguidos por dos lavados de 30 minutos en la misma solucion a 4°C, de forma de
bloquear los sitios de unién inespecifica. Se procedid a incubar las muestras con el
anticuerpo primario monoclonal zn-5 hecho en raton (ZIRC, Oregon; ZDB-ATB-081002-19)
en una dilucién 1:100 en solucion de bloqueo durante toda la noche a 4°C. Al dia
siguiente, se realizaron cinco lavados de 30 minutos en solucién de bloqueo, de manera de
eliminar el anticuerpo primario que no se unié a su antigeno, y se incubé con el anticuerpo
secundario anti-lgG de ratdn conjugado a Alexa633 (Life Technologies; A-21050), en una
dilucion 1:500 en solucion de bloqueo durante toda la noche a 4°C. A su vez, se incluyo el
marcador de actina filamentosa faloidina conjugado a rodamina en una dilucién 1:2000, y
el marcador de ADN Hoechst 33342 en una dilucion 1:5000. Al dia siguiente, se realizaron
tres lavados de 20 minutos en PBS-T1, seguidos por dos lavados de 20 minutos en PBS.
Los embriones fueron montados en glicerol al 70% en Tris 20 mM (pH 8,0), en camaras
realizadas con cinta aisladora sobre portaobjetos. Sobre estas camaras se colocaron
cubreobjetos, y el espacio entre los bordes del cubre y portaobjetos fue sellado con
esmalte para ufas incoloro. Las muestras fueron mantenidas a -20°C hasta su observacion
al microscopio de barrido laser confocal. El analisis fue realizado en un microscopio

confocal Leica TCS-SP5.

En una segunda instancia, realizamos la inyeccion sobre embriones de la linea transgénica
Atoh7:Gap43-mRFP, con el fin de comparar la seflal de nls-EGFP obtenida mediante
microinyeccién (transgénesis transitoria) con la sefial observada en embriones de una linea
transgénica estable. Los embriones fueron fijados a las 35 hpf en paraformaldehido al 10%

en PBS 0,1 M (pH 7,2-7,4) durante toda la noche a 4°C. El protocolo continda de la misma
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forma que el descrito anteriormente para la inmunofluorescencia in toto con el anticuerpo

zn-5, con las siguientes modificaciones:

- Con el fin de determinar las condiciones Optimas para la inmunodeteccion, se realizaron

ensayos paralelos utilizando PBS-T1 o PBS-TO,5.
- No se realiz6 una tripsinizacidén previo a la incubacién con solucion de bloqueo.

- Se utilizé un anticuerpo primario monoclonal anti-GFP hecho en raton en una dilucién

1:100 en solucién de bloqueo.
- Como marcador de ADN se utilizé verde de metilo en una dilucién 1:5000.

- No se utilizd el marcador de actina filamentosa faloidina conjugado a rodamina.

INMUNODETECCION /N TOTO CON PEROXIDASA SOBRE EMBRIONES INYECTADOS

Una vez realizada la evaluacion de la construccidn Atoh7:nls-EGFP como marcador de las
CGRs y sus precursores, llevamos a cabo una inmunodeteccion con peroxidasa sobre
embriones inyectados, de forma de poder identificar estas células mediante MET. Para ello,
embriones de la linea transgénica Atoh7:Gap43-mRFP fueron inyectados con ADN
plasmidico conteniendo la construccién Atoh7:nls-EGFP en etapa de una célula,
mantenidos a 28,5°C y fijados a las 42 hpf en paraformaldehido al 10% en PBS 0,1 M (pH
7,2-7,4) durante toda la noche a 4°C. El protocolo continta de la misma forma que el
descrito previamente para la inmunodeteccién in toto con peroxidasa sobre embriones no

inyectados, con las siguientes modificaciones:
- El anticuerpo primario monoclonal anti-GFP se utilizé en una dilucién 1:80.

- El anticuerpo secundario anti-lgG de raton conjugado a HRP se utilizd en una dilucién
1:300.
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- El detergente en el que se incubd la DAB fue Tween en lugar de Triton X-100. De esta
forma, al dia siguiente de la incubacion con el anticuerpo secundario se realizaron tres
lavados de 30 minutos en PBS-TO0,5, seguidos por un lavado de 30 minutos en PBS, y un

lavado de 30 minutos en Tween al 0,1% en PBS (PBS-Tween).
- La DAB se utilizé en una concentraciéon de 2 mg/mL.

- La reaccion se detuvo por medio de dos lavados de 20 minutos en PBS-Tween, seguidos

de dos lavados de 20 minutos en PBS.
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Resultados

CILIAS EN PROGENITORES NEUROEPITELIALES

Con el fin de analizar las caracteristicas ultraestructurales de las cilias primarias durante el
proceso de diferenciacion de las células ganglionares de la retina (CGRs), procesamos
embriones de pez cebra de 35 horas post-fecundacién (hpf) para microscopia electronica
de transmisidon (MET) utilizando la técnica de rutina (ver Materiales y Métodos).
Observamos que las células que se encuentran unidas a la superficie apical del
neuroepitelio, que pueden ser tanto progenitores neuroepiteliales que aun no han sufrido
su ultima division mitotica como neuroblastos que no han comenzado el proceso de
retraccion, presentan una cilia primaria que protruye desde la superficie apical hacia el
espacio subretiniano. Las cilias presentes en estas células poseen caracteristicas
ultraestructurales notoriamente conservadas, siendo una de ellas la presencia de un
bolsillo ciliar asociado. Esta estructura rodea a la cilia en su region proximal, y la
membrana del bolsillo entra en contacto con la membrana ciliar mas cerca del extremo de
la cilia. En 70 de 110 casos analizados, el bolsillo parece rodear completamente la base la
cilia, ya que las expansiones de membrana que lo conforman se observan a ambos lados
de la misma (Figura 2). Estas expansiones de membrana pueden mantener dimensiones
similares a medida que rodean la cilia (Figura 2B), o presentar variaciones de tamano, de
forma de tener un espesor mayor en una regién que en otra (Figura 2E). El extremo distal
de la cilia emerge del bolsillo hacia el medio extracelular, pero el grado de exposicidn
hacia éste varia segun el caso. En algunas cilias, el extremo esta expuesto al medio
extracelular del espacio subretiniano (Figura 2B,G), mientras que en otros este extremo
parece estar totalmente recubierto por las expansiones de membrana que constituyen el
bolsillo ciliar (Figura 2D). En 9 de las 110 cilias observamos que la membrana plasmatica
parece expandirse rodeando solo una parte de la cilia, asociandose Unicamente con una
region de la membrana ciliar (Figura 3A). En algunos de estos casos, la otra region de la
membrana ciliar entra en contacto con la membrana apical de la célula vecina (Figura 3Ac).

St bien la mayoria de las cilias apicales aparecen asociadas a un bolsillo ciliar total o
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Figura 2. Cilias primarias de la membrana apical del neuroepitelio retiniano con
bolsillo ciliar completo. Imagenes de microscopia electronica de transmision de la retina
de embriones de pez cebra de 35 hpf procesados utilizando la técnica de rutina. Desde la
membrana apical de las células neuroepiteliales se extiende una cilia primaria. La mayor
parte de estas cilias se encuentra asociada a un bolsillo ciliar, constituido por expansiones
de membrana que se observan a ambos lados de la cilia en los cortes ultrafinos. A. Imagen
panoramica de una célula neuroepitelial (limites marcados con linea punteada negra;
nucleo marcado con asterisco negro), en la que se observa la localizacién y orientacién de
la cilia primaria (recuadro). Esta estructura protruye desde la membrana apical, y su
extremo se dirige hacia el epitelio pigmentario de la retina (EPR). B. Ampliacion del
recuadro indicado en A. Se observan zonas de membrana plasmatica electrén-densas en la
base del bolsillo (cabezas de flecha), que parecen estar conectadas con el centriolo madre
a través de estructuras también electron-densas, posiblemente fibras de transicion (flechas
negras). Los asteriscos blancos marcan la posicion de la zonula adherens entre esta célula
y tres células vecinas. C-G. Imagenes a mayor aumento en las que se aprecian detalles de
cilias apicales. Es posible observar que las dimensiones de las expansiones de membrana
que forman el bolsillo son variables, asi como el grado de exposicion del extremo de la
cilia hacia el espacio subretiniano (ESR). Las flechas blancas en C indican la presencia de
centriolos incompletos, que aparentemente nacen a partir de cada uno de los centriolos
del cuerpo basal, indicando que esta célula se dividird al menos una vez mas. Las
estructuras sefialadas en B pueden apreciarse en varias de estas micrografias. Todas las
imagenes estan orientadas con la superficie apical del neuroepitelio hacia arriba. M: Célula

mitotica. Barras de escala: A: 2 um; B-G: 0,5 um.
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parcial, 16 de las 110 observadas parece carecer completamente de dicha estructura
(Figura 3B). Llamativamente, algunas de estas cilias se encuentran asociadas en su porcién
distal a invaginaciones de las células del epitelio pigmentario de la retina (Figura 3C). Una
segunda caracteristica que aparece en algunas de las cilias que se extienden desde la
superficie apical es la presencia de una region de membrana plasmatica particularmente
electron-densa alrededor de su base, que parece encontrarse en la zona en la que se
establece el contacto con las fibras de transicidon que se extienden desde el cuerpo basal

(Figura 2B). Cuando existe un bolsillo ciliar, esta membrana conforma la base de éste.

Utilizando el programa Fiji realizamos medidas de una serie de parametros morfométricos
de las cilias apicales que presentan un bolsillo ciliar completo (Figura 4). Entre estas
medidas se encuentran el largo, el ancho en la base de la cilia y el angulo con que se
orienta la misma con respecto al EPR. Determinamos a su vez algunos parametros
relacionados con el bolsillo ciliar, como son la profundidad y el ancho. La mayor parte de

las medidas realizadas presenta variaciones considerables.

Las 15 cilias restantes de las 110 observadas que se localizan préximas a la superficie
apical se orientan con su extremo dirigido hacia la superficie basal del neuroepitelio, en
lugar de protruir hacia el espacio subretiniano (Figura 5). Muchas de estas cilias se
extienden desde regiones ubicadas por debajo de los complejos de unidn adherentes
(Figura 5D-G), y su longitud es comparable a la de las cilias que se extienden desde la
superficie apical del neuroepitelio (Figura 5B,D). Estudios anteriores realizados en corteza
cerebral de raton muestran que los progenitores basales forman cilias basolaterales luego
de la divisidbn mitética previa a la delaminacién (Wilsch-Brauninger et al, 2012). Nuestro
analisis de la retina de embriones de pez cebra en etapas previas a la neurogénesis (26
hpf) muestra que, a esta edad, unas pocas cilias parecen tener su extremo orientado hacia
la superficie basal (Figura 6). De un total de 24 cilias halladas solo 3 presentaban dicha

orientacion.

En los embriones de 35 hpf observamos ademas cilias notoriamente mas cortas que las

descritas anteriormente. Estas cilias se extienden tanto desde la membrana apical,
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Figura 3. Cilias primarias de la membrana apical del neuroepitelio retiniano con un
bolsillo ciliar incompleto o no evidente. Imagenes de microscopia electronica de
transmision de la retina de embriones de pez cebra de 35 hpf procesados utilizando la
técnica de rutina. Una minoria de las células neuroepiteliales presenta cilias que no se
encuentran asociadas a un bolsillo ciliar completo. Estas cilias también se extienden desde
la membrana apical, con su extremo dirigido hacia el espacio subretiniano (ESR). A. Cilias
apicales con un bolsillo ciliar incompleto, en el que las expansiones de membrana solo
aparecen asociadas a una region de la cilia en los cortes ultrafinos. Algunas de estas cilias
establecen contacto con la membrana apical de la célula vecina (asterisco negro). B. Cilias
apicales que carecen de un bolsillo ciliar. C. Cilias apicales sin bolsillo que se asocian con
invaginaciones de las células del epitelio pigmentario de la retina (EPR). Los asteriscos
blancos marcan las uniones adherentes entre la célula que presenta la cilia y sus vecinas.

Todas las imagenes estan orientadas con la superficie apical del neuroepitelio hacia arriba.

Barras de escala: 0,5 pm.
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Figura 4. Caracterizacion morfométrica de las cilias apicales. Los valores mostrados en
C fueron determinados sobre cilias que se extienden desde la membrana apical del
neuroepitelio retiniano a las 35 hpf, y que se encuentran asociadas a un bolsillo ciliar
completo. Se representa cada medida tomada sobre una micrografia (A) y en forma
esquematica (B). Las medidas fueron tomadas utilizando el programa Fiji. CB: Cuerpo basal;

EPR: Epitelio pigmentario de la retina.
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Figura 5. Cilias primarias subapicales orientadas con el extremo distal hacia la
superficie basal del neuroepitelio. Imagenes de microscopia electrénica de transmision
de la retina de embriones de pez cebra de 35 hpf procesados utilizando la técnica de
rutina. Se observan algunas cilias que se orientan con su extremo dirigido hacia la
superficie basal del neuroepitelio. A. Imagen panoramica de una célula neuroepitelial
(limites marcados con linea punteada negra; nicleo marcado con asterisco negro), en la
que se observa la localizacién y orientacion de la cilia primaria (recuadro). Estas células se
encuentran unidas a la superficie apical del neuroepitelio y presentan cilias cuyo extremo
se encuentra dirigido hacia la superficie basal del mismo. B. Ampliacién del recuadro
indicado en A. C-G. Imagenes a mayor aumento en las que se aprecian detalles de cilias
subapicales. Muchas de estas cilias parecen extenderse desde regiones que se encuentran
por debajo de los complejos de union apicales (asteriscos blancos). Algunas de ellas
protruyen desde la membrana basolateral (F), mientras que otras parecen encontrarse
internalizadas en vesiculas citoplasmicas (B,C,E). Todas las imagenes estan orientadas con
la superficie apical del neuroepitelio hacia arriba. EPR: Epitelio pigmentario de la retina;

ESR: Espacio subretiniano. Barras de escala: A: 2 um; B-G: 0,5 um.
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estrechamente asociadas al aparato de Golgt (Figura 7A), como desde la membrana
basolateral, por debajo de los complejos de unidn adherentes (Figura 7B). En algunos de
estos Ultimos casos se observa incluso la presencia del aparato de Golgi ubicado en la
base de la cilia, y en algunos casos dispuesto entre ésta y la membrana apical de la célula
(Figura 7Bd). En algunos casos se observa una seccion transversal del centriolo asociado a
la membrana plasmatica, acompafiado de un axonema corto que se organiza a partir de él
(Figura 7Bd,f). En otros casos solo se observa una seccion longitudinal del centriolo, sin

que sea posible visualizar un axonema (Figura 7Bb,c).

Existen a su vez cilias cortas que parecerian encontrarse dentro de vesiculas membranosas,
las cuales se localizan cerca de la superficie apical (Figura 8). Estas cilias presentan un
axonema de longitud variable, el cual se organiza a partir del centriolo asociado a la
membrana de la posible vesicula y se proyecta hacia la luz de la misma. En algunos casos,
dicho axonema llega a medir cerca de 0,5 um (Figura 8C,E,G). La orientacién de estas cilias
también es variable: su extremo distal puede estar dirigido hacia la membrana lateral
(Figura 8B,D,F), o hacia la superficie basal (Figura 8C,E,G). Dicho extremo, en algunos casos,
presenta una forma redondeada (Figura 8E,G), mientras que en otros muestra forma de
cuia (Figura 8C). Puede observarse el aparato de Golgi siempre en la zona del citoplasma

que rodea al centrosoma (Figura 8B,G).

CILIAS EN NEUROBLASTOS EN PROCESO DE RETRACCION APICAL

En los embriones de 35 hpf es posible observar algunas CGRs que ya han comenzado el
proceso de diferenciacion. Encontramos varios casos de neuroblastos que han comenzado
la retraccién apical y que presentan una cilia asociada al extremo del proceso en
retraccion, tanto en etapas tempranas (Figura 8) o tardias (Figura 10) de dicho proceso.

Estas cilias se orientan con su extremo dirigido hacia el EPR, y presentan caracteristicas
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Figura 6. Cilias primarias orientadas con el extremo distal hacia la superficie basal
del neuroepitelio, en etapas previas al comienzo de la neurogénesis. Imagenes de
microscopia electronica de transmisidn de la retina de embriones de pez cebra de 26 hpf
procesados utilizando la técnica de rutina. En este estadio del desarrollo, previo al
comienzo de la neurogénesis en la retina, también aparecen cilias con su extremo
orientado hacia la superficie basal del neuroepitelio. A. Imagen panoramica de una célula
neuroepitelial (limites marcados con linea punteada negra; nicleo marcado con asterisco
negro), en la que se observa la localizacion y orientaciéon de la cilia primaria (recuadro).
Estas células se encuentran unidas a la superficie apical del neuroepitelio y presentan cilias
cuyo extremo se encuentra dirigido hacia la superficie basal del mismo. B. Ampliacién del
recuadro indicado en A. El asterisco blanco marca una union adherente entre la célula que
presenta la cilia y su vecina. C. Imagen a mayor aumento de otra cilia orientada de forma
similar. Todas las imagenes estan orientadas con la superficie apical del neuroepitelio
hacia arriba. EPR: Epitelio pigmentario de la retina; ESR: Espacio subretiniano. Barras de

escala: A: 2 um; B,C: 0,5 um.

39






Figura 7. Cilias primarias cortas en la membrana plasmatica de las células
neuroepiteliales de la retina. Imagenes de microscopia electronica de transmision de la
retina de embriones de pez cebra de 35 hpf procesados utilizando la técnica de rutina.
Unas pocas células neuroepiteliales presentan cilias significativamente cortas, o sin
axonema visible. Muchas de estas cilias aparecen estrechamente asociadas al aparato de
Golgi (G). A. Cilias cortas que se extienden desde la membrana apical de la célula hacia el
espacio subretiniano (ESR). (a) Imagen panoramica de una célula neuroepitelial (limites
marcados con linea punteada negra; nucleo marcado con asterisco negro), en la que se
observa la localizacién de la cilia (recuadro). (b) Ampliacion del recuadro indicado en (a).
(c,d) Imagenes a mayor aumento en las que se observan detalles de cilias apicales cortas.
B. Cilias cortas que se extienden desde la membrana basolateral, por debajo de los
complejos de unién adherentes (asteriscos blancos). (a) Imagen panoramica de una célula
neuroepitelial (limites marcados con linea punteada negra; nlcleo marcado con asterisco
negro), en la que se observa la localizaciéon de la cilia (recuadro). (b) Ampliacién del
recuadro indicado en (a). (c-f) Imagenes a mayor aumento en las que se observan detalles
de cilias basolaterales cortas. En algunos casos es posible observar un axonema (d-f),
mientras que en otros no (c). Todas las imagenes estan orientadas con la superficie apical
del neuroepitelio hacia arriba. EPR: Epitelio pigmentario de la retina. Barras de escala: A(a):

2 um; A(b-d): 0,5 um; B(a): 2 um; B(b-f): 0,5 um.
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Figura 8. Cilias primarias cortas dentro de vesiculas proximas a la superficie apical
del neuroepitelio. Imagenes de microscopia electronica de transmision de la retina de
embriones de pez cebra de 35 hpf procesados utilizando la técnica de rutina. Cerca de la
superficie apical de algunas células neuroepiteliales se observan cilias que parecen
encontrarse dentro de vesiculas membranosas. A. Imagen panoramica de una célula
neuroepitelial (limites marcados con linea punteada negra; ndcleo marcado con asterisco
negro), en la que se observa la localizacion de la vesicula (recuadro). B. Ampliacion del
recuadro indicado en A. C-G. Imagenes a mayor aumento en las que se observan detalles
de cilias que parecen estar dentro de vesiculas. La longitud de estas cilias es variable. En
algunos casos, el axonema es relativamente corto (D), mientras que en otros la cilia alcanza
una longitud cercana a 0,5 um (C,E,G). La orientacion de estas cilias también es variable.
Algunas se encuentran dirigidas hacia la membrana lateral (B,D,F), mientras que otras se
dirigen hacia la superficie basal (C,E,G). El extremo de la cilia puede presentar una forma
redondeada (E,G) o de cufia (C). En algunos casos se observa la presencia del aparato de
Golgl (G) en el citoplasma que se encuentra alrededor del centrosoma. Los asteriscos
blancos marcan las uniones adherentes entre la célula que presenta la cilia y sus vecinas.
Todas las imagenes estan orientadas con la superficie apical del neuroepitelio hacia arriba.
EPR: Epitelio pigmentario de la retina; ESR: Espacio subretiniano. Barras de escala: A: 2 pum;

B-G: 0,5 um.
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ultraestructurales variables. Algunas tienen una longitud comparable a la de las cilias
presentes en la membrana apical de células progenitoras o que aun no han comenzado el
proceso de retraccién (Figura 9B), y también presentan un bolsillo ciliar (Figura 9B; 10A,B).
En otros casos, sin embargo, el bolsillo parece estar ausente (Figura 9A,C). Resulta
interesante notar que en el extremo apical de uno de los procesos en retraccidon
observamos estructuras electron-densas asociadas a la membrana, que parecen ser

uniones intercelulares (Figura 9C).

CILIAS EN NEUROBLASTOS QUE HAN FINALIZADO LA RETRACCION APICAL Y EN CELULAS
GANGLIONARES JOVENES

Las CGRs parecen mantener una cilia incluso luego de que la retraccion cesa, cuando su
nucleo se encuentra posicionado cerca de la lamina basal, en la regidon en la que
posteriormente se formarad la capa de células ganglionares. Algunas de estas cilias se
encuentran en posicién apical (Figura 11), mientras que otras parecen extenderse desde
regiones mas basales (Figura 12). Estas ultimas presentan una orientacién variable,
pudiendo tener su extremo dirigido hacia la lamina basal (Figura 12A) o hacia la superficie
apical (Figura 12B). Estas cilias parecen ser mas cortas que las que protruyen desde la
membrana apical de las células neuroepiteliales. En un caso particular encontramos dos
cilias de células vecinas muy proximas entre si, separadas por lo que pareceria ser un

complejo de union intercelular (Figura 11A).

Con el fin de analizar la presencia y ultraestructura de las cilias en etapas mas avanzadas
de la diferenciaciéon de las CGRs, procesamos embriones de 48 hpf para MET utilizando la
técnica de rutina. En 7 de las 49 células en las que encontramos un centriolo asociado a la
membrana plasmatica observamos cilias que parecen ser relativamente largas, las cuales
se extienden lateralmente desde la region apical (Figura 13). Estas cilias parecerian por
tanto encontrarse en el tronco del arbol dendritico o en su base, con su extremo dirigido

hacia la lamina basal. En algunas de estas cilias encontramos una regién de membrana
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Figura 9. Cilias primarias en neuroblastos en etapas tempranas de la retraccion del
proceso apical. Imagenes de microscopia electrénica de transmision de la retina de
embriones de pez cebra de 35 hpf procesados utilizando la técnica de rutina. Se observan
neuroblastos en etapas tempranas de la retraccion que presentan una cilia en el extremo
del proceso apical. A-C. Imagenes panoramicas en las que se observa la localizacion y
orientacion de la cilia (recuadros). Estas cilias se ubican en el extremo del proceso apical en
retraccion (limites marcados con linea punteada negra), y se orientan con su extremo
dirigido hacia el epitelio pigmentario de la retina (EPR). En ninguno de los casos fue
posible identificar el nucleo de las células que presentan estas cilias. A’-C’. Ampliaciones
de los recuadros indicados en A-C, respectivamente. Se observa que algunas de las cilias
presentan un bolsillo ciliar asociado (B’), mientras que en otras esta estructura parece estar
ausente (A’,C'). En aquellas cilias en las que no se observa el extremo se marca la longitud
del axonema hasta donde es posible apreciarla (llave). En uno de los procesos en
retraccidn observamos una estructura electron-densa asociada a la membrana, que parece
ser un complejo de union intercelular de tipo adherente (asterisco blanco). Todas las
imagenes estan orientadas con la superficie apical del neuroepitelio hacia arriba. Barras de
escala: A-C: 2 um; A'-C": 0,5 pum.
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Figura 10. Cilias primarias en neuroblastos en etapas avanzadas de la retraccion del
proceso apical. Imagenes de microscopia electrénica de transmision de la retina de
embriones de pez cebra de 35 hpf procesados utilizando la técnica de rutina. A,B.
Imagenes panoramicas de neuroblastos en etapas avanzadas de la retraccidén (limites
marcados con linea punteada blanca), que presentan una cilia en el extremo del proceso
apical (recuadros). Estas cilias se orientan con su extremo dirigido hacia el epitelio
pigmentario de la retina, y presentan un bolsillo ciliar asociado. El nucleo de estos
neuroblastos (marcado con asterisco negro) se encuentra muy proximo a la ldamina basal
(linea punteada negra). A’,B’. Ampliaciones de los recuadros indicados en A y B,
respectivamente. En aquellas cilias en las que no se observa el extremo se marca la
longitud del axonema hasta donde es posible apreciarla (llave). Todas las imagenes estan
orientadas con la superficie apical del neuroepitelio hacia arriba. Barras de escala: A,B: 2

um; A',B: 0,5 um.
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Figura 11. Cilias primarias en la region apical de neuroblastos que han finalizado la
retraccion del proceso apical. Imagenes de microscopia electrénica de transmisién de la
retina de embriones de pez cebra de 35 hpf procesados utilizando la técnica de rutina. Las
cilias son retenidas en los neuroblastos luego de que la retraccion cesa, cuando el ndcleo
(marcado con asterisco negro) se encuentra muy préximo a la lamina basal (linea punteada
negra). A,B. Imagenes panoramicas de los neuroblastos (limites marcados con linea
punteada blanca), en las que se observa la localizacién y orientacion de la cilia (recuadros).
Algunas de las cilias se localizan en la region apical de la célula. A’. Ampliacién del
recuadro indicado en A. Se observa que la cilia es mas corta que las que se extienden
desde la membrana apical de las células neuroepiteliales. En este caso particular se
observan dos cilias de células vecinas que se encuentran muy prdximas entre si, y estan
separadas por lo que parece ser un complejo de unién adherente (asterisco blanco). B'.
Ampliaciéon del recuadro indicado en B. En este caso, al no ser posible observar el extremo
de la cilia, se marca la longitud del axonema hasta donde es posible apreciarla (llave).

Todas las imagenes estan orientadas con la superficie apical del neuroepitelio hacia arriba.

Barras de escala: A,B: 2 um; A',B": 0,5 um.
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plasmatica electron-densa cerca de la base, similar a la que se observa en las cilias apicales
de las células neuroepiteliales (Figura 13A). El bolsillo, sin embargo, parece estar ausente.
Cerca de estas cilias es posible observar la presencia del aparato de Golgi en disposicién

similar a los casos descritos anteriormente (Figura 13B,C).

En la mayor parte de las CGRs en los embriones de 48 hpf, sin embargo, no observamos
cilias completas. En 33 de las 49 células en las que encontramos un centriolo asociado a la
membrana plasmatica, no existe un axonema visible (Figura 14A). La regién de la
membrana a la que se ancla el centriolo aparece electron-densa, de forma similar a lo que
se observa en las cilias que se extienden desde la superficie apical de las células
neuroepiteliales y desde el tronco del arbol dendritico de las CGRs jovenes. Las 9 CGRs
restantes de las 49 en las que aparece un centriolo asociado a la membrana poseen cilias
cortas, cuya regién distal aparece libre de microtibulos y ensanchada (Figura 14B). En esta
region distal se observa la presencia de un componente granular (Figura 14Ba,c,d). Al igual
que las cilias mas largas, éstas se extienden lateralmente desde la region apical, a partir de
lo que podria ser el tronco del arbol dendritico, y aparecen asociadas al aparato de Golgi
(Figura 14Ba,c,d). A su vez, la membrana que las recubre aparece mas electron-densa en la

zona de la base.

MARCADO DE LAS CELULAS GANGLIONARES DE LA RETINA Y SUS PROGENITORES

Con el objetivo de identificar las células Atoh7 positivas por MET realizamos una
inmunodeteccion de GFP in toto con peroxidasa sobre embriones transgénicos
Atoh7:Gap43-EGFP. Estos embriones expresan una forma de membrana de la proteina
EGFP, la cual se encuentra bajo el control del promotor de Atoh7 (ver Materiales y
Métodos). Al observar embriones fijados a las 35 hpf y sometidos a este tratamiento por
MET, encontramos células con un citoplasma mas electron-denso (Figura 15), lo cual

podria corresponder al precipitado que se forma mediante la inmunodeteccién con
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Figura 12. Cilias primarias en regiones no apicales de neuroblastos que han
finalizado la retraccion del proceso apical. Imagenes de microscopia electrénica de
transmision de la retina de embriones de pez cebra de 35 hpf procesados utilizando la
técnica de rutina. Algunos neuroblastos que han terminado el proceso de retraccion
presentan cilias que se extienden desde la region basal o lateral. Los nucleos de estos
neuroblastos (marcados con asterisco negro) se encuentran posicionados cerca de la
ldmina basal (linea punteada negra). A,B. Imagenes panoramicas de neuroblastos (limites
marcados con linea punteada blanca), en las cuales se observa la localizacién y orientacion
de la cilia (recuadros). Algunas de estas cilias se orientan con su extremo hacia la lamina
basal (A), mientras que en otras éste se encuentra dirigido hacia la superficie apical del
neuroepitelio (B). La imagen B corresponde a un corte tangencial de la célula. A’,B’.
Ampliaciones de los recuadros indicados en A y B, respectivamente, en las que se observan
detalles de las cilias. Estas cilias parecen ser mas cortas que las que se extienden desde la
membrana apical de las células neuroepiteliales. Todas las imagenes estan orientadas con

la superficie apical del neuroepitelio hacia arriba. Barras de escala: A,B: 2 um; A',B": 0,5 um.
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Figura 13. Cilias primarias largas en células ganglionares jovenes. Imagenes de
microscopia electronica de transmisién de la retina central de embriones de pez cebra de
48 hpf procesados utilizando la técnica de rutina. Algunas células ganglionares jovenes
presentan una cilia primaria larga, que carece de bolsillo ciliar. A,B,C. Imagenes
panoramicas de células ganglionares jovenes (limites marcados con linea punteada blanca;
nucleo marcado con asterisco negro) ubicadas en la capa de células ganglionares, en las
que se observa la localizacidén y orientacion de la cilia (recuadros). Estas cilias se extienden
lateralmente desde el tronco del arbol dendritico, con su extremo dirigido oblicuamente
hacia la ldmina basal (linea punteada negra). A’,B’,C’. Ampliaciones de los recuadros
indicados en A, B y C, respectivamente, en las que se aprecian detalles de las cilias. Estas
cilias se localizan proximas al aparato de Golgi (G). En algunos casos se observa una regién
de membrana electron-densa cerca de la base de la cilia (cabezas de flecha), similar a la
que se encuentra en cilias que se extienden desde la membrana apical de las células
neuroepiteliales. En ocasiones es también posible observar las fibras de transiciéon (flechas
negras), las cuales se extienden desde el cuerpo basal y establecen contacto con la
membrana plasmatica. Todas las imagenes estan orientadas con la superficie apical del
neuroepitelio hacia arriba. CPl: Capa plexiforme interna. Barras de escala: AB,C: 4 um;

A'B,C": 0,5 um.
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Figura 14. Centriolos asociados a la membrana y cilias primarias cortas en células
ganglionares jovenes. Imagenes de microscopia electronica de transmisién de la retina
de embriones de pez cebra de 48 hpf procesados utilizando la técnica de rutina. A. Imagen
panoramica de una zona de la capa de células ganglionares. En la mayor parte de las
células ganglionares jévenes que se ubican allt (limites marcados con linea punteada
blanca; nucleo marcado con asterisco negro) en las que encontramos un centriolo
asociado a la membrana no existe un axonema visible. A’. Ampliacion del recuadro
indicado en A. En los sitios de la membrana con los que el centriolo establece contacto se
observan zonas electrén-densas (cabezas de flecha). B. Algunas células ganglionares
jovenes presentan cilias cortas, con su extremo distal dilatado. (a-d) Imagenes
panoramicas de células ganglionares jovenes (limites marcados con linea punteada blanca;
nucleo marcado con asterisco negro), en las que se observa la localizacién y orientacion de
la cilia (recuadros). Estas cilias se extiende lateralmente desde la region apical (a,b,c),
aunque algunas lo hacen desde la region basal (d). (a’-d") Ampliaciones de los recuadros
indicados en a-d, respectivamente. En estas cilias cortas el axonema es claramente visible
cerca de la base, pero parece desaparecer hacia el extremo, que se observa dilatado y con
un material granular (flechas negras). Proximo a ellas se encuentra el aparato de Golgi (G).
Todas las imagenes estan orientadas con la superficie apical del neuroepitelio hacia arriba.
CPI: Capa plexiforme interna; SN: Salida del nervio Optico; linea punteada negra: lamina

basal. Barras de escala: A,B(a-d): 4 um; A’,B(a’-d"): 0,5 um.
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peroxidasa. Esta sefal, sin embargo, es débil y se encuentra distribuida de forma

heterogénea.

Debido a que las cilias son especializaciones de membrana, la presencia de un precipitado
electron-denso en el citoplasma o la membrana podria interferir con la observacién de
estos organelos. A su vez, el cuerpo basal, una estructura que también es electrén-densa,
se localiza en el citoplasma. Con el fin de solucionar este problema, nos propusimos llevar
a cabo un marcado nuclear de las CGRs. Para ello realizamos una construccion Atoh7:nls-
EGFP (Figura 16A), la cual fue inyectada en forma de ADN plasmidico en embriones en
etapa de una célula. Esta construccion permite la expresidon de una proteina quimérica
constituida por EGFP con una sefial de localizacidn nuclear (nls, secuencia MAPKKKRKYV), la
cual se encuentra bajo el control del promotor de Atoh7. Al inyectar embriones
transgénicos Atoh7:Gap43-mRFP con ADN plasmidico conteniendo esta construccion y
observarlos a las 35 hpf en un microscopio estereoscopico de fluorescencia encontramos
que la sefal de nls-EGFP se localiza en los ojos (Figura 16B). La observacién por
microscopia confocal muestra que la sefial de nls-EGFP es mayoritariamente nuclear, ya
que co-localiza en gran medida con la sefal correspondiente al verde de metilo (marcador
de ADN), pero no con la sefial de RFP de membrana (Figura 16C). Con el objetivo de
determinar si el marcado resulta especifico para células del linaje de las CGRs,
comparamos la localizacién de la sefial de nls-EGFP con la de dos marcadores moleculares
especificos de dicho linaje. En primer lugar, realizamos una inyeccidn sobre embriones de
la linea SAT, los cuales fueron fijados a las 48 hpf, sometidos a inmunofluorescencia con el
anticuerpo zn-5 y observados por medio de microscopia confocal (Figura 17). Este
anticuerpo reconoce la neurolina, una proteina de adhesién celular que se expresa en las
CGRs en diferenciacion (Laessing y Stuermer, 1996). Utilizamos a su vez faloidina
conjugada a rodamina para marcar la actina filamentosa. La sefial de la rodamina es
particularmente intensa en la capa plexiforme interna, lo cual permite delimitar la capa de
células ganglionares. Observamos que la mayor parte de las células nls-EGFP positivas se
localizan en esta capa, si bien existen unas pocas con una sefial mas débil que se

encuentran fuera de la misma. En una segunda instancia, comparamos la sefial de nls-EGFP
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Figura 15. Observacion de neuroblastos Atoh7:Gap43-EGFP positivos mediante
microscopia electronica de transmisidon. Imagenes de microscopia electrénica de la
retina de embriones de pez cebra transgénicos Atoh7:Gap43-EGFP fijados a las 35 hpf,
sometidos a una inmunodeteccion de GFP in toto con peroxidasa-DAB y procesados
posteriormente utilizando la técnica de rutina para microscopia electronica de transmision.
A,B. Imagenes panoramicas de células neuroepiteliales que aparecen con un citoplasma
levemente mas electron-denso que las otras, que podrian corresponder a células
ganglionares de la retina en diferenciacién. Estas células aparecen cerca de la ldmina basal
(linea punteada negra). A’,B’. Ampliaciones de los recuadros indicados en A y B,
respectivamente, en las que se observa la distribucién heterogénea de la electron-
densidad en el citoplasma. Todas las imagenes estan orientadas con la superficie apical del

neuroepitelio hacia arriba. Barras de escala: A,B: 4 um; A',B": 2 um.
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Figura 16. Caracteristicas y evaluacion primaria de la construccion Atoh7:nls-EGFP.
A. Diagrama de la construccion Atoh7:nls-EGFP realizada por medio del kit Tol2, basado
en el sistema Gateway (ver Materiales y Métodos). Se mantienen las proporciones de cada
segmento de acuerdo con el niUmero de pares de bases. Atoh7: region upstream del gen
de Atoh7 de pez cebra, conteniendo secuencias reguladoras de la trascripciéon; nls-GFP:
secuencia codificante de EGFP fusionada en su extremo N-terminal a una secuencia de
localizacion nuclear. B. Imagen de un embrion de pez cebra de 35 hpf inyectado con ADN
plasmidico conteniendo la construccidon Atoh7:nls-EGFP, tomada en un microscopio
estereoscépico de fluorescencia. Se observa una intensa sefial de nls-EGFP solamente en
los ojos. C. Imagenes de microscopia de barrido laser confocal correspondientes a una
Unica seccion Optica de la retina de un embridén de 35 hpf que fue inyectado con la
construccion Atoh7:nls-EGFP en forma de ADN plasmidico. La sefal de nls-EGFP (verde)
co-localiza con la correspondiente a los nucleos de posibles neuroblastos (cabezas de
flecha), con una débil seiial de localizacion citoplasmica. Los progenitores y neuroblastos
de células ganglionares de la retina se marcan con mRFP asociada a membrana (Atoh7;
rojo) en este embridn que es transgénico para Atoh7:Gap43-mRFP, y los nucleos con verde

de metilo (VM; cian). Barras de escala: B: 150 um; C: 15 um.
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Figura 17. Inmunofluorescencia contra neurolina in toto sobre embriones inyectados
con ADN plasmidico conteniendo la construccion Atoh7:nls-EGFP. Imagenes de
microscopia de barrido laser confocal construidas a partir de una proyeccion de maxima
intensidad de 20 secciones Opticas tomadas cada 1 um. Se muestra el ojo de un embrién
de pez cebra inyectado con la construccion Atoh7:nls-EGFP en forma de ADN plasmidico,
fjado a las 48 hpf y sometido a inmunofluorescencia in foto. La seial de la actina
filamentosa (faloidina-TRITC; rojo) marca claramente la localizacién de la capa plexiforme
interna (pi). El anticuerpo zn-5 (cian) reconoce la neurolina, un marcador de células
ganglionares de la retina en diferenciacion, de forma que su sefial se encuentra en la capa
de células ganglionares (cg). La mayor parte de las células Atoh7:nls-EGFP positivas (verde)
se localizan en esta capa, aunque aparecen unas pocas células marcadas por fuera de la
misma, las cuales presentan una sefial menos intensa. Estas células se encuentran tanto en
la capa nuclear externa (ne) como interna (ni), separadas por la capa plexiforme externa
(pe). Se observa un marcado en mosaico tipico tras la inyeccidon de una construccidn como

ADN plasmidico. NO: Nervio 6ptico; C: Cristalino. Barras de escala: 30 um.
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con la de RFP en embriones transgénicos Atoh7:Gap43-mRFP (Figura 18). Observamos que
aquellas células que presentan seilal de EGFP también muestran seiial de RFP, pero no
todas las células marcadas con RFP presentan sefial de nls-EGFP. En aquellas células en las
que la sefial nuclear de nls-EGFP es mas intensa es posible observar una sefial citoplasmica

mas débil, de lo que se deduce que el marcado no es Unicamente nuclear.

Una vez establecido que la construccidon Atoh7:nls-EGFP funciona como un marcador
nuclear de las células Atoh7 positivas, realizamos una inyeccidon sobre embriones
transgénicos Atoh7:Gap43-mRFP en etapa de una célula. Estos embriones fueron fijados a
las 42 hpf, sometidos a una inmunodeteccion de GFP in toto con peroxidasa y procesados
utilizando la técnica de rutina para MET. En los cortes de retina observamos la presencia de
algunas células con nucleos electron-densos (Figura 19A). Estas células muestran a su vez
un citoplasma mas electrén-denso que aquellas que no presentan un nucleo electrén-
denso. La sefal citoplasmica, sin embargo, es de menor intensidad que la sefial nuclear. En
algunas de estas células es posible observar la presencia de cilias que se extienden desde
la superficie apical (Figura 19Ab,c). Debido a la fijacion débil del material, no se observa un
axonema claro, pero es posible distinguir un centriolo asociado a una prolongacion de la
membrana plasmatica. En estos preparados observamos a su vez una cantidad de nucleos
picnoticos superior a la habitual (Figura 19Aa). Al realizar cortes ultrafinos del piso del
romboencéfalo de estos embriones no encontramos células con nucleos electron-densos

(Figura 19B).
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Figura 18. Expresion de Atoh7:nls-EGFP en células del linaje de células ganglionares
de la retina. Imagenes de microscopia de barrido laser confocal de retina neural de
embriones de pez cebra transgénicos para Atoh7:Gap43-mRFP que fueron inyectados con
ADN plasmidico conteniendo la construccién Atoh7:nls-EGFP y fijados a las 35 hpf. Las
células nls-EGFP positivas (verde) muestran a su vez sefial de mRFP (flechas), aunque
muchas de las células marcadas con mRFP (rojo) no muestran sefial de nls-EGFP (asterisco)
debido al mosaicismo esperado en la expresidon de nls-EGFP. En algunas células con una
sefial nuclear mas intensa de nls-EGFP se observa un débil marcado citoplasmico (cabezas
de flecha). A. Imagen construida a partir de una proyeccién de maxima intensidad de 5
secciones Opticas tomadas cada 1 um. B. Imagen construida a partir de una proyeccion de

maxima intensidad de 6 secciones épticas tomadas cada 1 um. Barras de escala: 20 um.
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Figura 19. Visualizacion de las células Atoh7:nls-EGFP-positivas mediante
microscopia electronica de transmisién. Imagenes de embriones de pez cebra
transgénicos Atoh7:Gap43-mRFP inyectados con ADN plasmidico conteniendo la
construcciéon Atoh7:nls-EGFP. Estos embriones fueron fijados a las 42 hpf, sometidos a una
inmunodeteccién de GFP in toto con peroxidasa-DAB y procesados posteriormente
utilizando la técnica de rutina para microscopia electronica de transmisién. A. Imagenes
obtenidas de cortes ultrafinos de la retina, donde se observan células que presentan
nucleos significativamente mas electron-densos que otras. El citoplasma de estas células
también se observa levemente mas electrén-denso. (a) Imagen panoramica de una region
de la retina, en la que se observa la cantidad relativa de células electron-densas. (a’)
Ampliacién del recuadro indicado en (a). (@”) Ampliacién del recuadro indicado en (a’),
donde se observa claramente una electron-densidad intensa en el nucleo, y mas débil en
el citoplasma, de una posible célula inmunopositiva para GFP. (b,c) Imagenes panoramicas
de células electron-densas (limites marcados con linea punteada negra; nucleos marcados
con asterisco blanco) en las que se observan cilias que se extienden desde la membrana
apical (recuadros). (b’,c’) Ampliaciones de los recuadros indicados en b y ¢
respectivamente, en las que se observa la orientacion de las cilias. Las membranas no son
visibles debido a la fijacion débil del material sometido a inmunodeteccion. Todas las
imagenes estan orientadas con la superficie apical del neuroepitelio hacia arriba. B.
Imagenes obtenidas de cortes ultrafinos del piso del romboencéfalo, donde no aparecen
células con nucleos mas electron-densos que otras. Todas las imagenes estan orientadas
con la superficie apical hacia arriba. EPR: Epitelio pigmentario de la retina. Cabezas de
flecha: Nucleos picnéticos. V: Cuarto ventriculo. Barras de escala: A(a,a’): 5 um; A@"): 0,5

um; A(b,c): 2 um; A(b’,c"): 0,5 um; B(a,b): 5 um.
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Discusion

Las neuronas que forman la retina neural, al igual que las demas neuronas del sistema
nervioso central, derivan de células progenitoras que forman parte de un neuroepitelio, un
tejido con una polaridad de tipo epitelial (Zolessi, 2009). Esta polaridad esta determinada,
en parte, por la presencia de una cilia primaria que protruye desde la superficie apical
(Hinds y Hinds, 1974). En la retina del pez cebra, encontramos que en la mayor parte de las
células neuroepiteliales esta cilia se extiende desde la membrana apical hacia el espacio
subretiniano, y se encuentra asociada a un bolsillo ciliar. Esta estructura esta formada por
expansiones de la membrana plasmatica que rodean a la cilia en su region proximal, y ha
sido descrita en diversos tipos celulares, tales como fibroblastos y células musculares
(Sorokin, 1962), neuronas (Han et al, 2008), y queratinocitos (Smith et al, 1969). Se ha
planteado que el bolsillo ciliar podria actuar como un dominio endocitico o exocitico
especializado de membrana (Molla-Herman et al, 2010), pero su funcidn no se encuentra
completamente clara. Observamos que la mayor parte de las cilias que se extienden desde
la membrana apical de los progenitores de la retina presenta un bolsillo completo, en el
que las expansiones de membrana que lo conforman se observan a ambos lados de la cilia
en los cortes ultrafinos. Sin embargo, una menor proporcion de las cilias presenta un
bolsillo incompleto, de forma que solo una parte de la base de la cilia se encuentra
rodeada por expansiones de la membrana plasmatica. La presencia de un bolsillo ciliar
completo podria permitir la formacidén de un microambiente especializado alrededor de la
region proximal de la cilia, lo cual no seria posible con un bolsillo incompleto. No
encontramos en la literatura descripciones previas de este tipo de bolsillo, por lo que

desconocemos su posible funcion.

En aquellos casos en los que encontramos cilias con bolsillo completos realizamos sobre
ellas una serie de medidas de distintos parametros. De acuerdo con estas medidas, la
profundidad del bolsillo ciliar se encuentra alrededor de un tercio de la longitud de la cilia.
Esta profundidad varia levemente entre distintas regiones de la cilia, tal como revela la

diferencia entre las medidas tomadas de un lado y otro en los cortes ultrafinos. Ademas de
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variar en profundidad, las expansiones de membrana que conforman el bolsillo muestran
variaciones de espesor a medida que el bolsillo rodea la cilia. Estos datos sefalan que, en

estas células, el bolsillo no es una estructura simétrica.

Las cilias que encontramos en las células neuroepiteliales de la retina del pez cebra miden,
en promedio, menos de 1,5 um, lo cual las hace cortas en comparacion con las cilias
primarias presentes en otros tejidos. Las cilias presentes en las neuronas diferenciadas del
cerebro de ratdn, por ejemplo, varian en largo entre las distintas regiones del mismo,
midiendo entre 2,1 um y 9,4 um (Fuchs y Schwark, 2004), mientras que las cilias del epitelio
de los ductos pronéfricos en el pez cebra miden en promedio 5,2 um (Rbaibi et al,, 2012).
Las cilias presentes durante la diferenciacion de las interneuronas corticales varian de
longitud en distintas etapas de este proceso, pero en promedio se encuentran entre las 4 y
las 5 um (Higginbotham et al, 2012). Sin embargo, la longitud de las cilias que se
extienden desde la superficie apical de otro neuroepitelio, el de la placa tectal de embrion
de ratén, miden entre 0,7 y 2,5 um (Cohen y Meininger, 1987), un rango similar al que

observamos en el neuroepitelio retiniano del pez cebra.

Uno de los parametros que encontramos que varia en mayor grado es el angulo en que se
orienta la cilia con respecto al epitelio pigmentario de la retina (EPR). Existe un
direccionamiento del extremo distal hacia la retina ventro-nasal o ventro-temporal que
parece ser independiente de la regidn en la que se encuentre la cilia. Esto podria indicar
que no es necesario que la cilia primaria se oriente en una direccidon particular para

percibir las sefales extracelulares que podria encargarse de transmitir.

St bien la mayor parte de las medidas tomadas a partir de las cilias apicales presenta una
variacion considerable, existe un parametro que no presenta desviaciones significativas: el
diametro ciliar. Esto no es de sorprender si se tiene en cuenta que esta medida refleja el
arreglo regular de los microtubulos que componen el axonema, los cuales se disponen

siempre en forma de nueve dobletes periféricos (Fisch y Dupuis-Williams, 2011).
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Muchas de las cilias apicales que observamos presentan una region de membrana
plasmatica electron-densa cerca de la base, lo cual probablemente refleje una zona de
concentracién de proteinas. Se ha descrito la existencia de una barrera de difusién en la
base de la cilia formada por septinas, la cual permite mantener las diferencias en
composicion de la membrana plasmatica y la membrana ciliar. Esta barrera, sin embargo,
se encuentra en la membrana ciliar (Hu et al, 2010), por lo que estas regiones mas
electron-densas de la membrana plasmatica no corresponderian a esta barrera de difusién.
Parecen, por el contrario, encontrarse en las regiones de la membrana a las que se asocian
las fibras de transicidon que se extienden desde el centriolo madre, las cuales se ha descrito
que son necesarias para la ciliogénesis (Hoyer-Fender, 2010). Regiones de membrana
electron-densas similares se han encontrado en otros tipos celulares, tales como células
3T3 en cultivo (Rohatgi y Snell, 2010), células pancreaticas (Aughsteen, 2001), y células
neuroepiteliales de la placa tectal de ratén (Cohen y Meininger, 1987), aunque en dichos
trabajos no se hace mencién a las mismas. Por tanto, desconocemos la identidad de la

proteina o proteinas que podrian acumularse en estos sitios de asociacién.

Una pequefa proporcidn de las células neuroepiteliales que observamos en la retina
presenta una cilia que no se encuentra asociada a un bolsillo ciliar. Unas pocas cilias que
carecen de bolsillo se encuentran asociadas a invaginaciones de las células del EPR. Se ha
descrito que este tejido es importante para el desarrollo de la retina neural, ya que su
disrupcion, en etapas tempranas, lleva a una desorganizacion de la misma (Pearson et al.,
2005). Teniendo en cuenta el rol sensorial que se le ha asignado a la cilia primaria en otros
tejidos (Berbari et al, 2009), podria ser que su estrecha asociacion con las células del EPR
facilite la recepcion de sefales provenientes de las mismas. Una de las sefiales secretadas
por el EPR es el ATP, el cual actla, por medio de receptores P2Y, para promover la
proliferacion de las células neuroepiteliales durante las etapas tempranas del desarrollo
(Pearson et al,, 2005). Existen evidencias de que estos receptores se localizan en la cilia
primaria en algunos tipos celulares (Masyuk et al,, 2008), aunque esto no ha sido descrito

para las células del neuroepitelio retiniano.
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Otra via de sefalizacién que ha sido fuertemente vinculada con la cilia primaria es la de
Sonic Hedgehog (Shh) (Berbari et al., 2009). Se sabe que las células del EPR secretan Shh,
pero su expresidon comienza entre las 39 y las 45 hpf, y es recién a las 81 hpf que es posible
observar la expresion de Shh en todo el EPR (Stenkamp et al,, 2000). Por tanto, a las 35 hpf,
la edad a la cual realizamos la observacion, la secrecion de Shh desde el EPR aun no ha
comenzado, por lo que no se esperaria que la ubicacién particular de estas cilias responda
a este fendmeno. La expresién de Shh por parte del EPR ocurre concomitantemente con o
justo antes de la diferenciacion de los fotorreceptores, de lo que se desprende una
relacion causal entre ambos procesos (Stenkamp et al, 2000). La diferenciacién de las
CGRs, sin embargo, ocurre mas tempranamente. Las primeras células post-mitoticas
aparecen a las 28 hpf, y para las 81 hpf, las CGRs ya se encuentran restringidas a la capa de
células ganglionares (Hu y Easter, 1999). Por tanto, es poco probable que la secrecién de
Shh por parte de las células del EPR se relacione con la diferenciacion de las CGRs, ya que
comienza luego de que éstas han diferenciado. De hecho, la reduccidon de la expresion de
Shh en el EPR resulta en una disminucién no significativa en el nimero de CGRs y otros
tipos neuronales de la retina, aunque si tiene efectos importantes sobre la diferenciacidon

de los fotorreceptores (Stenkamp et al., 2000).

Como se menciond anteriormente, la mayor parte de las células neuroepiteliales de la
retina que observamos presentan cilias que se extienden desde la membrana apical, las
cuales suelen asociarse a un bolsillo ciliar. Estas cilias se encuentran en contacto con el
espacio subretiniano, y tienen su extremo orientado hacia el EPR. Sin embargo, en algunas
de las células encontramos cilias que muestran una orientacién diferente: si bien se
localizan préximas a la superficie apical del neuroepitelio, estas cilias tienen su extremo
dirigido hacia la superficie basal. Algunas de ellas protruyen desde la membrana
basolateral hacia el medio extracelular, extendiéndose desde una region que se encuentra
por debajo de los complejos de unién apicales. Cilias con una localizacion y orientacion
similares fueron descritas en el neuroepitelio que dara origen a la corteza cerebral de
raton. Utilizando marcadores moleculares especificos, se determind que estas cilias

corresponden a los progenitores basales que han sufrido la division mitotica previa a la
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delaminacion, un proceso que involucra el desprendimiento de los complejos de unién
apicales (Wilsch-Brauninger et al., 2012). St bien en la retina no existen progenitores
basales, los neuroblastos que daran lugar a las CGRs pasan por un desprendimiento similar
luego de su ultima divisién mitdtica, previo al comienzo de la retraccion del proceso apical
(Zolessi et al, 2006). Podria plantearse entonces la existencia de un mecanismo
conservado por el cual, luego de la division mitotica previa al desensamblaje de las
uniones apicales, la cilia que se forma se extiende desde la membrana basolateral de la
célula. En la corteza cerebral, se ha planteado que este reposicionamiento de la cilia podria
aislarla de sefales que se encuentren en el fluido ventricular, y exponerla a sefales
provenientes de la membrana basolateral de las células neuroepiteliales vecinas. Estas
seflales podrian estar involucradas en el desencadenamiento de los mecanismos
necesarios para que ocurra la delaminacion (Wilsch-Brauninger et al, 2012). De forma
similar, el reposicionamiento de la cilia en las células post-mitoticas de la retina podria
alterar las sefales recibidas por las mismas, lo cual podria a su vez asociarse al

desencadenamiento del desprendimiento del proceso apical.

Con el objetivo de explorar la posible existencia de un mecanismo por el cual las células
de la retina que han pasado por su ultima divisibn mitotica, comprometidas a la
delaminacién, forman una cilia orientada hacia la superficie basal del neuroepitelio,
comenzamos el analisis de la retina de embriones de 26 hpf. Debido a que las primeras
células en volverse post-mitdticas en la retina lo hacen a las 28 hpf (Hu y Easter, 1999), se
espera que a esta edad aun no haya células post-mitéticas. En estos embriones
encontramos unas pocas células cuyas cilias se encuentran orientadas con su extremo
hacia la superficie basal. Esto indicaria que el reposicionamiento basolateral de la cilia no
esta necesariamente relacionado a la post-mitosis o a la delaminacion en la retina del pez
cebra, tal como ocurre en el neuroepitelio de la corteza cerebral de ratéon (Wilsch-
Brauninger et al, 2012). Se debe notar, sin embargo, que no podemos determinar con
claridad st las cilias orientadas hacia la superficie basal del neuroepitelio retiniano que
encontramos a las 26 hpf se extienden desde la membrana basolateral, sino que es posible

que se encuentren dentro de vesiculas membranosas. De hecho, algunas de las cilias que
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en los embriones de 35 hpf aparecen orientadas hacia la superficie basal también parecen
encontrarse dentro de vesiculas. Estas cilias podrian haber sido internalizadas por la célula,
lo cual, al aislar a la cilia del contacto con el espacio subretiniano, podria prevenir la
recepcion de determinadas sefales extracelulares que la cilia podria encargarse de
transducir. Estudios anteriores han descrito la presencia de cilias intracelulares en diversos
tipos de células, tanto en cultivo (Geerts et al, 2011; Alieva y Vorobjev, 2004) como in situ
(Warfvinge y Elofsson, 1988; Nikati et al., 1970). Muchas de estas cilias, sin embargo, son
cortas en comparacion con las que protruyen desde la membrana celular (Alieva y
Vorobjev, 2004; Warfvinge y Elofsson, 1988), por lo que se ha planteado la posibilidad de

que correspondan a etapas intermedias de la ciliogénesis.

Esto supone un mecanismo de formacién de la cilia similar al propuesto a partir del
analisis de células no epiteliales, tales como fibroblastos y células musculares (Sorokin,
1962). Segun este modelo, el crecimiento de la cilia comienza con la fusion de una
vesicula, denominada vesicula ciliar primaria, al extremo distal del centriolo madre. El
origen de esta vesicula parece estar en el aparato de Golgi, el cual se encuentra
consistentemente en la proximidad de la cilia primaria y del cuerpo basal (Gerdes et al,
2009). Una vez que la vesicula ciliar primaria se une al centriolo madre comienza el
crecimiento del axonema dentro de dicha vesicula, y su posterior fusidon con la membrana

plasmatica permite la exposicion de la cilia al espacio extracelular (Sorokin, 1962).

La presencia de cilias cortas dentro de vesiculas que observamos proximas a la superficie
apical en el neuroepitelio retiniano podria indicar que el mecanismo de ciliogénesis que
opera en este tejido sigue una serie de pasos similar. Sin embargo, las cilias orientadas con
su extremo dirigido hacia la superficie basal descritas previamente, si bien parecen
encontrarse internalizadas en vesiculas, tienen una longitud comparable a la de aquellas
que se encuentran en contacto con el espacio subretiniano, a diferencia de las cilias
intracelulares que han sido descrito en otros tipos de células (Alieva y Vorobjev, 2004;
Warfvinge y Elofsson, 1988). Es posible, por tanto, que en el neuroepitelio retiniano la

extension del axonema se encuentre avanzada al momento de la exposicion de la cilia al

62



medio extracelular. De hecho, se ha descrito que el grado de crecimiento de la cilia dentro

de la vesicula antes de que ocurra este evento es variable (Sorokin, 1962).

La falta de resolucion temporal en los estudios por microscopia electronica plantea una
segunda posibilidad: que la cilia sea internalizada en vesiculas membranosas en lugar de
comenzar su crecimiento dentro de ellas. Esto podria relacionarse con observaciones
realizadas en el neuroepitelio que dara origen a la corteza cerebral de raton, donde se
encontré que el centriolo madre permanece asociado a la membrana ciliar durante la
mitosis de los progenitores apicales, formando una vesicula. En algunos casos, este
centriolo nuclea un axonema que se extiende hacia la luz de la vesicula (Paridaen et al,
2013). En las células neuroepiteliales de la retina, sin embargo, las cilias que observamos
dentro de vesiculas no aparecen en células que presenten caracteristicas que indiquen que
se trata de células mitéticas, por lo que no encontramos evidencias que indiquen la
existencia de un mecanismo analogo. A su vez, algunas de estas cilias cortas que
encontramos dentro de vesiculas presentan una expansion distal, la cual ha sido descrita
previamente como una caracteristica de las cilias en crecimiento (Cohen et al, 1988;
Sorokin, 1962; Arellano et al., 2012; Sotelo y Trujillo-Cenoz, 1958).

St bien muchas de las cilias cortas que encontramos aparecen dentro de vesiculas, en
algunas células neuroepiteliales observamos cilias cortas que se extienden desde la
membrana plasmatica, lo cual podria sugerir la existencia de un segundo mecanismo de
ciliogénesis para estas células. Este mecanismo, planteado a partir de estudios realizados
en células neuroepiteliales de embridn de pollo, plantea que la cilia crece a partir de una
asociacion directa del centriolo madre con la membrana celular luego de ocurrida la
mitosis. Una vez que se da este contacto, la membrana comienza a abultarse, y este
abultamiento se alarga a medida que los microtubulos se organizan para formar el
axonema (Sotelo y Trujillo-Cenoz, 1958). Las cilias cortas que encontramos en el
neuroepitelio retiniano podrian corresponder a los primeros momentos del crecimiento

luego de finalizada la division. La imposibilidad de hacer analisis de dinamica celular

63



mediante microscopia electrénica, sin embargo, deja lugar nuevamente a la posibilidad de

que se trate de un proceso de resorcidn previo a la entrada en mitosis.

Algunas de estas cilias cortas se extienden desde la membrana apical hacia el espacio
subretiniano, y podrian corresponder a distintas etapas del crecimiento o resorcién de las
cilias mas largas que se observan en la misma posicion en otras células neuroepiteliales.
Debe tenerse en cuenta que estas cilias muestran una estrecha asociacion con el aparato
de Golgi, lo cual podria apuntar hacia un proceso de ciliogénesis en lugar de uno de
resorcion. Esto se debe a que la ciliogénesis requiere del transporte de vesiculas derivadas
de aparato de Golgi hacia el cuerpo basal y la cilia por medio de la asociacién a moléculas

que componen la maquinaria de transporte intraflagelar (Ishikawa y Marshall, 2011).

En algunas células neuroepiteliales observamos que las cilias cortas no protruyen desde la
membrana apical, sino desde la membrana basolateral, ubicandose por debajo de los
complejos de unidn apicales. Estas cilias podrian corresponder a distintas etapas de la
resorcion o el crecimiento de las cilias mas largas que observamos extendiéndose desde la
membrana basolateral en otras células. En caso de tratarse de un proceso de resorcion,
esto da lugar a dos posibilidades. La primera es que dicha resorcion responda a la entrada
de la célula en una nueva fase M del ciclo celular. Esto indicaria que las cilias basolaterales
no se encuentren exclusivamente en células comprometidas al desprendimiento del
proceso apical, como st sucede en las progenitores basales de la corteza cerebral de raton
(Wilsch-Brauninger et al, 2012). La segunda posibilidad es que las células que presentan
estas cilias cortas st estén comprometidas al desprendimiento de la superficie, pero por
algun motivo deban perder la cilia previo a la retraccidén del proceso apical. Este
mecanismo se ha observado en células de la médula espinal en embrién de pollo, las
cuales experimentan una abscisidn apical previo al desprendimiento de la superficie. Esta
abscision involucra la pérdida de la cilia primaria, ast como de otros componentes de
polaridad, tal como aPKC, los cuales no se encuentran en los procesos en retracciéon (Das y
Storey, 2014). Sin embargo, no se ha encontrado la presencia de un mecanismo similar que

opere durante la diferenciacion de las CGRs. De hecho, hay evidencias de que, en estas
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células, algunos componentes de la polaridad, como aPKC y Par-3, st se localizan en el
proceso en retraccion (Zolessi et al, 2006), por lo que no se perderian durante el

desprendimiento.

Las observaciones anteriores plantean la posibilidad de que en las células neuroepiteliales
de la retina existan dos mecanismos alternativos de ciliogénesis: uno que se inicia con la
asociacion del centriolo madre con una vesicula (Sorokin, 1962) y otro que comienza con
un contacto directo del mismo con la membrana celular (Sotelo y Trujillo-Cenoz, 1958). La
existencia simultdnea de ambos mecanismos ha sido descrita en los progenitores basales
de la corteza cerebral de raton (Wilsch-Brauninger et al,, 2012). En este caso, la ciliogénesis
que da origen a las cilias apicales parece iniciarse predominantemente en vesiculas
intracelulares, mientras que aquella que da lugar a las cilias basolaterales comienza
preferentemente de forma directa sobre la superficie celular. Desconocemos la existencia
de un mecanismo similar que opere en las células del neuroepitelio retiniano, aunque
algunos de nuestros resultados parecen contradecir esta hipotesis. En primer lugar,
algunas de las vesiculas que contienen cilias cortas se encuentran muy cerca de la
membrana basolateral. En segundo lugar, algunas de las cilias cortas que se extienden
desde la membrana apical presentan un axonema muy corto, lo cual, en caso de tratarse

de un proceso de ciliogénesis, sefalaria que ésta ha comenzado de forma reciente.

Las células neuroepiteliales de la retina proliferan hasta el comienzo de la neurogénesis.
Las primeras células en iniciar este proceso y volverse post-mitéticas son las CGRs (Kay et
al, 2001). Los precursores pasan por su ultima division cerca de la superficie apical, y
posteriormente el nucleo de los neuroblastos se transloca hacia la regién basal. Luego, el
proceso apical se desprende de la superficie y comienza a retraer, acercandose al nucleo.
La extension del axdén comienza simultaneamente desde la region basal de la célula
(Zolessi et al, 2006). Trabajos anteriores realizados en pez cebra muestran que el
centrosoma permanece asociado al extremo del proceso apical durante la retraccion
(Zolessi et al,, 2006), y que existe una cilia primaria asociada (Lepanto et al., sin publicar).

Nuestro analisis por medio de microscopia electrédnica muestra que estas cilias tienen una
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longitud comparable a la de aquellas que se extienden desde la membrana apical de las
células neuroepiteliales, y se encuentran orientadas con su extremo dirigido hacia el EPR.
Estos resultados concuerdan con los obtenidos a partir de un estudio similar realizado en
retina de ratén (Hinds y Hinds, 1974). Algunas de las cilias que observamos en el extremo
del proceso apical en retraccion de las CGRs parecen presentar un bolsillo ciliar, mientras
que otras carecen de esta estructura. La mayor parte de las cilias asociadas a un bolsillo
son aquellas presentes en las CGRs con una retraccidén avanzada, mientras que las que se
encuentran en CGRs en etapas tempranas de este proceso suelen carecer de dicha
estructura. Podria suceder, por tanto, que el bolsillo no esté presente al comienzo de la
retraccidn, pero que aparezca cuando ésta se encuentra mas avanzada, aunque es dificil

asegurarlo con los pocos casos observados.

En uno de los procesos apicales en retraccibn encontramos una particularidad: este
proceso presenta estructuras electron-densas en la membrana que se asemejan mucho a
complejos de unidn adherentes. El desprendimiento del proceso apical de los neuroblastos
de la superficie implica el desensamblaje de los complejos de unidon que mantienen
firmemente unidas a las células neuroepiteliales, lo cual permitiria la posterior retraccion.
Se ha encontrado que determinados componentes de estos complejos de unidn, como son
la a-catenina y la F-actina, permanecen en el extremo del proceso apical durante la
retraccion (Zolessi et al, 2006), aunque no se esperaria que formaran complejos de union
funcionales, ya que el desprendimiento depende de una reduccién de la expresién de N-
cadherina (Wong et al, 2012). Sin embargo, las estructuras electrén-densas que
observamos en este proceso parecen encontrarse tanto en la membrana de la célula que
se encuentra en retraccion como en la célula vecina. De ser asi, esto indicaria que ambas
células se encuentran unidas, lo cual es incompatible con la retraccidon del proceso apical.
Es posible que la union se desensamble previo al comienzo de la retraccién y se forme

nuevamente de forma transitoria cuando ésta se encuentre mas avanzada.

A medida que avanza la diferenciacion, la retraccion del proceso apical finaliza, y, en esta

etapa, los nucleos de los neuroblastos se encuentran proximos a la lamina basal. En
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algunos de estos neuroblastos encontramos una cilia primaria, la cual se observa en
posiciones variables. En algunas ocasiones, la cilia aparece en posicion apical, con su
extremo dirigido de forma lateral o hacia el EPR. Otras cilias, sin embargo, se extienden
desde regiones mas basales de la célula, ya sea con su extremo dirigido hacia la ld@mina
basal o hacia la superficie apical. Esto parece sefalar que existe una deslocalizacién de la
cilia de la region apical durante las etapas tardias de la diferenciacién de las CGRs.
Estudios de time-lapse por microscopia confocal revelan que, en efecto, una vez culminada
la retraccion apical de algunas CGRs, la cilia pierde momentaneamente la posicién apical, y
y ocupa otras posiciones en el soma de la célula. Previo a la formacion del arbol
dendritico, la cilia adopta nuevamente una localizacion apical (Lepanto et al,, sin publicar).
Las cilias que encontramos mediante observaciones por microscopia electrénica
extendiéndose desde regiones mas basales podrian corresponder, por tanto, a distintas
etapas de este movimiento que ocurre cuando el proceso apical ha terminado la
retraccion. Las cilias que aparecen en posiciones mas apicales, por otro lado, podrian
corresponder a un momento previo a dicho movimiento, poco después de terminada la
retraccidn del proceso apical, o a etapas posteriores a esta deslocalizacién, antes de la
formacion del arbol dendritico. Es posible a su vez que este movimiento de la cilia no
ocurra durante la diferenciacién de todas las CGRs, tal como parece indicar el analisis por

microscopia confocal (Lepanto et al, sin publicar).

Una de las dificultades que presenta el analisis de la diferenciacién de las CGRs mediante
microscopia electrénica es que las células neuroepiteliales que daran origen a las mismas
no presentan caracteristicas estructurales que permitan identificarlas de forma clara. Los
neuroblastos, a su vez, tampoco resultan facilmente diferenciables, si bien la localizacion
del nucleo, cuando es posible observarlo, cerca de la ldmina basal es un buen indicador de
que ese neuroblasto dara lugar a una CGR. Debido a que estas células comienzan la
diferenciacion a las 28 hpf (Hu y Easter, 1999), es altamente probable que los neuroblastos
que se observan a las 35 hpf sean futuras CGRs. Sin embargo, no es posible afirmarlo en
ausencia de marcadores moleculares especificos. Por esta razon, nos propusimos llevar a

cabo un marcado de las CGRs que resulte visible a bajos aumentos, y que a su vez permita

67



la identificacion de los precursores cuando éstos aun no han sufrido el desprendimiento
del proceso apical. Para ello, utilizamos la expresion de EGFP bajo la regulacién de la
region promotora del gen codificante para el factor de transcripcion Atoh7 como
marcador molecular. Se ha descrito la expresion de Atoh7 como un marcador post-fase S
de los progenitores de la retina, que aparece previo a la Ultima division mitética (Poggi et
al, 2005). A partir de esto, intentamos llevar a cabo un marcado de las células Atoh7
positivas mediante una inmunodeteccion con peroxidasa, utilizando embriones de la linea
transgénica Atoh7:Gap43-EGFP (Zolessi et al, 2006). La observacién por microscopia
electrénica de los embriones sometidos a inmunodeteccion in toto reveld la presencia de
células con un citoplasma levemente mas electron-denso que otras. Sin embargo, es dificil
asegurar que esto corresponda a la sefial obtenida mediante la inmunodeteccién. La sefal
gue encontramos se localiza en el citoplasma, y no en la membrana plasmatica, como seria
de esperar teniendo en cuenta las caracteristicas de la proteina de fusion Gap43-EGFP.
Esto podria deberse a la fijacion débil a la que es sometida la muestra durante el
procesamiento de inmunodeteccion, la cual, al generar una preservacidon pobre de las
membranas, podria hacer que la sefal parezca citoplasmica. AlUn si consideramos que se
trata de un marcado especifico de las células Atoh7 positivas, la sefial obtenida es débil, y
no parece encontrarse homogéneamente distribuida en el citoplasma. Esto hace que las
células positivas no sean claramente identificables, uno de los objetivos inicialmente

planteados para la realizacion de esta técnica.

Frente a estas dificultades, decidimos generar una construccion Atoh7:nls-EGFP que nos
permitiera realizar un marcado nuclear de las células Atoh7 positivas mediante la misma
técnica. Una vez generada la construccion, realizamos ensayos con el fin de evaluar si su
microinyeccién en forma de ADN plasmidico permite un marcado eficiente de las CGRs,
comparando la sefal obtenida en los embriones inyectados con la de otros marcadores
especificos de este linaje celular. La inmunofluorescencia con el anticuerpo zn-5 realizada
sobre embriones inyectados reveld que, a las 48 hpf, la mayor parte de las ceélulas
marcadas con nls-EGFP se encuentra en la capa de células ganglionares, st bien hay unas

pocas células que se localizan fuera de la misma. Esto es de esperar si se tiene en cuenta
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que las CGRs no son el destino exclusivo de los progenitores Atoh7 positivos, sino que
éstos también dan origen a fotorreceptores, células amacrinas y células horizontales
(Poggti et al,, 2005). Efectivamente, en nuestro analisis aparecen marcadas células que se
localizan tanto en la capa nuclear externa (futuros fotorreceptores) como interna (futuras
células amacrinas u horizontales). La sefial mas débil que observamos en estas células en
comparacion con las CGRs podria explicarse por una expresion mas baja del transgen, tal

como ha sido observado en otros estudios (Almeida et al., 2014).

La comparacion de la expresidon de nls-EGFP que obtuvimos mediante la microinyeccién de
ADN plasmidico conteniendo la construccion Atoh7:nls-EGFP con la expresion de mRFP
bajo el control del mismo promotor en un embrién de una linea transgénica estable revela
un cierto grado de mosaicismo. Se sabe que el ADN difunde poco en el citoplasma, por lo
que, a pesar de ser inyectado directamente en la célula en lugar del vitelo, podria existir
una distribucion heterogénea del plasmido entre las blastomeras que explicaria el
mosaicismo observado (Westerfield et al., 1992). La variacidén en la intensidad de la sefal
de nls-EGFP que observamos entre las distintas células marcadas, refleja variaciones en el
nivel de expresion de la proteina, dadas probablemente por la distribucion desigual del
plasmido. La co-localizacion de la sefal de nls-EGFP con la del verde de metilo (marcador
de ADN) indica que esta sefial es nuclear. La aparicién de algo de sefal citoplasmatica en
aquellas células que presentan una sefal nuclear de nls-EGFP mas intensa es consistente

con un ensayo de sobre-expresion.

Estos ensayos nos permitieron determinar que la microinyeccion de la construccion
Atoh7:nls-EGFP en forma de ADN plasmidico permite un marcado eficiente de las CGRs y
sus precursores, y que este marcado es mayoritariamente nuclear. El paso siguiente fue por
tanto una inmunodeteccion con peroxidasa sobre embriones inyectados. El analisis
mediante microscopia electronica reveldo la presencia de células cuyo nucleo es
significativamente mas electron-denso que los de otras células. Estas células presentan a
su vez un citoplasma mas electron-denso que sus vecinas, lo cual se encuentra en

concordancia con los resultados que obtuvimos mediante microscopia confocal. El ndcleo
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de algunas células aparece levemente mas electron-denso que los otros, y estas células no
presentan una seflal notoria en el citoplasma. Esto podria corresponder a niveles
intermedios de expresion de nls-EGFP, tal como encontramos en los analisis mediante
microscopia confocal. En los embriones que fueron inyectados encontramos un nimero de
nucleos picndticos superior al observado en embriones no inyectados, lo cual podria
deberse a las altas concentraciones de ADN esperables en un ensayo de sobre-expresién.
Los resultados obtenidos apuntan a que es posible que los nucleos que se observan mas
electron-densos sean en efecto pertenecientes a células Atoh7 positivas. La ausencia de
nucleos con estas caracteristicas en otra region del sistema nervioso central en la que no
se espera expresion de Atoh 7 (el piso del romboencéfalo) apoya esta afirmacion, ya que la
observacion de los embriones inyectados en un microscopio estereoscédpico de

fluorescencia reveld la presencia de sefial de nls-EGFP Unicamente en los ojos.

En algunas de las células mas electron-densas encontramos cilias, las cuales resultan
visibles a pesar de la preservacion pobre del material. St bien no observamos un axonema,
se distingue claramente el cuerpo basal asociado a una extension de la membrana celular.
Todas las cilias que encontramos protruyen desde la membrana apical de células que se
encuentran unidas a la superficie, y, si bien presentan una orientacion variable, no
encontramos ninguna que protruyera desde la membrana basolateral de la célula. No

llegamos a observar en estos embriones células que se hayan desprendido de la superficie.

Unas horas después de que ha terminado la retraccidn del proceso apical, los neuroblastos
de las CGRs comienzan la dendritogénesis a partir de la regién apical (Zolessi et al.,, 2006;
Choi et al, 2010). En nuestro analisis por microscopia electronica de las CGRs de
embriones de 48 hpf encontramos solo unas pocas cilias primarias. Estas cilias se
extienden lateralmente desde la region apical, probablemente desde el tronco del arbol
dendritico, y presentan una longitud variable. Unas pocas son relativamente largas, y se
orientan con su extremo dirigido hacia la lamina basal. Estas cilias, a diferencia de lo que
observamos en las células neuroepiteliales en etapas mas tempranas, no se encuentran

asociadas a un bolsillo ciliar. En algunos trabajos se ha planteado que el bolsillo ciliar es
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una estructura transitoria que se encuentra en etapas tempranas de la ciliogénesis, pero
que desaparece mas tarde (Sotelo y Trujillo-Cenoz, 1958; Molla-Herman et al,, 2010). Esto
es consistente con la presencia de un bolsillo en las células neuroepiteliales que se
encuentran en proliferacién y su ausencia en las CGRs post-mitoticas. Sin embargo, se ha
observado que el nimero de cilias con bolsillo no varia de forma notoria al inducir la
ciliogénesis, y se han encontrado cilias con bolsillo en células diferenciadas que ya no se

dividen, lo cual parece contradecir este modelo (Molla-Herman et al.,, 2010).

La mayor parte de las cilias que observamos en las CGRs a las 48 hpf son cortas. Estas cilias
se extienden desde la misma regién de las células que las cilias mas largas, lo cual indica
que podrian corresponder a etapas de crecimiento o resorcion de las mismas. Algunas de
las caracteristicas que presentan estas cilias han sido observadas durante la ciliogénesis en
otros tipos celulares. Un ejemplo son las neuronas piramidales de hipocampo de ratdn,
cuyos precursores presentan una cilia primaria que desaparece previo al comienzo de la
migracion hacia la placa cortical, y crece luego de que la célula ha alcanzado su
localizacion dentro de la misma (Arellano et al,, 2012). En estas células, el crecimiento de la
cilia. comienza con una asociacion directa del centriolo madre con la membrana
plasmatica, y a partir de esta region crece una “procilia”, un rudimento de cilia que carece
de un axonema organizado. Estas cilias presentan una forma redondeada, y su axonema
solo es claramente visible en la regidon proximal, mientras que en la regidén distal se
observa un material granular amorfo y, en algunos casos, vesiculas membranosas (Arellano
et al, 2012). Este tipo de cilia ha sido descrito en varios trabajos, tanto para tejidos
neuroepiteliales (Cohen et al, 1988; Sotelo y Trujillo-Cenoz, 1958) como para células no
epiteliales (Sorokin, 1962), siempre asociado a un proceso de ciliogénesis. Muchas de las
caracteristicas de estas cilias son similares a las que observamos en las cilias cortas que se
extienden desde la region apical de las CGRs jovenes. Estas cilias también presentan una
expansion distal, con un axonema que solo se observa claramente en la regién proximal.
En algunos casos, observamos la presencia de un material granular en su interior, aunque
no se distinguen vesiculas. Todo esto podria indicar que estas cilias cortas presentes en la

retina del pez cebra representan distintas etapas de la ciliogénesis.

71



En la mayor parte de las CGRs en las que encontramos un centriolo asociado a la
membrana plasmatica, sin embargo, no es posible observar un axonema organizado a
partir de él. En la zona de la membrana con la que establece contacto el centriolo
aparecen regiones electron-densas, asi como un leve abultamiento. Esto podria
representar los primeros momentos de la ciliogénesis o las etapas finales de la resorcidn
de la cilia. De corresponder a la formacion de la cilia, esto indicaria que, en estas células,
este proceso se inicia con la asociacion del centriolo madre a la membrana plasmatica, tal
como fue descrito en las células del neuroepitelio de embrién de pollo (Sotelo y Trujillo-
Cenoz, 1958). El que no hayamos encontrado cilias dentro de vesiculas membranosas es
consistente con este planteo. La baja proporcion de cilias que se observa en la capa de
células ganglionares en etapas avanzadas del desarrollo de la retina se encuentra en
concordancia con resultados obtenidos mediante estudios por microscopia confocal

(Lepanto et al, sin publicar).

El hecho de que hayamos encontrado CGRs jovenes que carecen de una cilia primaria
plantea dos hipotesis alternativas acerca de la transicidon de esta estructura durante la
diferenciacion de estas células. Una primera posibilidad es que la cilia desaparezca
después de finalizada la retraccion del proceso apical, para volver a aparecer luego,
cuando la capa de células ganglionares ya se encuentra formada. Existen observaciones
realizadas mediante estudios de time-lapse por microscopia confocal que apoyan esta
hipotesis (Lepanto et al, sin publicar). De ser asi, el proceso seria similar al observado en
neuronas piramidales de hipocampo de raton (Arellano et al, 2012). Sin embargo, debe
tenerse en cuenta que el modo de diferenciacion de ambos tipos neuronales presenta
algunas diferencias fundamentales. Las CGRs no sufren una verdadera migracion durante
la diferenciacién, sino un simple movimiento del nucleo hacia la region basal del
neuroepitelio (Zolessi et al., 2006; Randlett et al, 2011b). Las neuronas corticales, por el
contrario, deben migrar desde su lugar de origen en la zona ventricular o subventricular
hasta la placa cortical, recorriendo largas distancia (Funahashi et al, 2014). Debido a la
participacion del centrosoma durante la migracion neuronal, no sorprende que el axonema

solo se extienda una vez que ésta ha terminado (Arellano et al,, 2012). Las CGRs, al carecer

72



de una migracion verdadera durante su diferenciacion, no presentarian un impedimento
mecanico similar que hiciera necesario el desensamblaje de la cilia durante este proceso.
No obstante, la similitud entre las cilias cortas que encontramos en las CGRs jovenes y las
cilias en formacién que han sido descritas en trabajos previos (Arellano et al, 2012; Cohen
et al,, 1988; Sotelo y Trujillo-Cenoz, 1958; Sorokin, 1962) parece apoyar un modelo segun
el cual hay una pérdida de la cilia en algin momento luego de finalizada la retraccion
apical, y un crecimiento posterior de esta estructura en etapas mas avanzadas de la

diferenciacion.

Una segunda hipotesis que podria explicar por qué algunas de las CGRs jovenes carecen
de una cilia primaria es que, luego de que termina la retraccidon del proceso apical, la cilia
desaparezca de forma permanente. En este caso, las cilias mas cortas y los centriolos
asociados a la membrana representarian diferentes estadios de la resorcion ciliar. De ser
ast, las CGRs presentes en la retina completamente desarrollada deberian carecer de una
cilia primaria. No obstante, estudios realizados en retina de raton (Kim et al, 2013),
humanos y conejillos de indias (Allen, 1965) describen la presencia de cilias en la capa de
células ganglionares. A pesar de que no encontramos en la literatura estudios similares
realizados en pez cebra, es posible que, dada la estructura conservada de la retina entre
los vertebrados, las CGRs en este organismo también presente una cilia primaria. Existen a
su vez otros tipos neuronales diferenciados en los que se ha descrito la presencia de este
organelo, tal como las células granulares del giro dentado, y neuronas del cerebelo, el
hipotalamo y la corteza cerebral. En estas neuronas, las cilias cumplen una funcién
sensorial (Fuchs y Schwark, 2004; Arellano et al, 2012), la cual seria posible que mediaran

también en las CGRs diferenciadas.

Los eventos de ciliogénesis y resorcion ciliar que ocurren durante la diferenciacion neural
varian en los distintos tipos celulares. En el caso de las neuronas piramidales de
hipocampo de raton, el crecimiento post-natal de la cilia primaria parece indicar que la
formacion de esta estructura no es esencial para la polarizacion ni para la migracion de

estas células. De hecho, se ha observado que defectos en la ciliogénesis no afectan la
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polaridad normal de estas neuronas ni la organizacion laminar de la corteza (Arellano et
al., 2012). En otros tipos neuronales, sin embargo, el mantenimiento de la cilia parece ser
necesario durante la diferenciacién. En las interneuronas GABAérgicas corticales se ha
observado que la disrupcion de la cilia lleva a defectos en la migracion, por lo que este
organelo parece ser clave para guiar este proceso (Baudoin et al, 2012). Durante la
diferenciacion de estas neuronas, el centrosoma alterna de posicidén entre el proceso lider
y la region perinuclear. Cuando se encuentra en el proceso lider, este organelo nuclea una
cilia primaria, la cual es capaz de transducir la sefial de Shh. Esta sefalizacién induce
cambios morfolégicos y movimientos celulares, tal como la reorganizacion del
citoesqueleto de microtubulos y de los compartimentos membranosos, que permiten la
reorientacion de las neuronas durante la migracién. Cuando se localiza en el
compartimento perinuclear, el centriolo madre se asocia con una vesicula distal, y en
algunos casos nuclea un axonema corto que protruye hacia la luz de la vesicula. De esta
forma, la cilia es formada y removida de la superficie celular por fusidon/fision de la vesicula

centriolar durante la migracion (Baudoin et al., 2012).

Sin embargo, parece ser que el desensamblaje de la cilia primaria no siempre es una
condicidon necesaria para la migracidon neuronal, tal como evidencian estudios realizados
sobre algunas interneuronas corticales. Los precursores de estas neuronas presentan una
cilia primaria que se mantiene durante la migracion. A su vez, la funcién de Arll3b, una
proteina de localizacién ciliar, parece ser necesaria para el posicionamiento correcto de
estas neuronas, pero no para la diferenciacion post-migratoria temprana. Esta funcion
podria relacionarse con la recepcion de distintas vias de sefalizacion que guian la

migracion de estas células (Higginbotham et al., 2012).

Estos estudios sefalan que la cilia primaria es necesaria durante el desarrollo de algunos
tipos neuronales pero no de otros, y que su importancia radica en la recepcidén y
transduccion de distintas vias de sefalizacidon que dirigen la diferenciacion neuronal. En el
caso de las CGRs, nuestros resultados indican que la cilia primaria se encuentra presente

durante las etapas tempranas de la diferenciaciéon. Esto podria indicar que su
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mantenimiento es importante para que este proceso ocurra en forma correcta. Es posible
que en estas células la cilia cumpla una funcion sensorial, tal como ha sido descrito para
otros tipos celulares. En etapas mas avanzadas de la diferenciacion, esta funcion podria

dejar de ser necesaria, ya que, al menos en algunas CGRs, la cilia primaria desaparece.
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Conclusiones

En el presente trabajo encontramos que los precursores neuroepiteliales de la retina neural
presentan una cilia primaria. Esta estructura también se encuentra presente en los
neuroblastos en distintas etapas de la retraccidon, donde aparece asociada al extremo del
proceso apical. Luego de que dicha retraccion finaliza, la cilia parece sufrir una
deslocalizacion momentanea de la region apical. En etapas posteriores de la
diferenciacion, algunas células ganglionares presentan una cilia primaria, mientras que en

otras esta estructura esta ausente.

Nuestros resultados indican que la cilia primaria se encuentra presente durante las etapas
tempranas de la diferenciacion de las células ganglionares de la retina del pez cebra, pero,
al menos en algunos casos, se pierde luego de finalizada la retraccién del proceso apical.
Esto podria indicar que este organelo cumple una funcién particular al comienzo de la
diferenciacion, la cual se vuelve dispensable en etapas mas avanzadas. El estudio de estas
células en la retina desarrollada podria aportar informacién acerca de la existencia o no de

una cilia primaria en las mismas.
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Perspectivas

Los ensayos que realizamos con el fin de evaluar la eficiencia y las mejores condiciones
para llevar a cabo un marcado de las CGRs y sus precursores tomaron un largo tiempo. Por
este motivo, solo pudimos realizar el analisis por microscopia electronica de unos pocos
embriones marcados. En estos embriones, no llegamos a observar neuroblastos en
proceso de retraccion o en etapas posteriores de la diferenciacion que presentaran sefal.
Serla importante, por tanto, continuar con estos anadlisis, de forma de poder identificar

claramente las cilias presentes en las CGRs y sus precursores.

En segundo lugar, dado que la cilia primaria permanece al menos en las etapas tempranas
de la diferenciacion de las CGRs, seria interesante determinar cual es su posible funcion
durante este proceso. En mucho tejidos se ha descrito una funcién sensorial de este
organelo (Berbari et al, 2009). La sefial que presenta una relacién mas establecida tanto
con la cilia primaria como con el desarrollo de las CGRs es la de Shh. En la retina neural, se
ha descrito una ola de expresién de Shh que corresponde temporal y espacialmente con la
ola de neurogénesis que genera las CGRs (Neumann y Nuesslein-Volhard, 2000), y que
pareceria, a su vez, inducir la expresion de Atoh7 (Neumann, 2001; Kay et al., 2005). El
estudio de los mutantes de pez cebra para este locus revela que este factor de
transcripcion es necesario para la induccion del destino de los precursores neuroepiteliales
hacia CGRs (Kay et al, 2001). En estos mutantes, los neuroblastos no pueden especificarse
hacia este tipo celular y permanecen en el ciclo celular, dando lugar a tipos neuronales de
nacimiento mas tardio (Neumann, 2001; Kay et al, 2001). La cilia primaria de los
precursores neuroepiteliales podria, por tanto, cumplir una funcién en la recepciéon vy
transduccion de la sefalizacion por Shh, permitiendo la induccion de la expresion de
Atoh7, necesario para la diferenciacion de las CGRs. Para evaluar esta posibilidad, seria
necesario realizar estudios funcionales que implicaran el bloqueo de la cilia primaria o de

la via de Shh en el neuroepitelio retiniano.
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Una segunda via de sefalizacién involucrada en varios eventos del desarrollo de las CGRs
es la mediada por las proteinas solubles Slit y sus receptores Robo. En el pez cebra existen
cuatro proteinas Slit (Slitla, 1b, 2 y 3) y cuatro receptores Robo (Robol-4) (Hutson et al,
2003). Se ha descrito que la sefalizacion Slit-Robo actia principalmente como una sefal
repulsora importante durante la guia axonal de varios tipos neuronales, incluyendo las
CGRs (Wong et al, 2002). A su vez, el bloqueo de la expresidon de Slitlb ocasiona la
inhibicidn de la retraccidn apical de los neuroblastos de CGRs (Zolessi et al.,, 2006), lo cual
parece deberse a que la sefalizacién por medio de Slitlb-Robo3 lleva a una disminucién
en la expresidn de N-cadherina, ocasionando una pérdida de la adhesion celular (Wong et
al., 2012). Hay estudios que indican que los receptores Robol y 2 se localizan en la cilia
primaria durante la diferenciacion de las interneuronas corticales (Higginbotham et al,
2012), aunque no existen evidencias similares provenientes de otros tipos celulares. Es
posible, por tanto, que la cilia primaria sea necesaria para la recepcién y transduccion de la
sefalizacidn Slit-Robo durante la diferenciacién de las CGRs, por lo que su presencia seria
necesaria para que la polarizacion de estas células se dé en forma correcta. La evaluacion
de esta hipotesis requeriria, nuevamente, la realizacion de estudios funcionales de bloqueo

o sobre-expresion de las proteinas Slit, de sus receptores Robo, o de proteinas ciliares.
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