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RESUMEN 

 

El correcto ensamblaje de los circuitos neuronales formados durante el 

desarrollo embrionario depende intrínsecamente de la fina regulación en la 

expresión de diversas moléculas implicadas en la guía de los axones hacia su 

contraparte sináptica. En organismos con simetría bilateral es necesario que 

exista un intercambio de información entre ambos lados del sistema nervioso 

central (SNC), para ello los axones deben ser capaces de atravesar la línea 

media, formando estructuras bien definidas denominadas comisuras.   

Durante este trabajo de tesis doctoral nos enfocamos en el estudio de 

moléculas involucradas en la guía de los axones de la comisura posterior, una 

estructura altamente conservada en vertebrados y que posee funciones 

accesorias sobre el sistema ocular. La comisura posterior se encuentra en el 

límite dorsal entre el diencéfalo y mesencéfalo en una región denominada 

pretectum comisural del prosómero 1, en donde se ha descrito la presencia de 

transcritos que codifican para proteínas de guía axonal durante el desarrollo 

comisural temprano. Una de estas moléculas es EphA7, una proteína 

transmembrana de la familia de receptores tipo tirosín quinasa relacionada 

principalmente con la formación del eje retino-tectal. En este trabajo nos 

dedicamos a estudiar el patrón de expresión génico y proteico de EphA7 en el 

prosómero 1 durante distintos estadios de desarrollo, en relación a la 

formación de la comisura posterior, así como también su función in vitro e in 

vivo sobre los axones provenientes de los núcleos pretectales que se proyectan 

por el pretectum comisural para formar esta estructura. Además, se quiso 

estudiar la presencia de sus posibles ligandos y moléculas de matriz 

extracelular que podrían jugar un rol conjunto en la formación de la comisura 

posterior.     

Los resultados obtenidos muestran que EphA7 se expresa desde estadios 

tempranos de desarrollo en dos zonas del prosómero 1: 1) En la región alar, 

formando dos columnas que delimitan un espacio por el cual los axones 
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provenientes de los núcleos pretectales se desplazan hacia las zonas dorsales; 

2) En la placa del techo diencefálica medial en donde los axones deciden si 

cruzan o no al lado contralateral. Estos mismos axones expresarían uno de los 

posibles ligandos propuestos, efrina-A5, y además se desplazarían en un 

medio rico en moléculas de matriz extracelular a través del eje ventro-dorsal. 

Más aun, los estudios in vivo sugieren que la función de EphA7 no solo estaría 

ligada a la guía de los axones de esta región, sino que también sería 

importante en la mantención de la integridad tisular en general.  

En conclusión, EphA7 participa en la correcta formación de la comisura 

posterior y del prosómero 1 en general, manteniendo la organización celular y 

el eje de simetría bilateral en esta región. Dicha función se ve apoyada por la 

presencia de varios miembros de la familia de las efrinasA, así como por 

moléculas de matriz extracelular que presentan un patrón de expresión 

específico en el prosómero 1 en estadios tempranos del desarrollo. 
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SUMMARY 

 

Correct assembly of neuronal circuits during development relays 

intrinsically on the regulation of a diverse number of molecules involved in the 

formation of neuronal connections and structures.  The exact mechanisms and 

molecules involved in the formation of several of these structures remains 

unknown. 

The aim of this thesis was to study the molecules that contribute to the 

guidance of axons towards the posterior commissure, a highly conserved 

structure among vertebrates and involved in auxiliary visual functions. This 

structure is located in the prosomere 1 commissural pretectum, at the limit 

between diencephalon and mesencephalon. Recent studies have shown the 

presence of transcripts for different guidance cues during early development 

stages in this area. One of these cues is EphA7, a transmembrane receptor 

from the tyrosin kinase family, involved on the formation of the retino-tectal 

axis. This work is focus on the expression pattern of EphA7 at different stages 

of development along the prosomere 1 and the response of pretectal neurons 

to EphA7 in vitro and in vivo. Furthermore, the presence of described ligands 

for EphA7, as well as extracellular matrix molecules that might exert a 

combined effect on posterior commissure development was analyzed. 

Results show that EphA7 is express since early developmental stages 

along the prosomere 1 in close contact with the axons arising from the 

pretectal nuclei. Moreover, EphA7 is forming lateral columns generating a 

corridor in where the axons navigate towards the diencephalic roof plate. In 

the roof plate EphA7 is expressed by the midline cells acting as a decision point 

for the axons that will form the posterior commissure. These same axons 

express one of the propose ligands, ephrin-A5, and they extend as well in a 

rich extracellular matrix environment along the ventro-dorsal axis. 

Furthermore, in vivo inhibition assays showed that the effect of this protein is  
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not only over pretectal axons, but also in the parenchymal cells, affecting the 

destiny of the whole prosomere 1 region.  

In conclusion, this study shows that EphA7 is an important regulator 

during posterior commissure formation and pivotal for maintaining the 

symmetry and integrity of prosomere 1. 
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INTRODUCCIÓN 

 

El sistema nervioso central (SNC) tiene su origen en el ectodermo, el 

cual durante la etapa de neurulación temprana, recibe señales inductivas 

desde la notocorda, una estructura cilíndrica formada por células 

mesodérmicas que se sitúa justo por debajo de éste, y que define la línea 

media embrionaria (Jacobson y Gordon 1976; Schoenwolf y Smith 1990; 

Smith y Schoenwolf 1997; Purves, 2005). Las señales emitidas desde la 

notocorda hacia el ectodermo suprayacente (o neuroectodermo) permite que 

éste se diferencie en células precursoras nerviosas, aumentando el grosor en 

la línea media y constituyéndose de esta forma la placa neural. A medida que 

la neurulación continúa, la placa neural comienza a plegarse, generando una 

elevación de sus extremos laterales hasta que convergen dorsalmente y se 

fusionan, dando lugar al tubo neural. El tubo neural es finalmente una 

estructura cilíndrica hueca rellena de líquido cefalorraquídeo y recubierta por 

las células neuroepiteliales (Smith y Schoenwolf, 1989; Harland y Gerhart, 

1997; Muñoz-Sanjuan y Brivanlou, 2002; Stemple, 2005; Cearns y cols., 

2016). A medida que las células neuroepiteliales se diferencian al linaje 

neuronal, extienden su axón a través de un ambiente química y 

mecánicamente complejo hasta llegar a su destino final y lograr la formación 

de conexiones específicas.  

La importancia de estudiar como los axones encuentran su contraparte 

sináptica, no solamente radica en la comprensión de los procesos fisiológicos 

normales por los cuales muchas estructuras del SN se forman, sino también 

en el entendimiento de diversas problemáticas tras enfermedades asociadas 

con aberraciones en procesos de guía y navegación axonal que afectan a miles 

de personas. Dentro de estas patologías podemos encontrar achiasma, 

nystagmus congénito, parálisis horizontal congénita, movimientos en espejo 

congénito, disgénesis del cuerpo calloso y síndromes como el de Kallmann, L1, 
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Wildervanck, Duane y Marcus Gunn entre otras (Danek y cols., 2006; Shäfer 

y cols., 2010). 

  

Guía y navegación axonal: procesos centrales durante el desarrollo 

embrionario del SN 

El correcto funcionamiento del SN depende de una compleja red de 

circuitos neuronales formada durante el desarrollo embrionario, en donde los 

axones se extienden hasta llegar a su célula blanco para llevar a cabo la 

formación de uniones intercelulares especializadas. Este proceso se lleva a 

cabo mediante la interacción entre los receptores de membrana del cono 

axónico con los presentes en su célula blanco, derivando finalmente en la 

estabilización y maduración de la sinapsis (Cullheim, 1996; Huber y cols., 

2003; Robichaux y Cowan, 2014).  

  

Cono axónico o de crecimiento 

El cono axónico, presente en el extremo del axón en crecimiento, es una 

estructura dinámica con la capacidad para detectar e interpretar una gran 

variedad de señales externas (Mueller y cols., 1999). En respuesta a las 

distintas señales presentes en el medio, el cono axónico va modificando su 

citoesqueleto, proceso que incluye tres etapas conocidas como: (1) formación 

de protrusiones (2) congestión de microtúbulos en la zona proximal y (3) 

consolidación mediante la compactación del cuello y eje del cono axónico 

(Dickson, 2002; Lowery y Van Vactor, 2009). 

En función de los elementos del citoesqueleto, el cono axónico se divide 

en tres regiones: (1) Dominio periférico “P”, (2) dominio central “C” y (3) 

dominio de transición “T” (Fig. 1 B). El dominio periférico está conformado por 

largos paquetes de filamentos de actina (actina-F), los cuales conforman las 

filopodias. Además, la actina-F forma una red ramificada tipo malla entre las 

filopodias encargada de separar a estas estructuras, denominada lamelipodia. 

En esta zona también existen microtúbulos pioneros altamente dinámicos que  
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Figura 1: Esquema de la distribución del citoesqueleto en las neuronas durante el 

desarrollo. A) Disposición de los distintos elementos del citoesqueleto en una neurona 

en crecimiento: microtúbulos (verdes), Filamentos intermedios (azul) y filamentos de 

actina (rojo) (Adaptado de Fletcher y Mullins, 2010). B) Estructura del cono axónico 

mostrando los tres dominios y sus componentes (Adaptado y modificado de Lowery 

y Van Vactor, 2009). 
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exploran esta región junto a los paquetes de actina (Lowery y Van Vactor, 

2009). La motilidad y la capacidad de formar protrusiones por parte del cono 

en crecimiento dependen en gran manera de las propiedades dinámicas de la 

actina, las cuales son cruciales en los mecanismos exploratorios que controlan 

al cono axónico. El dominio central “C” está compuesto por paquetes estables 

de microtúbulos que entran al cono axónico desde el eje interno del axón. 

Además presenta numerosos organelos, vesículas, paquetes de actina y los 

recientemente identificados invadosomas, caracterizados por ser focos de f-

actina que forman protrusiones basales. Los microtúbulos de este dominio son 

los encargados de fijar la dirección y el avance del cono en crecimiento 

(Santiago-Medina y cols., 2015). Por último, el dominio de transición “T”, se 

sitúa en la interfase entre el dominio “P” y el “C” en donde se encuentran 

estructuras contráctiles de actomiosina, denominados arcos de actina, que 

yacen perpendicularmente a los paquetes de actina-F formando un anillo 

semicircunferencial. La dinámica de los componentes del citoesqueleto 

determina por lo tanto la forma del cono axónico y su movimiento por los 

distintos trayectos durante el desarrollo (Lowery y Van Vactor, 2009; Dent y 

cols., 2011).   

 

Mecanismos de guía axonal 

El movimiento de los conos axónicos se produce en respuesta a diversas 

moléculas, las cuales pueden estar presentes en la matriz extracelular (Ej: 

netrina y Slit) o bien asociadas a la membrana de células vecinas (Ej: 

Semafórina, Robo, efrina y sus receptores Eph). Estas moléculas son capaces 

de unirse a receptores presentes en la membrana del cono axónico activando 

cascadas de señalización intracelular que serán usadas por la maquinaria de 

este para producir cambios en el citoesqueleto, regulando la guía de los axones 

a través de trayectos largos o cortos (Tessier-Lavigne y Goodman, 1996; 

Dickson B., 2002; Tamariz y Varela-Echavarría, 2015). Las señales que 

comandan el movimiento de los conos axónicos se clasifican en 6 tipos: (1) 
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atracción mediada por contacto, (2) quimioatracción, (3) repulsión mediada 

por contacto, (4) quimiorrepulsión, (5) fasciculación y (6) acción de la matriz 

extracelular (MEC) (Fig. 2 A) (Goodman, 1996; Tessier-Lavigne y Goodman, 

1996).  

La atracción o repulsión mediada por contacto se basa en la interacción 

del cono axónico con moléculas asociadas a la superficie de células vecinas, y 

la quimioatracción o quimiorrepulsión estaría dada por la detección de 

gradiente generados por moléculas quimiotrópicas difusibles (Goodman, 

1996). En la fasciculación, los axones se asocian con otros axones que 

previamente hayan realizado el mismo trayecto, facilitando y agilizando su 

movimiento (Bak y Fraser, 2003).  Por último, la acción de la MEC está 

fundamentada en los diversos patrones de expresión espacio-temporal bien 

definidos de moléculas características de la MEC que se encuentran 

estrechamente ligadas a las fibras axonales, generando barreras mecánicas 

que delimitan zonas para el avance de los axones, así como espacios para 

arborización y formación de sinapsis (Fig. 2 B) (revisado en Pires-Neto y cols., 

1999; Zimmermann y cols., 2008). 

Sin embargo, las moléculas de matriz extracelular no solo actúan como 

sustratos más o menos permisivos, sino que también pueden modificar el 

efecto de otras moléculas de guía axonal. Un ejemplo de esta interacción se 

da en el caso de netrina-1, la cual en presencia de laminina-1 modifica su 

efecto en el cono axónico de atractivo a repulsivo.  La matriz extracelular 

puede también potenciar el efecto de una proteína de guía axonal, como ocurre 

con Sema 3A que al interaccionar con proteoglicanos de heparán sulfato se 

produce un aumento en la unión a su receptor neuropilina potenciando el 

colapso del cono axónico (Höpker y cols., 1999; De Wit y cols., 2005). 

Interesantemente, evidencias recientes sugieren además que el cono axónico 

es capaz de remodelar la MEC circundante ya que poseen maquinarias 

celulares y moleculares similares a la de las células en migración (y a las 

cancerígenas), en donde estructuras denominadas invadosomas son capaces 
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de generar una unión específica con moléculas de MEC y así marcarlas para su 

degradación, lo que serviría para facilitar la navegación del axón a través de 

la lámina basal y del tejido por el que debe avanzar en general (Santiago-

Medina y cols., 2015; Short y cols., 2016). 

El cono axónico posee en su membrana receptores especializados, los 

cuales interaccionan con las moléculas presentes en el medio extracelular 

promoviendo así su movimiento (Tessier-Lavigne y Goodman, 1996; Vitriol y 

Zheng, 2012). Respecto a la función de las moléculas implicadas en guía 

axonal, originalmente se pensó que las moléculas descritas funcionarían 

siempre de la misma manera; por ejemplo, las netrinas como moléculas 

exclusivamente atractivas y las efrinas como moléculas repulsivas (Kennedy y 

cols., 1994; Drescher y cols., 1995; Meima y cols., 1997). Sin embargo, 

estudios posteriores avalan que los procesos de atracción o repulsión no son 

una propiedad intrínseca de las moléculas señal, sino de la matriz extracelular 

en la que el cono de crecimiento está inmerso, de los receptores y co-

receptores específicos expresados en el cono axónico y del medio de 

señalización interna de este, por lo que cada una de estas estructuras tendría 

una identidad propia que reaccionará de forma específica a los distintos 

estímulos extracelulares (Lowery y Van Vactor, 2009; Short y cols., 2016). 

Existen diversas formas por las cuales una molécula puede ejercer su 

función sobre el cono axónico, como por ejemplo mediante la iniciación, 

extensión, retracción o estabilización de una filopodia, o bien mediante la 

estabilización de los microtúbulos en alguna región específica del cono axónico 

(Cammarata y Cols., 2016; Kahn y Baas, 2016). Además, la motilidad del cono 

axónico en respuesta a moléculas de guía axonal también está relacionada con 

procesos de endocitosis y exocitosis espacialmente controlados, encargados 

de distribuir la membrana axonal y con ella moléculas funcionales tales como 

las moléculas de adhesión celular (CAMs) (Diefenbach y cols., 1999; Sann y 

cols., 2009; Itofusa y Kamiguchi, 2011).  
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Los mecanismos anteriormente descritos le permiten al axón alcanzar su 

contraparte sináptica independientemente de lo alejado que esta se encuentre. 

Sin embargo, la guía del cono axónico a través de trayectos extensos es un 

fenómeno complejo, ya que el axón no es dirigido desde el inicio hacia su 

blanco final, sino que divide su trayectoria en una serie de pequeños 

segmentos, en donde el final de uno y el principio de otro están dados por 

“puntos de decisión” o “blancos intermedios”. Los puntos de decisión o blancos 

intermedios están compuestos por pequeños grupos de células especializadas 

y morfológicamente distintas a sus vecinas, que presentan al cono axónico la 

información necesaria para seguir hacia el próximo trayecto de su viaje 

(Bovolenta y Dodd, 1990 y 1991; Tessier-Lavigne y Goodman, 1996; Dickson 

y Zou, 2010).  
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Figura 2: Esquema de los distintos mecanismos que guían al cono axónico. A) 1) 

atracción mediada por contacto, 2) quimioatracción, 3) repulsión mediada por 

contacto, 4) quimiorrepulsión, 5) fasciculación, 6) acción de la matriz extracelular 

(Adaptado de principios de neurociencia, Kandel, Eric. 2008). B) Modelo de como un 

axón se ve enfrentado a los distintos mecanismos de guía axonal. El cono axónico 

avanza por una carretera permisiva hecha de moléculas adhesivas presentes en la 

MEC (Ej: lamina y fibronectina) o en la membrana de células vecinas (CAMs), 

delimitada por moléculas anti-adherentes unidas a la superficie celular (Ej: Slit, 

efrinas y CSPGs). Finalmente, los axones deben seguir la señalización en el camino, 

dado por moléculas quimiotrópicas difusibles (Ej: semaforinas y netrinas), 

morfógenos (Ej: Shh, Wnt y BMP), factores de crecimiento o neurotróficos (BDNF) y 

neurotransmisores (Ej: glutamato) (Adaptado y modificado de Lowery y Van Vactor, 

2009). 
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Línea media del SNC, un punto de decisión durante la navegación 

axonal 

 

En los organismos que poseen simetría bilateral es necesario que exista 

intercambio de información entre ambos lados del SNC para permitir la 

correcta integración de la información sensorial y motora.  Para que esto 

suceda, los axones deben ser capaces de atravesar la línea media, formando 

estructuras bien definidas denominadas comisuras, que se encargarán de 

coordinar ambos lados, siendo un proceso altamente conservado en 

invertebrados y vertebrados (Araujo y cols., 2003). La línea media del SNC es 

un importante punto de decisión para los axones durante el desarrollo, de tal 

forma que la pérdida de las células de la línea media mediante manipulación 

experimental como ablación laser o mutaciones genéticas, provoca que el paso 

de los axones se vea severamente interrumpido (Tear y cols., 1999; Dickson 

y cols., 2003). Al llegar a la línea media, los axones deben decidir si cruzan o 

no hacia el lado opuesto. Los axones que cruzan se denominan axones 

comisurales y los que se proyectan en paralelo a la línea media se denominan 

axones ipsilaterales. Interesantemente los axones que cruzan a través de la 

línea media no vuelven a recruzar una vez que empiezan a extenderse 

longitudinalmente (Tear y Cols., 1999; Kaprielian y cols., 2001; Neuhaus-

Follini y Bashaw, 2015). 

Los principales estudios acerca de las moléculas y mecanismos 

relacionados con el paso de los axones a través de la línea media, han sido 

desarrollados en el tubo neural a nivel de la médula espinal, en donde se han 

descrito una gran variedad de moléculas altamente conservadas tales como 

netrinas, DCC-Unc5, semaforinas, plexina-neuropilina, slits, Robo, F-spondina, 

efrinas y su receptor Eph (Matise y cols., 1999, Kaprielian y cols., 2001; 

Dickson B., 2002; Bovolenta, 2005). Los estudios de guía axonal en la médula 

espinal han evidenciado la existencia de grupos de células especializadas tanto 

en la línea media dorsal como ventral (placa del techo y placa del suelo 



P á g i n a  | 10   INTRODUCCIÓN 

respectivamente), que participan en la secreción de moléculas de guía axonal 

(Kennedy y cols., 1994; Murakami y Shirasaki, 1997, Matise y cols., 1999; 

Chao y cols., 2009) (Fig. 3).  Tanto las células de la placa del techo como las 

de la placa del suelo tienen morfología de glía radial. Estas células se 

caracterizan por poseer el cuerpo celular orientado periventricularmente y un 

largo proceso que se extiende hasta la membrana pial. Estas células fueron 

identificadas y descritas a partir de los primeros estadios de desarrollo del SNC 

de vertebrados y clasificadas inicialmente como glía fetal (Golgi C., 1885; 

Ramón y Cajal 1909; Schmechel & Rakic; 1979a). En los últimos años se ha 

evidenciado que poseen múltiples funciones durante el desarrollo tales como 

migración y guía neuronal, así como también un rol fundamental como 

precursores durante la neurogénesis, gliogénesis y la regionalización del 

sistema nervioso central (Noctor y cols., 2001; Campbell y Gotz, 2002). En el 

caso de la placa del suelo de la médula espinal, la localización de diversos 

marcadores inmunohistoquímicos y moleculares, permite diferenciar dos 

poblaciones celulares; una ubicada centralmente, denominada placa del suelo 

medial (PSM) y otra posicionada bilateralmente, denominada placa del suelo 

lateral (PSL) (Schaffer y cols., 2007). La PSM y PSL presentan diferencias 

funcionales, ya que secretan distintas moléculas de guía axonal. En Gallus 

gallus, por ejemplo, sonic hedgehog (Shh) y netrina-1 se expresan 

exclusivamente en la parte lateral de la placa del suelo, mientras que Foxa2 

tiene una expresión transitoria en la zona medial (Marti y cols., 1995; Charrier 

y cols., 2002; Schaffer y cols., 2007). En la médula espinal en desarrollo, la 

placa del techo también es una fuente rica en moléculas de guía axonal, como 

por ejemplo miembros de la familia BMP (Bone Morphogenic Protein) y Wnt 

(wingless- related mouse mammary tumor virus integration site), que estarían 

participando en el control proliferativo de las interneuronas dorsales, así como 

también en su migración y guía axonal (Chizhikov y Millen, 2004; 2005).  

A pesar de los avances mencionados, los mecanismos exactos por los 

cuales se genera la reacción axonal de cruzar la línea media y permanecer en 
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el lado opuesto sigue siendo tema de investigación. Para que esto suceda, se 

requiere de una señal atrayente en la línea media, la cual debe dejar de ejercer 

esta atracción una vez que el axón se encuentra en el lado opuesto (Evans y 

Bashaw, 2010). Por ejemplo, la actividad repulsiva de slit sobre robo, 

demostrada en estudios llevados a cabo en Drosophila, señala que los axones 

para pasar la línea media deben tener bajos niveles de robo, y posteriormente, 

para que estos no vuelvan a recruzar se debe activar un mecanismo que 

permita nuevamente la repulsión, actividad ejercida por Comm 

(commissureless). En vertebrados se ha encontrado evidencia de la presencia 

de RabGDI, una GTPasa componente de la maquinaria de fusión vesicular, que 

permite la inserción de robo1 en la membrana del cono axónico regulando la 

expresión de robo1 en axones precomisurales de forma post-traduccional. La 

ausencia de RabGDI inhibe el paso de los axones a través de la línea media en 

la médula espinal de Gallus gallus, imitando lo que sucede cuando existe 

pérdida de función de slit (Philipp y cols., 2012). Estos estudios son un ejemplo 

de como el axón se encuentra con las señales de forma secuencial y va 

adaptando su maquinaria celular, y especialmente sus receptores de cono 

axónico, en función de la ruta que tenga que seguir (Evans y Bashaw, 2010). 

Como se mencionó anteriormente, los mecanismos de guía axonal han 

sido estudiados principalmente en la médula espinal. Sin embargo, la placa del 

techo se extiende a zonas rostrales del SNC, específicamente hasta la lámina 

terminalis ubicada en la base del cerebro anterior o prosencéfalo. Distintos 

estudios indican que la señalización mediada por estas células de la placa del 

techo es esencial para el desarrollo de la zona rostral del SNC y en particular 

de la zona dorsal del diencéfalo en desarrollo, región en la cual se desarrolla 

la comisura posterior (cp) (Chizhikov y Millen, 2005).   
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Figura 3: Esquema del cruce de axones comisurales a través de la línea media en la 

médula espinal de vertebrados. A) los axones comisurales son guiados inicialmente 

por factores repelentes presentes en la placa del techo (gradiente en rosa) y atraídos 

por atractantes expresados en la región ventral o placa del suelo (gradiente en azul) 

y factores promotores de crecimiento (puntos celestes).  B) Una vez que los axones 

cruzan la línea media se ven expuestos a factores permisivos (puntos amarillos) que 

los sensibilizan a los factores repelentes presentes en la línea media, que los ayudan 

en su avance hacia el lado opuesto. (Modificado de Dudanova y Klein., 2013). 
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Comisura posterior y placa del techo diencefálica 

Durante las primeras etapas del desarrollo, la zona rostral del tubo 

neural comienza a engrosarse generando tres vesículas, el prosencéfalo (que 

posteriormente se divide en telencéfalo y diencéfalo), mesencéfalo y 

romboencéfalo (que posteriormente se divide en metencéfalo y mielencéfalo). 

En la región más caudal del diencéfalo encontramos el prosómero 1, el cual 

está dividido en tres territorios: pretéctum pericomisural (PcP), pretéctum 

yuxtacomisural (JcP) y pretéctum comisural (CoP) siguiendo una orientación 

rostro-caudal respectivamente y siendo este último al que avocamos nuestro 

interés (Fig. 4 A). En la región dorso-caudal (pretéctum comisural) del 

prosómero 1, se encuentra la comisura posterior (cp), un haz redondo de fibras 

blancas que se extiende desde el receso pineal hasta la zona más caudal del 

diencéfalo dorsal y está en contacto desde estadios tempranos de desarrollo 

con la placa del techo diencefálica. Hasta el momento, se ha descrito que la 

cp está compuesta por axones provenientes del núcleo de Darkschewitsch y 

de los núcleos intersticiales de la comisura posterior (magnocelular y 

parvocelular). Sin embargo, el área pretectal posee más de 30 núcleos 

neuronales que también podrían estar aportando a la formación de esta 

comisura lo cual explicaría la diversidad de los axones presentes en este tracto 

(Puelles y cols., 1993; Rubenstein y cols., 1994; Ferran y cols., 2009).  El CoP 

ha sido dividido en diferentes zonas relativas a su expresión génica durante el 

desarrollo, llegando a su organización más compleja en el estadio HH25 (Fig. 

4 B). Estas divisiones son de gran importancia al momento de localizar 

anatómicamente los distintos grupos celulares, patrones de expresión génica, 

proteica y fascículos axonales.  

Aunque la función de la cp no está totalmente establecida, se sabe que 

sus axones participan en los reflejos pupilares y se conectan bilateralmente 

con el complejo oculomotor. La cp posee conexiones con los núcleos talámicos 

pretectales y el grupo talámico posterior, lo que media el reflejo pupilar 

consensuado (Bhidayasiri y cols., 2000). Además, recientemente ha sido 
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descrita la presencia de un fascículo frontotemporoccipital tanto en ovejas 

como en humanos que conectaría con la cp, relacionándolo directamente con 

su rol descrito en funciones visuales (Ozdemir, 2014). 

La cp ha sido descrita desde estadios tempranos de desarrollo en todos 

los vertebrados, no siendo excepción el humano, en donde su presencia ha 

sido identificada claramente en embriones de 12 mm, sugiriendo que su 

desarrollo podría empezar antes de completar el segundo mes de gestación 

(Frazer, 1931; Keene, 1936).  

Morfológicamente la placa del techo diencefálica (PTD) del CoP está 

conformada por células de tipo glía radial, con largos procesos basales que 

atraviesan los fascículos axonales de la cp y permiten la unión a la membrana 

limitante externa (Sterba y cols., 1982; Rodríguez y cols., 1992; 1998). Las 

células de tipo glía radial presentes en esta zona crecen de forma simultánea 

a la cp, motivo por el cual esta agrupación de células de la placa del techo se 

ha denominado órgano subcomisural (OSC) (Rodríguez y cols., 1992).  

La presencia de este grupo de células tan especializadas en esta región 

ha llevado a proponer que la PTD estaría involucrada en el desarrollo de la cp, 

lo cual se basa en el hecho de que mutaciones que afectan el desarrollo de la 

PTD traen consigo aberraciones en la cp. Este es el caso de animales 

homocigotos para el gen Msx1, los cuales presentan una pérdida de la 

integridad de la línea media diencefálica, en donde los genes normalmente 

expresados se ven desregulados, pudiendo evidenciar también grandes 

anormalidades en la comisura posterior y la PTD, además de presentar serias 

deficiencias durante el desarrollo e hidrocefalia postnatal severa (Bach y cols., 

2003; Ramos y cols., 2004). Anormalidades similares han sido también 

descritas en ratones mutantes que sobreexpresan engrailed1 en la línea media 

dorsal del diencéfalo, generando muerte celular en la placa del techo 

incluyendo a las células de los plexos coroideos, glándula pineal y OSC, 

además de presentar ausencia de cp (Louvi y Wassef, 2000). También se ha 

logrado observar que en ratones (Sey/Sey), que carecen del factor de 
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transcripción pax6 funcional, ocurre una pérdida del OSC, la cp y glándula 

pineal; extendiéndose el téctum por sobre esta región (Mastick y cols, 1997; 

Estivill-Torrús y cols., 2001). Los resultados antes expuestos sugieren la 

relación y la importancia de las células de la PTD, u órgano subcomisural, en 

el correcto desarrollo de la cp.  

 

OSC-espondina y desarrollo de la comisura posterior 

 

Desde estadios tempranos de desarrollo, incluso antes de que comience 

a desarrollarse la cp, la PTD de pollo expresa y comienza a secretar una 

glicoproteína de alto peso molecular denominada OSC-espondina (Caprile y 

cols., 2009). Esta glicoproteína de matriz extracelular está conformada por 

5146 aminoácidos (Didier y cols., 2007; Meiniel y cols., 2008) y pertenece a 

la superfamilia de las tromboespondinas, proteínas identificadas en el sistema 

nervioso central y periférico durante el desarrollo de vertebrados e 

involucradas en diversos procesos biológicos como guía axonal y migración de 

las células de la cresta neural (Adams, 2001; Tucker, 2004).  Dentro de las 

proteínas pertenecientes a esta familia podemos incluir a la F-espondina, R-

espondina, tromboespondina-1 y 2, UNC-5, semaforina F y G y semaforina-5. 

Estas proteínas pueden estar formando parte de la matriz extracelular como 

las tromboespondinas-1 y 2, o como proteínas transmembrana tales como 

semaforina F y G (Adams y cols., 1996; Tucker y cols., 1999). Las proteínas 

de esta familia presentes en el SNC tienen un rol importante en el crecimiento 

axonal, en donde los dominios de repetición de tromboespondina tipo 1 (TSR, 

Thrombospondin type 1 repeats) serían fundamentales para este propósito 

(Feinstein y Klar, 2004).  
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Figura 4: Esquema de la clasificación neuroanatómica del cerebro embrionario y de 

los dominios de la región comisural pretectal. A: visión lateral del cerebro embrionario 

mostrando las distintas áreas y las subdivisiones diencefálicas. B: Esquema de corte 

frontal del pretéctum comisural y sus distintos dominios a través del eje dorso-ventral 

y zonas laterales. En A, Tel: telencéfalo; hypoth: hipotálamo; PA: placa alar; PB: 

placa basal; Di: diencéfalo; p3: pth, pretálamo; p2: th, tálamo; epht: epitálamo o 

glándula pineal p1: pretéctum; PcP: pretéctum pericomisural; JcP: pretéctum 

juxtacomisural; CoP: pretéctum comisural; cp: comisura posterior; Mes: 

mesencéfalo; línea punteada negra: eje de corte frontal; línea punteada roja: eje de 

corte horizontal. En B, LM: línea media; PT: placa del techo; CoD1: dominio comisural 

dorsal 1; CoD2: dominio comisural dorsal 2; CoL1: dominio lateral comisural 1; CoL2: 

dominio lateral comisural 2; CoV: dominio comisural ventral; PB: placa basal; PS: 

placa del suelo; ZV: zona ventricular; Pe: estrato periventricular; di: capa profunda 

del estrato intermedio; mi: capa medial del estrato intermedio; oi: capa externa del 

estrato intermedio; Su: estrato superficial; IIIV: tercer ventrículo. (Modificado de 

Neuroanatomía de Puelles L., 2008; Ferrán y cols., 2007 y 2009). 
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La OSC-espondina es una proteína multidominio que posee un arreglo 

de tipo mosaico, destacando la presencia de dominios altamente conservados 

dentro del phylum de los cordados, donde el gen codificante para OSC-

espondina ha sido identificado en urocordados, cefalocordados, así como 

también en craniatas incluyendo al humano (Gobron y cols., 1999; Meiniel y 

cols., 2008). Dentro de los dominios presentes en esta proteína en Gallus 

gallus se destacan 27 dominios tipo TSR, 13 dominios del receptor de 

lipoproteínas de baja densidad tipo A, 1 dominio tipo EMI (dominio rico en 

cisteínas presentes en proteínas extracelulares), 3 dominios tipo D del factor 

de Von Willebrand, y 1 dominio tipo nudo de cisteína carboxi-terminal (Didier 

y cols., 2007). 

La presencia de numerosos dominios TSR en la OSC-espondina ha 

llevado a postular que esta proteína podría estar involucrada en procesos de 

desarrollo del sistema nervioso. Este hecho se ve apoyado por experimentos 

in vitro, en donde péptidos provenientes de los dominios TSR de la OSC-

espondina promueven el crecimiento neuronal en células de neuroblastoma, 

además de una variedad de otros procesos como supervivencia neuronal y 

fasciculación (Gobron y cols., 2000; Meiniel, 2001; Meiniel y cols., 2003; 

Caprile y cols., 2009; Hoyo-Becerra y cols., 2010). 

El mecanismo por el cual los dominios TSR presentes en los miembros 

de la familia de las tromboespondinas ejercen su función se desconoce; sin 

embargo, se ha logrado identificar la interacción de integrinas con dominios 

TSR de diversos miembros de la superfamilia de las tromboespondinas y se ha 

demostrado la importancia de esta interacción durante el crecimiento axonal 

de neuronas retinales (Leu y cols., 2004; Calzada y cols., 2004; Short y cols., 

2005). Los miembros de la familia de las integrinas tienen una variada 

participación en diferentes procesos durante el desarrollo del SN, incluyendo 

crecimiento axonal, guía axonal y fijación de los procesos basales de las células 

de glía radial (Clegg y cols., 2000; Milner y Campbell, 2002; Clegg y cols., 

2003; Denda y Reichardt, 2007). En el caso de los dominios TSR presentes en 
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la OSC-espondina se ha demostrado que su capacidad para promover el 

crecimiento axonal puede ser inhibida in vitro mediante el uso de anticuerpos 

contra integrina β1 (Bamdad y cols., 2004). La interacción integrina β1-OSC-

espondina se ve apoyada por antecedentes publicados por nuestro laboratorio 

donde se observa la secreción de OSC-espondina hacia la MEC en donde se 

encuentran los axones de la cp, los cuales expresan integrina β1. Estos datos 

apuntan a que OSC- espondina cumpliría un rol fundamental en el desarrollo 

de la cp a través de su interacción con Integrina β1 (Caprile y cols., 2009). La 

participación de OSC-espondina se ve además apoyada por experimentos de 

inhibición in vivo mediante shRNA, los cuales conllevan a la ausencia total o 

disminución de axones de la cp (Vera & Stanic y cols., 2013).   

 Estos antecedentes confirmarían por lo tanto que OSC-espondina 

participa en la guía de axones de la comisura posterior. Sin embargo, análisis 

inmunohistoquímicos muestran que esta proteína se expresa únicamente en 

la placa del techo diencefálica lateral (PTDL), no siendo detectada en la placa 

del techo medial (PTDM). El comportamiento de los axones también varía 

dependiendo de si están sobre la PTDL en donde se encuentran altamente 

fasciculados (Fig. 5 B), o sobre la PTDM, donde se desfasciculan y algunos 

giran hacia el lado ipsilateral (Fig. 5 C) (Stanic y cols., 2010). Este hecho 

indica que en la línea media existe un punto de decisión llevado a cabo 

por moléculas y mecanismos aún desconocidos.  

 

Otra de las interrogantes respecto a la guía de axones de la cp es como 

los axones provenientes de la zona ventral ascienden por la placa alar hasta 

llegar a la placa del techo diencefálica. Observaciones realizadas en el 

laboratorio muestran como la gran mayoría, sino la totalidad, de los axones 

suben desde sus núcleos de origen hacia la zona dorsal, pero hasta el momento 

no ha sido descrito ningún mecanismo que explique este proceso. 
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Figura 5: Cortes frontales de PTD de embriones de Gallus gallus en estadio HH32. A, 

Bajo aumento mostrando como los axones avanzan fasciculados en las zonas 

positivas para OSC-espondina y se defasciculan en la línea media. B, Aumento mayor 

de la zona de la línea media mostrando como los axones al llegar a la línea media se 

defasciculan en el lugar donde no hay OSC-espondina. C, Imagen pseudocolor 

mostrando como los axones de la línea media cambian de dirección (flechas) 

(Modificado de Stanic y cols., 2010). 
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Moléculas de guía axonal expresadas en el prosómero 1  

Receptor EphA7 

A pesar de no existir evidencia concreta de la presencia de otras 

moléculas de guía axonal distintas a OSC-espondina en la zona de la placa del 

techo diencefálica, el análisis de hibridaciones in situ llevadas a cabo en 

embriones completos de Gallus gallus, sugiere la expresión de transcritos de 

otras proteínas desde estadios tempranos de desarrollo en la zona del 

prosómero 1. Uno de estos hallazgos es el caso de EphA7, proteína 

perteneciente a la familia de los receptores Eph tipo tirosina-quinasa, descritos 

como proteínas claves en diversos procesos de guía axonal. EphA7 fue 

identificado en distintos estadios de desarrollo, primeramente en el 

prosencéfalo, romboencéfalo y placa neural (HH8-11), posteriormente la 

expresión en estadios más avanzados (HH13-HH14) fue mantenida en 

romboencéfalo y diencéfalo dorsal. Por último, se destaca la aparición en el 

téctum y pretéctum en estadios tardíos (HH35-HH38), conservando aun la 

marca en la zona diencefálica (Marín y cols., 2001; Baker y Antin, 2003; 

García-Calero y cols., 2006). 

La familia de las Eph (Erythropoietin-producing hepatocellular) está 

formada por proteínas de membrana pertenecientes a la familia de receptores 

tipo tirosina-quinasa; constituye una de las clases más grandes de este tipo 

de receptores y se caracteriza por poseer un dominio extracelular compuesto 

por dos motivos de fibronectina tipo III y un único motivo rico en cisteína (Tuzi 

y Gullick, 1994). El ligando de este receptor es una proteína de membrana 

denominada efrina. Hasta la fecha se han descrito por lo menos 8 tipos de 

efrinas y 14 tipos de receptores Eph, los cuales han sido clasificados en dos 

clases: (1) efrinas-A, ancladas a la membrana mediante un tallo de 

glicosilfosfatidilinositol (GPI) y que se unen a receptores tipo EphA y (2) 

efrinas-B, que poseen un dominio transmembrana y se unen en su mayoría a 

receptores tipo EphB, a excepción de efrina-B2 que también puede unirse a 

EphA4 (Dickson B., 2002; Lisabeth y Cols., 2013) (Fig. 6 A).  
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Figura 6: Estructura de receptores Eph y efrinas-A y B, mecanismos de señalización 

bidireccional y sus distintos efectos. A: Estructura del receptor Eph con sus distintos 

dominios y esquematización de efrina a y b destacando señalización bidireccional. B: 

asociación de efrinas A con su receptor Eph y los efectos que produce en cada célula 

dependiendo que proteína se encuentra en su superficie. C: Esquema de los dominios 

presentes en EphA7. Región extracelular, LBD: dominio de unión a ligando, CRD: 

dominio rico en cisteína, FN3: dominio fibronectina tipo III. Región intracelular, TyrKc: 

Dominio catalítico tirosina-protein-quinasa de receptores tipo EphA, SAM: dominio de 

interacción proteína-proteína de la subfamilia tirosina-quinasa de EphA7, PDZ: motivo 

de unión PDZ. (Modificado de Klein R., 2004 y Egea y Klein., 2007; Mori y cols., 2007, 

Atlas of Genetic and Cytogenetics in Oncology and Hematology) 
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Las efrinas son capaces de unirse a la mayoría de los receptores de su 

tipo. Sin embargo, distintas combinaciones ejercen distintos efectos, además 

la interacción entre efrina y su receptor es bidireccional por lo tanto activa 

cascadas de señalización intracelular en ambas células, tanto la que expresa 

el receptor como la que presenta al ligando (Fig. 6 B). Las efrinas-B/EphB han 

sido caracterizadas principalmente por su capacidad en mediar la repulsión 

mediante contacto en una serie de sistemas neuronales, y han sido propuestas 

como importantes moléculas señal encargadas de la repulsión localizada en la 

línea media ventral (Kaprielian y cols., 2001; Kadison y cols., 2006; Noraz N., 

2016). Esta familia de proteínas además ha sido implicada en otros procesos 

durante el desarrollo, como por ejemplo gastrulación, segmentación, 

fasciculación, guía axonal, crecimiento dendrítico y migración de las células de 

la cresta neural (Henkemeyer, 1994; Gale y cols., 1996; Dickson, 2002; 

Clifford y Cols., 2014; Cramer y Miko, 2016). A su vez, las efrinas-A/EphA han 

sido descritas en el mapeo topográfico del eje antero-posterior del téctum 

mediado por un gradiente de expresión de efrinas-A y sus receptores tipo EphA 

(Feldheim y cols., 2000, McLaughlin y cols., 2003). De esta forma, las células 

retino ganglionares (CRG) de la zona nasal que deben ser dirigidas hasta el 

téctum posterior se definen por la interacción repulsiva generada a través de 

las efrinas A expresadas en los axones de las CRG nasales y la acción de las 

células del téctum anterior que expresan EphA (señalización reversa). Esta 

señalización bidireccional lleva a que las CRG nasales sean guiadas a su 

destino, el téctum posterior, donde deben hacer sinapsis (McLaughlin y 

O’leary, 2005; Marler y cols., 2008) (Fig. 6). Cabe mencionar que en muchos 

de los procesos de guía axonal donde participan efrinas-A/EphA existe un 

efecto colaborativo con las efrinas-B/EphB como es el caso del mapeo 

topográfico de los axones retinales hacia el téctum óptico/colículo superior y 

en la guía de los axones motores hacia los miembros posteriores (Triplett y 

Feldheim, 2012; Bonanomi y Pfaff, 2010). 
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Reportes clínicos han descrito ciertas patologías asociadas a deleciones 

genómicas en el brazo largo del cromosoma 6. En estos pacientes se ha 

presentado una alta incidencia de retardo mental, características de autismo, 

anormalidades de las orejas, hipotonía, obesidad y retardo en el crecimiento 

postnatal (Hopkin y cols., 1997; Derwinska y cols., 2009; Kasher y cols., 

2016). Los casos que presentan deleciones 6q han sido divididos en tres 

grupos (A), (B) y (C), de acuerdo a sus características fenotípicas. Los 

individuos pertenecientes al grupo B de los que se conoce con certeza 10 casos 

en el mundo, están caracterizados por poseer deleciones de tipo 6q16.1, las 

cuales fluctúan entre los 6–34 Mb (Hopkin y cols., 1997; Zherebtsov y cols., 

2007; Klein y cols., 2007). Publicaciones recientes demostraron que una 

deleción 6q16.1 de aproximadamente 2.1 Mb involucraría al gen de EphA7. La 

comparación entre la clínica de este paciente con otros individuos con deleción 

6q16.1 sugieren que la deleción de EphA7 jugaría un rol importante en el 

déficit del desarrollo neuronal (Traylor y cols., 2009). Respecto a la formación 

de comisuras en estos individuos, se observa una disminución en el tamaño 

del cuerpo calloso, comisura encargada de la integración inter-hemisférica de 

las cortezas sensoriales en mamíferos, y cuya función es suplida por el resto 

de las comisuras, entre ellas la cp en vertebrados no mamíferos como Gallus 

gallus (Mihrshahi, 2006).  

Durante el desarrollo del SNC, EphA7 ha sido involucrado en diferentes 

procesos relacionados con guía axonal mediante la interacción con diferentes 

ligandos y también recientemente en la regulación de la proliferación celular 

(Rashid y cols., 2005; Torii y cols., 2013; Park y cols., 2013). Este receptor 

tiene la capacidad de interaccionar con todas las efrinas-A, sin embargo, en el 

cerebro no todas son expresadas. Se ha reportado que las efrinas-A 

expresadas mayoritariamente en esta región corresponden a la efrina-A3 y 

efrina-A5 seguida en menor cantidad por efrina-A2, presentando afinidad 

decreciente por EphA7 respectivamente (Gale y Cols., 1996; Zhou y Cols., 

1998). Los antecedentes anteriormente expuestos junto con la evidencia 
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experimental de que EphA7 está presente en la placa del techo diencefálica, 

nos indica la posibilidad que esta molécula este participando en el desarrollo 

de la cp. 

En relación al efecto que EphA7 podría generar en los axones de la cp, 

cabe mencionar que la señalización mediada por EphA/efrinas-A se ve 

regulada por varios factores, por lo que las respuestas pueden variar 

dependiendo del tipo celular y del medio circundante. En primer lugar, la 

respuesta al interaccionar ligando y receptor está modulada por la presencia 

de co-receptores presentes en la membrana del axón, como es el caso de los 

axones motores durante el desarrollo de las extremidades posteriores en 

donde se encuentra el co-receptor RET (Rearrenge During Transfection) junto 

a efrina-A en la membrana del axón y al interactuar con EphA genera una 

respuesta atractiva. En este mismo sistema también se ha visto que GDNF 

(Glial cell line-Derived Neurotrophic Factor) presente en el medio puede 

condicionar la respuesta atractiva del axón mediada por el reclutamiento de 

RET a compartimentos membranosos que poseen efrina-A, dado por la 

interacción de GDNF con GFRα1 (GDNF Family receptor alpha1) presente en la 

membrana axonal (Bonanomi y cols., 2012). Otros casos de co-receptores en 

la señalización EphA/efrina-A se ha observado en retina, donde la presencia 

de p75ntr (Low-affinity Nerve Growth Factor) o TrkB (Tropomyosin receptor 

kinase B) junto a efrina-A en los axones genera repulsión (Lim y cols., 2008; 

Marler y cols., 2008). Segundo, las Eph/efrinas pueden modificar las integrinas 

o los complejos de adhesión asociados a ellas promoviendo o inhibiendo el 

crecimiento axonal (Nakamoto y cols., 2004; Sharfe y cols., 2008). 

Finalmente, se ha develado que no solo los co-receptores modulan la 

respuesta a la señalización medida por EphA/efrinas-A, sino que también esta 

depende del medio extracelular. Se ha observado en ensayos in vitro que 

axones provenientes de CRG pueden responder de forma distinta a la 

presencia de efrina-A5 si esta está acompañada por fibronectina o por 

laminina, generando repulsión y atracción respectivamente (Weinl y cols., 
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2003; Woo y cols., 2009). Esto también ha sido observado en la señalización 

mediada por efrina-A3, en donde neuronas deficientes de Ext-1 (deficientes 

para la síntesis de heparán sulfatos) la señalización de efrina-A3 mediada por 

EphA se encuentra reducida, presentando deficiencia en el colapso del cono 

axónico (Irie y cols., 2008).  Estos antecedentes indican que el posible rol de 

Eph/efrina en el desarrollo de la comisura posterior podría estar modulado en 

parte por la matriz extracelular sobre la que los axones se extienden. 

 

 

Proteínas de la matriz extracelular y su rol en la guía de axones en 

navegación 

 

La matriz extracelular (MEC) es un componente tisular acelular 

constituido por agua, proteínas (principalmente glicoproteínas) y 

polisacáridos. La MEC se encuentra presente en todos los tejidos y provee 

tanto un soporte físico para las células, como un medio biomecánico y 

bioquímico capaz de suministrar distintas moléculas requeridas para procesos 

como morfogénesis, diferenciación y homeostasis. La MEC del SNC está 

formada por una mezcla heterogénea de glicoproteínas y proteoglicanos, 

incluyendo laminina, fibronectina, tenascina, colágeno, osteopontina, heparán 

y condroitín sulfato. Estas moléculas tienen la capacidad de asociarse unas con 

otras o entre ellas mismas, generando un soporte para las fuerzas de adhesión 

y tracción (Rutka y cols., 1988; Barros y cols., 2011). Así mismo, diferentes 

estudios han demostrado la presencia de una gran variedad de moléculas de 

MEC durante el desarrollo del SNC con patrones altamente específicos, las 

cuales han sido descritas como elementos regulatorios en la guía de los axones 

durante el desarrollo, colaborando y asociándose con las moléculas clásicas de 

guía axonal o actuando como sustratos (Frantz y Cols., 2010; Myers y cols, 

2011; Brown, 2011). Hasta el momento se desconoce qué otras moléculas 

presentes en la MEC aparte de OSC-espondina se expresan en el CoP y de ser 
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así, si estas se expresan en la zona de navegación de los axones de la cp y 

que función estarían ejerciendo en complemento con las moléculas de guía 

axonal presentes en esa región. 

La adhesión célula-MEC es esencial para la formación y mantención de 

la estructura tisular, concediendo la fuerza mecánica al tejido. El tipo de 

adhesión varia de tejido a tejido, los casos más conocidos entre unión célula 

MEC incluyen las adhesiones focales mediadas por dímeros de integrinas que 

se unen a proteínas de unión como talina y vinculina asociadas a filamentos 

de actina, complejos asociados a distroglicano (asociados a actina) y 

hemidesmosomas (asociados a filamentos intermedios) (Gumbiner, 1996; 

revisado en Pokutta y Weis, 2002). Las asociaciones entre los receptores 

transmembrana de adhesión celular y la MEC son altamente dinámicas y 

esenciales para la conducción de señales regulatorias que comandan los 

distintos procesos en los que están involucrados tales como morfogénesis, 

división, migración y supervivencia celular. 

Durante el desarrollo del SNC la interacción con la MEC es crítica para la 

extensión de los axones pioneros, que utilizan la MEC y las células 

neuroepiteliales no diferenciadas como sustrato para su elongación y guía.  

Existe una gran variedad de estudios que demuestran que distintas 

moléculas de MEC pueden influenciar de manera positiva o negativa el 

crecimiento neurítico tanto in vitro como in vivo. Estas moléculas además de 

proveer un ambiente propicio para la elongación de los axones pueden también 

unir proteínas secretadas al medio y funcionar cooperativamente con 

morfógenos o factores de crecimiento que influencian el crecimiento axonal 

(Charron y Tessier-Lavigne, 2008; Yam y Charron, 2013). Algunos ejemplos 

se observan con moléculas como laminina, que es capaz de guiar a axones 

pioneros positivos para TAG-1 o modular la respuesta del cono axónico hacia 

moléculas señal como netrina o EphB, proteoglicanos capaces de modificar las 

trayectorias axonales, colágenos involucrados en la guía de los axones desde 

la médula espinal a la periferia y efectos repulsivos de tenascina-N sobre 
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axones hipocampales entre otros (Paulus y cols., 2006; Wolman y cols., 2008; 

Neidhardt y Cols., 2003; Myers y Cols., 2011; Miller y Hsieh-Wilson; 2015).  

 

Proteínas matricelulares 

 

El termino proteínas “matricelulares” es utilizado para describir a 

aquellas proteínas modulares y extracelulares con capacidad para 

interaccionar tanto con moléculas presentes en el espacio extracelular, como 

factores de crecimiento, moléculas de señalamiento o proteínas clásicas de 

matriz extracelular, como con receptores de superficie celular. Las diversas 

interacciones ocurren de forma simultánea debido a su conformación modular, 

por lo que estas proteínas han sido calificadas como importantes reguladores 

en la interacción célula-MEC y catalogadas como moléculas con roles 

dinámicos en la comunicación entre las células y el ambiente circundante 

(Bornstein y cols., 1995). Cabe mencionar que las funciones atribuidas a estas 

proteínas son extremadamente variadas, participando en procesos como 

desarrollo embrionario, diferenciación tisular, crecimiento neurítico, guía 

axonal, regeneración nerviosa, crecimiento tumoral, metástasis y 

angiogénesis entre otros, principalmente mediante mecanismos  como la 

regulación de  disponibilidad de factores de crecimiento, conformación 

específica de la MEC mediante interacciones específicas con sus componentes 

e interacción con distintos receptores de superficie celular (Lawler, 2002; Kern 

y cols., 2005; Lund y cols., 2009; Midwood y Orend, 2009; Eroglu, 2009). 

Todos estos procesos descritos son dependientes de los distintos contextos 

tisulares, por lo que estas proteínas son reguladores cruciales de los fenotipos 

celulares y por tanto de la función específica de cada tejido (Roberts y cols., 

2011). 
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Figura 7: Esquema de algunos de los factores reguladores del crecimiento neurítico 

y de las interacciones entre distintas moléculas de superficie y moléculas de MEC. A: 

descripción de los distintos componentes involucrados en la respuesta del cono 

axónico a moléculas presentes en la MEC. B: interacción de las distintas moléculas de 

superficie celular y elementos presentes en la matriz extracelular. (Modificado de 

Purves, Neuroscience, 3° edición, 2004; Viapiano y Mathews, 2006) 
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Dentro de las llamadas proteínas matricelulares se incluyen a SPARC, 

familia tenascina, osteopontina y miembros de la familia CCN (Malik y cols., 

2015), algunas de las cuales se expresan durante el desarrollo del SNC y han 

sido relacionadas con mecanismos de guía axonal. 

 

Tenascina 

La familia de las tenascinas consta de 6 miembros: tenascina C, R, W, 

X, Y y N, siendo las Tn–C y –R las que se encuentran en mayor proporción en 

el SNC participando en morfogénesis, desarrollo neural, regeneración nerviosa 

y migración celular (revisado en Kwok y cols, 2011). Estas proteínas poseen 

roles controversiales en el desarrollo axonal debido a la presencia de dominios 

tanto adhesivos como anti-adhesivos, a veces promoviendo y otras inhibiendo 

el crecimiento axonal dependientes del tipo de célula con la cual interaccionan, 

los receptores, las vías de señalización, la matriz circundante y el tiempo de 

interacción (Pesheva y Probstmeier, 2000). Sin embargo, cabe destacar que 

ratones nulos para Tn-C no poseen anormalidades anatómicas aparentes en el 

SNC (Zhou y cols, 2001); similar a lo observado en los nulos cuádruples para 

TN-C, Tn-R neurocan y brevican, en donde se cree que la expresión de fibulina 

1 y 2, normalmente no expresadas en el SNC, estaría supliendo la actividad 

de las tenascinas, al unir los dominios C-terminal de los lecticans presentes en 

el parénquima (Rauch y cols., 2005). Estas proteínas poseen 3 estructuras 

oligosacáridas sulfatadas (HNK-1, condroitin sulfato-o-linked y GalNac-3-SO4) 

las cuales afectarían la adhesión, movilidad y migración (Woodworth y cols., 

2004). Además, sus dominios FNIII (dominio fribronectina tipo III) y EGF 

(dominio tipo factor de crecimiento epidermal) estarían encargados de 

interactuar con los receptores neuronales; EGF con F11, mientras que FNIII 

con neurofascina, anexina II, integrinas y CALEB (chicken acidic leucine-rich 

EGF domain containing Brain protein) por mencionar algunos. Los efectos 

descritos de esta proteína sobre las células granulares del cerebelo y sobre los 

axones corticales de humanos han demostrado acciones repelentes, lo cual 
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lleva a sugerir que jugaría un rol más bien organizador en vez de promotor del 

crecimiento axonal (Falk y cols., 2002; El ayachi y cols., 2011). Este efecto 

también ha sido observado en neuronas mesencefálicas e hipocampales de 

rata embrionaria (Faissner y Kruse, 1990). Sin embargo, la expresión de 

tenascina también ha sido relacionada con crecimiento axonal  en el desarrollo 

del nervio óptico en ratones, en la corteza cerebelar, en el núcleo hipotalámico 

y en ensayos in vitro tanto con tenascina purificada como con la mezcla 

tenascina/laminina en cultivos de médula espinal del día 3 de desarrollo Gallus 

gallus,  lo que indica que el crecimiento por zonas positivas para esta proteína 

no genera un impedimento total al crecimiento axonal (Bartsch y cols., 1992; 

Bartsch y cols., 1995; Wehrle y Chiquet, 1990). 

 

Osteopontina 

La osteopontina, fue inicialmente caracterizada como una fosfoproteína 

secretada por los osteoblastos hacia la matriz ósea, donde participa 

activamente en la remodelación de la matriz mineralizada. Sin embargo, 

estudios realizados en rata, mostraron que tras un daño en el nervio óptico y 

el nervio ciático la osteopontina era altamente expresada alrededor del nervio 

óptico, en donde generaba una potente acción inhibitoria sobre el crecimiento 

axonal (Perry y cols., 1987; Küry y cols., 2004). Este tipo de función ha llevado 

a pensar en un posible rol como molécula señal durante el desarrollo. Estudios 

de expresión de esta proteína en embriones de rata mostraron su presencia 

en la notocorda temprana y romboencéfalo sugiriendo un rol en la formación 

del eje neural, posteriormente se describió en cerebelo y tronco cerebral 

(Thayer y cols., 1995, 1998; Lee y cols., 2001). Sin embargo, datos presentes 

en el Allen brain developing mouse atlas muestra la expresión del gen de 

osteopontina SPP1 desde estadio E13.5- 18.5 en la zona alar del diencéfalo 

dorsal. En Gallus gallus solo se ha estudiado la presencia de este gen en torno 

al desarrollo craneal (Holleville y cols., 2003). Los distintos autores postulan 

diferentes funciones, pero la única claramente comprobada es su efecto 
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inhibitorio sobre el crecimiento axonal post-injuria (Küry y cols., 2004). Esto, 

más la aparente expresión en la placa alar del diencéfalo dorsal durante el 

desarrollo, lleva a pensar que osteopontina podría estar actuando como 

molécula señal en la guía de los axones de la cp. 

 

Proteoglicanes de condroitín sulfato  

Los proteoglicanes de condroitín sulfato (CSPGs) poseen un rol crítico en 

el desarrollo, plasticidad y regeneración nerviosa. Los CSPGs constan de un 

núcleo proteico que posee una o más cadenas de glicosaminoglicanos (GAG), 

los cuales están formados por polímeros de disacáridos siendo el más común 

el de ácido-D-glucurónico y N-acetil-D-galactosamina. La función de estas 

moléculas puede estar dada por el componente proteico o por las cadenas 

laterales de GAGs, aunque por lo general se trata de un efecto conjunto. Las 

propiedades de unión de los GAGs dependen del grado de sulfatación de la 

cadena de disacáridos, que puede variar entre 1 y 2 en distintas posiciones de 

los carbonos de la N-acetil-D-galactosamina (Revisado en Carulli y cols., 2005; 

Kwok y cols., 2011). Estas moléculas han sido localizadas en altos niveles 

alrededor de la fisura óptica en la retina en desarrollo, funcionando como 

barreras, de tal forma que si estas moléculas no están presentes los axones 

pioneros se desorientan en la retina y no convergen a la cabeza del nervio 

óptico (Brittis y cols, 1992; Ring y cols, 1995). Además, cuando los axones 

retinales llegan al téctum óptico crecen alrededor y sobre él, pero son 

prevenidos de cruzar la línea media hacia el téctum contralateral debido a la 

existencia de una barrera rica en CSPGs (Hoffman-kim y cols., 1998). Los 

CSPGs se unen a moléculas de ácido hialurónico en la MEC generando 

macromoléculas con alta carga negativa lo que lleva al reclutamiento de una 

cantidad considerable de agua y cationes, generando una matriz más densa 

que  impide estéricamente el paso de las filopodias del cono axónico, 

inhibiendo su crecimiento. Por lo tanto, los niveles de expresión, el tamaño del 

centro proteico y el porcentaje de GAGs modularían la consistencia de la matriz 
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y su efecto inhibitorio (Schmalfeldt y cols, 2000; Evanko y cols., 2007; Masu 

M., 2016).  

 

Proteínas clásicas de matriz 

Laminina y fibronectina  

Laminina y fibronectina son proteínas clásicas de MEC, cuyo rol en el SN 

es diverso ya que se encuentra ampliamente modulado por los componentes 

presentes en el medio circundante. La laminina es una proteína con múltiples 

dominios de adhesión, principal componente de la lámina basal y conocida por 

proveer óptimas condiciones para el crecimiento neurítico (Calof y cols., 1984; 

Lander y cols., 1985; Jones y Cols., 2000). Molecularmente está conformada 

por tres cadenas: α, β y γ, que se unen en un resorte enrollado α-helicoidal. 

Estudios han logrado demostrar que la porción C-terminal de la cadena α 

estaría promoviendo el crecimiento neurítico mediante principalmente la 

interacción con integrina β1 y una subunidad α específica de cada tipo neuronal 

(Belkin y Stepp; 2000). Investigaciones llevadas a cabo en médula espinal de 

Gallus gallus han demostrado la expresión de laminina por parte de las células 

ependimales de la placa del suelo, lo cual ha sugerido un posible rol como 

blanco intermedio para los axones comisurales de las neuronas 

intersegmentales (Shiga y Oppenheim., 1991; Colamarino y Tessier-lavigne., 

1995; Wiksten y cols., 2003). Esta proteína además se encuentra en las rutas 

migratorias de los neuroblastos, alrededor de las fibras axonales en 

crecimiento, así como también promoviendo el crecimiento neurítico en células 

de la raíz dorsal y participando en la migración de células entéricas derivadas 

de la cresta neural, promoviendo el correcto desarrollo del sistema nervioso 

entérico (Hemond y Morest., 1991; Ichikawa y cols., 2009; Nakazawa y cols., 

2013). Estudios en Gallus gallus y pez cebra han demostrado que las neuronas 

motoras extienden sus axones en crecimiento por caminos estereotípicamente 

definidos positivos para laminina y rodeado por límites de fibronectina (Rogers 

y cols., 1986; Frost., 1986; Westerfield, 1986; Masuda y cols., 2009). Esto 
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último apuntaría a que los axones evitarían el paso por zonas positivas para 

fibronectina. Sin embargo, estudios posteriores indicarían que, aunque los 

axones eviten el paso por fibronectina, cuando estos se encuentran en rutas 

con la presencia de esta proteína se genera disminución de la velocidad del 

cono de crecimiento permitiendo un mayor tiempo para sensar el ambiente, 

fenómeno observado in vitro en el crecimiento axonal de las neuronas del 

ganglio espiral del oído interno y en los axones retinales del pez dorado 

(Vielmetter y cols., 1990; Evans y cols., 2007).  

Cabe mencionar además que laminina es capaz de modular la respuesta 

de los conos de crecimiento en presencia de moléculas de guía axonal, como 

es el caso de axones retinales que en presencia de laminina responden a EphB 

colapsando y en presencia de L1 se vuelven insensibles a esta molécula 

(Birgbauer y Cols., 2001). Sin embargo, cuando estos axones son expuestos 

a EphB en presencia tanto de laminina como L1 la respuesta es completamente 

distinta, generando una pausa en los axones sin generar colapso del cono de 

crecimiento (Suh y cols., 2004). 

Los antecedentes planteados, resumidos en los siguientes puntos,  

-1) Los axones de la cp provienen de neuronas localizadas en la zona ventral del 

prosómero 1, los cuales ascienden dorsalmente hasta la placa del techo donde algunos de 

ellos cruzan al lado contralateral. 

-2) Se desconocen las moléculas involucradas en la guía de estos axones a excepción de 

OSC-espondina que se expresa en la placa del techo lateral, pero no en la zona media. 

-3) La familia de las Eph/efrinas es importante en procesos de guía axonal, y su presencia 

en la línea media es clave en la correcta guía de los axones comisurales. 

-4) EphA7 se expresa en la zona del prosómero 1 durante el periodo de formación de la 

comisura posterior. 

-5) El efecto de Eph/efrinas es modulado por proteínas de matriz extracelular.  

nos llevan a formular la siguiente hipótesis: 
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HIPÓTESIS  

 “EphA7, en colaboración con moléculas de matriz extracelular, es 

requerida para la correcta formación de la comisura posterior”                                                                                                

 

OBJETIVOS 

Objetivo General  

Estudiar la expresión y función de EphA7 y la matriz extracelular durante el 

proceso de formación de la comisura posterior en embriones de Gallus gallus. 

 

Objetivos Específicos  

Objetivo 1: Analizar la expresión de moléculas de matriz extracelular y 

moléculas pertenecientes a la familia de las Eph/efrinas durante la 

formación de la comisura posterior.   

1.1. Analizar el patrón de expresión proteica en el prosómero 1 de proteínas 

de matriz extracelular (laminina, fibronectina, osteopontina, tenascina, 

proteoglicanos de condriotín sulfato) durante el desarrollo de la comisura 

posterior. 

1.2. Identificar posibles receptores, para las moléculas de matriz extracelular 

identificadas, en los axones de neuronas provenientes de núcleos pretectales. 

1.3. Analizar el patrón de expresión génica y proteica de EphA7 en el 

prosómero 1 en estadios tempranos de desarrollo.  

1.4.  Estudiar de la expresión de efrina-A5 y efrina-A2 (posibles ligandos de 

EphA7) en el prosómero 1 durante estadios tempranos de desarrollo. 

Objetivo 2: Estudiar la funcionalidad in vitro e in vivo de EphA7.  

2.1. Estudiar el efecto in vitro de EphA7 sobre explantes de núcleos pretectales. 

2.2. Analizar el efecto de la inhibición de EphA7 in vivo durante la formación de 

la comisura posterior. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

MATERIALES 

 
 Anticuerpos y marcadores fluorescentes 

 

ANTICUERPO 

(Antígeno) 

TIPO DILUCIÓN PROCEDENCIA 

ANTICUERPOS PRIMARIOS 

Afru (OSC-

espondina) 

 

Policlonal 

conejo 

1:500 Tris-BSA Donación Dr. 

Rodríguez 

Rafru (OSC-

espondina) 

Policlonal rata 1:200 Tris-BSA Donación Dr. 

Rodríguez 

NCAM (4D) Monoclonal 

ratón 

Sin diluir Developmental 

Studies Hybridoma 

Bank, University of 

Iowa (DSHB) 

V2E9 (Integrina β1) Monoclonal 

ratón 

Sin diluir DSHB 

P2C62C4 (Integrina 

α6) 

Monoclonal 

ratón 

Sin diluir DSHB 

8D9  (L1-CAM) Monoclonal 

ratón 

Sin diluir DSHB 

Tuj1 (Neuron-

specific Tubulina 

βIII) 

Monoclonal 

ratón 

1:500 Tris-BSA R&D Systems, Inc., 

Minneapolis, USA. 

4H6 

(neurofilamento) 

Monoclonal 

ratón 

Sin diluir DSHB 

23.4-5 (TAG1) Monoclonal 

ratón 

Sin diluir DSHB 

NCAM Anti-Neural 

Cell Adhesion 

Molecule 

Policlonal 

conejo 

1: 1000 en Tris-

BSA 

Merck Millipore 

M1B4 (tenascina)   Monoclonal 

ratón  

Sin diluir DSHB 

B3D6 (fibronectina) Monoclonal 

ratón 

Sin diluir DSHB 

9BA12 (condroitin 

sulfato 

proteoglicanes) 

Monoclonal 

ratón 

Sin diluir DSHB 

1C10 (HNK1) Monoclonal 

ratón 

Sin diluir DSHB 
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MPIIIB101 

(osteopontina) 

Monoclonal 

ratón 

Sin diluir, según 

Devoll y cols., 

1997. 

DSHB 

Anti-EphA7 Policlonal 

conejo 

1:200 en Tris-

BSA 

Abcam, Inc. 

Cambridge, MA, USA. 

Anti-Efrina A5 Monoclonal 

ratón 

1:500 en Tris-

BSA 

Abcam, Inc. 

Cambridge, MA, USA. 

ANTICUERPOS SECUNDARIOS 

Anti-IgG Conejo 

marcado con Alexa 

fluor®488 

Anticuerpo de 

cabra  

1:200 Tris-BSA Invitrogen, Carlsbad, 

CA. 

Anti-IgG Ratón 

marcado con Alexa 

fluor®488 

Anticuerpo de 

cabra ) 

1:200 Tris-BSA Invitrogen, Carlsbad, 

CA. 

Anti-IgG Conejo 

marcado con Alexa 

fluor®546 

Anticuerpo de 

cabra  

1:200 Tris-BSA Invitrogen, Carlsbad, 

CA. 

Anti-IgG Ratón 

marcado con Alexa 

fluor®546 

Anticuerpo de 

cabra  

1:200 Tris-BSA Invitrogen, Carlsbad, 

CA. 

Anti-IgG Ratón 

marcado con 

peroxidasa 

Anticuerpo de 

burro  

1:100 Tris-BSA Jackson 

Inmunoresearch, 

West Grove, PA. 

Anti-IgG Conejo 

marcado con 

peroxidasa 

Anticuerpo de 

burro  

1:100 Tris-BSA Jackson 

Inmunoresearch, 

West Grove, PA. 

Anti-IgG Conejo 

marcado con 

fosfatasa alcalina 

Anticuerpo de 

burro  

1:100 Tris-BSA Jackson 

Inmunoresearch, 

West Grove, PA. 

OTROS MARCADORES 

Faloidina (marcaje 

actina) 

Alexa fluor 

488-faloidina 

1:500 PBS-BSA 

2% 

Thermo Fisher 

Scientific Inc., IL, USA 

DAPI (marcaje 

nuclear) 

420nm emisión 

406nm 

excitación 

1:10 en TRIS-

BSA 

Thermo Fisher 

Scientific Inc., IL, USA 

TOPRO-3 (marcaje 

nuclear) 

661nm emisión 

642nm 

excitación 

1:1000 en TRIS-

BSA 

Invitrogen, Carlsbad, 

CA. 

 

Tabla 1: Tabla descriptiva de los anticuerpos primarios, secundarios y 

otros marcadores utilizados en este trabajo, características generales, 

diluciones y procedencia. (Fuente: Elaboración propia) 
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 Morfolinos 

 

Morfolino Secuencia 

EphA7-fluor 5’-GAGGGAGCCGAGCCGACTTCGCAAAACCAT-3’ 

Control- fluor 5’- CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA-3’ 

 

Tabla 2: Descripción de los morfolinos usados y su secuencia correspondiente. 

(Fuente: Elaboración propia) 

 

 Partidores 

 

Tabla 3: Secuencia de los partidores utilizados para la amplificación de los 

distintos transcritos a identificar, su temperatura de annealing experimental y 

el tamaño del producto de PCR esperado en pares de bases (pb). (Fuente: 

Elaboración propia)   

 Plásmidos 

- pCR®II-TOPO®-EphA7  

- pCR®II-TOPO®-efrina-A2 

 

 Concentraciones ribosondas 

- DIGRNA-EphA7: 76.9 ng/µL 

- DIGRNA-efrina-A2: 287 ng/µL

Mensajero a 

detectar 

Secuencia partidores T (°C) de 

annealing 

experimental 

Producto 

PCR (pb) 

EphA7 5’-TTGGCCGATATGGGATATGT-3’ (Fw) 

5’-GCAAACGATAGCCTTCTTCG-3’ (Rv) 

57 322 

efrina-A5 5’- CGTCTACTGGAACAGCACCA-3’ (Fw) 

5’- ACGCACGGTATCATCTGCTG-3’ (Rv) 

59 481 

efrina-A2 5’-CTATTGGAACCGCAGCAACC-3’ (Fw) 

5’-CGGAACTCGAAGCCCAAAGA-3’ (Rv) 

59 291 

β-actina 

(Housekeeper) 

5’-ACGTCGCACTGGATTTCGAG-3’ (Fw) 

5’-TGTCAGCAATGCCAGGGTAC-3’ (Rv) 

56 282 



P á g i n a  | 38     MATERIALES Y MÉTODOS 

MÉTODOS 

 

1. Modelo animal de investigación 

Como modelo animal se utilizaron embriones de Gallus gallus adquiridos al 

Instituto de Salud Pública (ISP) o en granjas de la región. Los huevos 

fertilizados se incubaron a 37° C hasta alcanzar el estadio de desarrollo 

requerido, determinado de acuerdo a Hamburger & Hamilton (1951). Los 

experimentos se llevaron a cabo acorde al manual de Bioseguridad y Bioética 

de la Comisión Nacional de Investigación de Ciencia y Tecnología (CONICYT, 

Gobierno de Chile) y el Comité de Ética de la Universidad de Concepción. 

 

2. Manejo de muestras mediante técnicas histológicas 

2.1. Procesamiento histológico para inmunohistoquímica en corte 

Los cerebros de animales en diferentes estadios de desarrollo fueron 

procesados mediante la utilización de Carnoy como fijador durante 24h. La 

inclusión en parafina se realizó mediante un lavado en alcohol 100% durante 

10min, benzoato de metilo I, II y III por 15, 30min y 3h respectivamente, 

benzol I y II por 5 min cada uno y finalmente embebidos en Paraplast I, II, 

III, IV por 30, 30, 45 y 45 min respectivamente, posteriormente se procedió 

a hacer el taco de los especímenes. Durante la inclusión el cerebro fue 

orientado de forma de obtener cortes sagitales o frontales de 7-8 µm 

(Microtomo Reicher-Jung autocut 2040). El seriado se realizó mediante la 

desparafinación de los cortes en Xilol y alcoholes en concentración decreciente 

y realizando tinción de hematoxilina–eosina para la posterior ubicación y 

selección de los cortes pertenecientes a la comisura posterior. Los cortes 

conteniendo la zona de interés se montaron en portaobjetos tratados con poli-

L-lisina. 

2.2. Procesamiento histológico para hibridación in situ  

Los embriones utilizados para hibridación in situ fueron fijados en 

paraformaldehído al 4% en PBS-DEPC (Merck, Darmstadt, Germany), 

siguiendo distintos protocolos según el tipo de hibridación a realizar. La 
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concentración del tampón fosfato salino (PBS) utilizada fue de 0,1M (1x) 

compuesto por: NaCl 0,14 M, KCl 2,6 mM, 8 mM, 1,4 mM ajustado a pH 7,4.  

 

2.2.1. Procesamiento histológico para hibridación in situ en corte  

Los embriones previamente fijados durante la noche en 

paraformaldehído al 4% en PBS-DEPC (Merck, Darmstadt, Germany) fueron 

deshidratados con alcohol al 100% por 10 min., y benzoato de metilo I, II y 

III por 15min., 30min y 3h respectivamente. Luego sumergidos en benzol I y 

II por 5min cada uno y finalmente embebidos en Paraplast I, II, III, IV por 30, 

30, 45 y 45min respectivamente. Posteriormente se procedió a hacer el taco 

de los especímenes.  Durante la inclusión fueron orientados de forma de 

obtener cortes frontales de 7-8 µm (Microtomo Reicher- Jung autocut 2040), 

tras lo cual se realizó el seriado utilizando tinción de hematoxilina- eosina de 

forma de ubicar la zona del diencéfalo dorsal. Previo a la hibridación los cortes 

de CP fueron montados utilizando agua-DEPC (Dietilpirocarbonato, Sigma, 

Sigma Aldrich Co, St. Louis, USA) en portaobjetos tratados con Vectabond® y 

mantenidos durante la noche en estufa humidificada a 60°C. 

2.2.2. Procesamiento histológico para hibridación in situ en bloque   

Embriones enteros de 3 y 7 días de desarrollo, fueron fijados por dos 

horas en paraformaldehído al 4% en PBS–DEPC (Sigma, Sigma Aldrich Co, St. 

Louis, USA) a temperatura ambiente o bien fijados durante la noche a 4°C. 

Posteriormente se deshidrataron en concentraciones crecientes de metanol en 

PBT (PBS1x + Triton X-100 0,5%) (25%, 50%, 70%, 100%) y rehidratados al 

momento de utilizar en concentraciones decrecientes de metanol en las 

mismas proporciones. En algunos casos se realizó una perforación en la pared 

mesencefálica para facilitar el flujo de solución durante los lavados. 

  

3. Detección de expresión génica 

3.1. RT-PCR 
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Para analizar la expresión génica de las distintas moléculas a estudiar se 

llevó a cabo la generación de cDNA de diferentes estadios de desarrollo 

mediante la disección de la zona de la comisura posterior en el área pretectal 

mediante cortes transversales. Posteriormente se disecó la zona dorsal y alar 

de la sección extraída anteriormente y fue guardada en RNAlatter (Ambion, 

Austin, Tx) mientras se obtenía la cantidad necesaria (entre 10 y 20 embriones 

dependiendo el estadio), tras lo cual se llevó a cabo la purificación del RNA 

desde el tejido. Posteriormente se eliminó la posible presencia de DNA 

genómico utilizando DNAse I por 50min a 37°C y a continuación se inactivó 

mediante la utilización de EDTA por 10 min a 65°C. Una vez realizado esto, el 

RNA purificado (2 µg) (o mismo volumen de agua para control negativo) fue 

incubado con oligodT (2.5 µM) (Fermentas, Life Sciences) por 5 min a 70 °C 

seguido de hielo por 2 min. Posteriormente se incorporó los dNTPs (0.0125 

mM) (Fermentas, Life Sciences) y buffer 10x para MulV e incubó a 42°C por 2 

min y a continuación se adicionó la transcriptasa reversa MulV incubando la 

reacción a 42°C por 60 min y luego 70° por 15 min para inactivar la enzima, 

obteniendo así las muestras positivas y negativas de cDNA.  

 

3.2. Obtención de producto de PCR 

Para la obtención del producto de PCR de EphA7, se diseñaron partidores 

específicos para EphA7 de Gallus gallus (Y14271) utilizando como herramienta 

Primer-BLAST de la página NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), 

obteniendo como resultado los partidores detallados en la tabla 3. 

La reacción de PCR se realizó en un volumen final de 25µL conteniendo 1 µg 

del cDNA correspondiente, 2.5µL de tampón Taq 10X, 1.6 mM MgCl2, 0,4 mM 

de dNTPS, 0,08 U de Taq DNA polimerasa (Fermentas, Life Sciences) y 0,4 µM 

de partidores. Esta solución fue incubada en un termociclador (Techne, Mod: 

Progene, England) siguiendo el siguiente programa: 95°C por 10min., 35 ciclos 

de 95°C por 30seg., 56 °C por 60seg, y 72°C por 20seg., finalizando con 5min 

a 72°C.  
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4. Inmunohistoquímica 

4.1 Inmunofluorescencia e inmunoperoxidasa en cortes  

La inmunohistoquímica fue llevada a cabo mediante el montaje de los 

cortes en portaobjetos tratados con poli-L-lisina (Sigma, Sigma Aldrich 

Company Ltd, Irvine Ayrshire, UK), y posteriormente desparafinados en Xilol, 

y luego por concentraciones decrecientes de alcohol hasta llegar a agua. Los 

cortes utilizados para inmunofluorescencia fueron tratados con borohidruro de 

sodio 10 mg/mL (Merck, Darmstadt, Germany) para eliminar la fluorescencia 

endógena. En el caso de los cortes utilizados para inmunoperoxidasa fueron 

tratados con peróxido de hidrogeno (Merck, Darmstadt, Germany) al 3% en 

metanol (Merck, Darmstadt, Germany) para eliminar la peroxidasa endógena. 

Una vez realizado este procedimiento los cortes fueron lavados en tampón 

fosfato pH 7,8 (Na2HPO4 8,4 mM, KH2PO4 3,5mM, NaCl 120 mM, Tris 10 mM) 

3 veces por 10min. Posteriormente los cortes fueron incubados con los 

anticuerpos primarios correspondientes en cámara húmeda durante toda la 

noche. Los tipos de anticuerpos utilizados, así como sus diluciones se describen 

en la tabla 1. 

Tras la incubación con anticuerpo primario se procedió a realizar 

nuevamente 3 lavados por 10min. cada uno con tampón fosfato 1x pH 7.8 y 

posteriormente se incubaron las muestras con los anticuerpos secundarios 

correspondientes acoplados a fluoróforo o peroxidasa de rábano picante, 

también descritos en la tabla 1 por 2h a temperatura ambiente y bajo 

oscuridad. En el caso de la inmunofluorescencia se utilizó la tinción nuclear 

TOPRO-3 o Dapi (Invitrogen, Carlsbad, CA; Thermo Fisher Scientific Inc., IL, 

USA) en dilución 1:500 en TRIS-BSA (Tampón fosfato más 1% de BSA) junto 

a los anticuerpos secundarios. Una vez realizada la incubación de los 

anticuerpos secundarios nuevamente se llevaron a cabo 3 lavados de 10min 

cada uno en tampón fosfato pH 7,8.  

Finalmente, los cortes para inmunofluorescencia fueron montados en 

medio de montaje acuoso Fluoromount (Sigma, Sigma Aldrich Co, St. Louis, 
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USA), y guardados en oscuridad hasta su visualización y análisis mediante 

microscopía confocal (CMA BIO-BIO).  Para la inmunoperoxidasa, los cortes 

fueron revelados con DAB 0,7 mg/mL (Diaminobenzidina, Sigma, Sigma 

Aldrich Chemical Co, St.Louis, USA) y H2O2 (Merck, Darmstadt, Germany) al 

0,1% por un tiempo máximo de 15 min, posteriormente deshidratados en 

concentraciones crecientes de alcohol y montados en entellán. En el caso de 

las inmunohistoquímicas con doble marcaje se reveló primero con vector-blue 

(vector laboratorios, Inc., Burlingame, CA, USA) como sustrato para la 

fosfatasa alcalina, posteriormente con DAB y montados en medio de montaje 

acuoso Faramount (Dako North America Inc., Carpinteria, CA USA). La 

visualización se realizó por microscopía de campo claro con microscopio Leica 

DME (Leica microsystem Inc.). 

4.2 Inmunohistoquímica en bloque 

Se utilizaron encéfalos de embriones de pollo en estadio HH25, HH26 y 

HH28 los cuales fueron disecados cortando la zona ventral dejando la zona 

dorsal intacta. El tejido fue fijado en Carnoy durante la noche a 4°C, y luego 

tratado con H2O2 (Merck, Darmstadt, Germany) al 30% en PBS por un periodo 

de 2 h. Posterior a esto se procedió a bloquear con suero normal de oveja al 

10% en PBS con Triton X-100 (Bioworld) al 0,5% (PBTx) durante toda la 

noche. Tras esto se incubó el tejido con anticuerpo anti OSC- espondina 

(AFRU) en dilución 1:500, anti tubulina βIII en dilución 1:500 (Tuj1, Promega, 

Madison, WI) o anti-EphA7 (1:100) durante 48 h, seguido de 5 lavados de 1 

hora en PBTx.  Se procedió posteriormente a incubar con anticuerpo contra 

IgG de conejo (para AFRU) o de ratón (para Tuj1 y para EphA7) acoplado a 

peroxidasa durante la noche a 4°C (Jackson Immunoresearch, West Grove, 

PA) en dilución 1:200. A continuación se realizaron nuevamente 5 lavados de 

1 hora en PBTx previos al revelado, el cual fue realizado utilizando DAB 

0,7mg/ml (Sigma, Sigma Aldrich Co, St.Louis, USA) en presencia de 0,001% 

de H2O2 (Merck, Darmstadt, Germany) para visualizar el patrón de 
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reconocimiento del anticuerpo. Una vez revelado, el tejido fue lavado en PBS 

y luego guardado en Glicerol al 50% (Bioworld) en PBS. 

Durante todo este proceso los embriones fueron lavados con agitación para 

facilitar la penetración de los anticuerpos y el lavado de los mismos. 

 

5. Inmunocitoquímica 

5.1 Cultivo primario de neuronas o explantes de núcleos pretectales 

Para la realización de los cultivos primarios de neuronas y explantes de los 

núcleos pretectales se procedió a desinfectar los materiales de disección a 

utilizar con alcohol de 70° y posterior aplicación de luz UV por 20 min. Para el 

cultivo de neuronas se utilizaron huevos fecundados de 6 días en donde se 

disecó la zona comisural del p1 de forma transversal, luego se cortó la zona 

ventral y dorsal, quedándonos con las zonas laterales, todo esto en placa de 

disección bajo hielo. El tejido cortado en cubos fue traspasado a placas 

estériles con PBS 1x estéril luego llevado a cámara de flujo laminar (Esco 

Biotech, Streamline class II BSC) para su tripsinización con tripsina 0.25% 

1:250 (Gibco, Grand Island, NY, USA) durante 10 min a 37°C en estufa de 

cultivo. Una vez pasado el tiempo en la estufa se procedió a inhibir la tripsina 

mediante dilución en DMEM (HyClone laboratories, Inc., UT, USA) con suero 

bovino fetal 10%, 1x de L-glutamina y 1x de penicilina/streptomicina. El tejido 

después fue disgregado mecánicamente, las células fueron contabilizadas 

utilizando cámara de Neubahuer, sembradas en placas de 6 pocillos con 

cubreobjetos cubiertos de poli-l-lisina (Sigma-Aldrich Company, Ayrshire, UK) 

e incubadas por 30 min en DMEM completo y luego cambiadas a medio 

neurobasal-B27 (Gibco, Grand Island, NY, USA). 

El cultivo de explantes se realizó utilizando embriones de 5 días de 

desarrollo, estos fueron disecados como se mencionó anteriormente, cortando 

la zona comisural de forma transversal, extrayendo la zona dorsal y ventral y 

cortando en cubos las zonas laterales. Estos cubos de tejido fueron 

depositados en placas con HBSS estéril (BI Biological Industries, Israel) y 
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luego fueron depositados en placas con cubre-objetos con poli-l-lisina o sobre 

placas con stripes previamente hechas, y cultivadas con medio neurobasal-

B27-metilcelulosa 4 mg/mL. 

 

5.2 Inmunocitoquímica de cultivos 

Para la realización de inmunocitoquímica se procedió a fijar los cultivos 

neuronales o los explantes de núcleos pretectales por 15 min con PFA al 8% 

en volumen igual al del medio de cultivo (1:1, 4% volumen final). Una vez 

realizada la fijación se procedió a lavar con PBS 1x pH7.4 por 3 veces. 

Posteriormente se incubó con cloruro de amonio por 15 min (50mM) y 

consiguiente lavado en PBS 1X pH7.4 2 veces. Se bloqueó en PBS-BSA 2% por 

1h y a continuación se permeabilizó con Tritón X-100 por 4 min seguido de 2 

lavados en PBS 1x pH 7.4. Una vez llevado a cabo este proceso se incubó con 

la solución de anticuerpo primario en dilución adecuada en PBS-BSA 2% 

durante 1h y posterior lavado en PBS 1x 3 veces. Finalmente se procedió a 

incubar con anticuerpo secundario, marcador nuclear Dapi (Sigma Aldrich Co. 

LLC, St Louis, MO, USA) o faloidina-488 (Thermo Fisher Scientific Inc., IL, 

USA) durante 45 min, seguido de 4 lavados en PBS 1x y montados con 

Fluoromount (Sigma-Aldrich Co, St.Louis, USA). 

Para la tinción de superficie se procedió a adicionar al cultivo el anticuerpo 

primario contra antígeno de superficie en el mismo medio del cultivo presente 

en las placas y bajo cámara de flujo laminar, posteriormente se incubó entre 

5-10 min en estufa a 37°C y 5% CO2 antes de la fijación con PFA al 4% 

volumen final. Una vez realizado el procedimiento se siguió como una 

inmunocitoquímica normal. 

 

6. Hibridación in situ 

6.1 Construcción de plásmido TOPO-EphA7 

Una vez obtenido el Producto de PCR de EphA7 se procedió a su purificación 

utilizando el kit Qiaquick PCR purification kit (Quiagen, GmbH, Hilden, 
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Germany), para su posterior clonamiento en el vector pCR®II-TOPO® dual 

promoter (Invitrogen, Carlsbad, CA) siguiendo el protocolo establecido por los 

fabricantes. Posteriormente se transformaron las bacterias E.coli 

químicamente competentes Oneshot® Top10 (Invitrogen, Carlsbad, CA) 

utilizando el protocolo establecido en el kit, seguido de la siembra en placas 

selectivas conteniendo ampicilina [100 mg/mL] (1:100) (USBiological, 

Swampscott, MA) y X-GAL (30 µg/µL) (Merck, Darmstadt, Germany) y crecidas 

a 37°C por toda la noche. Finalmente, las colonias de color blanco, indicando 

la presencia del plásmido correctamente clonado, fueron elegidas para ser 

crecidas en medio LB (MO BIO Laboratories, Inc. Carlsbad, Ca, USA) + 

Kanamicina [100 mg/mL] (1:100) toda la noche. Posteriormente se procedió 

a purificar el plásmido utilizando el kit E.Z.N.A.™ Plasmid mini kit II (OMEGA 

bio-tek Inc, USA). Una vez purificado el plásmido fue cuantificado utilizando 

un espectrofotómetro (UV-mini 1240, Shimadzu) y almacenado a -20 °C hasta 

su posterior análisis. 

6.2. Análisis del plásmido TOPO-EphA7 y síntesis de la ribosonda  

Una vez obtenido el plásmido pCR®II-TOPO®-EphA7 se procedió a realizar 

distintos análisis de restricción con el fin de verificar la presencia y 

direccionalidad del inserto. Para esto el producto de PCR junto con el vector 

fue analizado utilizando el mapa de corte enzimático del plásmido entregado 

por el proveedor. Tras este análisis se procedió a elegir a EcoRI (Invitrogen, 

Carlsbad, CA) para analizar la presencia del inserto. El plásmido fue incubado 

con EcoRI a 37°C por 1h y luego visualizado en un gel de agarosa al 1,2% con 

bromuro de etidio en un transiluminador utilizando como marcadores de pb 

MassRuler™ DNA Ladder low range (Fermentas) y O’Range Ruler 

100bp+500bp DNA Ladder (Fermentas). 

Para analizar la orientación del inserto se llevó a cabo una reacción de PCR 

en donde se combinaron partidores externos al inserto presentes en los 

extremos del lugar de inserción del vector pCR®II-TOPO® dual promoter 

(Invitrogen, Carlsbad, CA), provistos por el fabricante, junto con los partidores 
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de EphA7. Como control se realizó también PCR utilizando ambos Fw y Rv de 

M13 y EphA7. Para ello se utilizó plásmido TOPO-EphA7 en un volumen final 

de 25µL conteniendo 2,5µL de tampón Taq 10X, 1.6 mM MgCl2, 0,4 mM de 

dNTPS, 0,08 U de Taq DNA polimerasa (Fermentas, Life Sciences) y 0,4 µM de 

partidores. Esta solución fue incubada en un termociclador (Techne, Mod: 

Progene, England) siguiendo el siguiente programa: 95°C por 10min, seguido 

de 35 ciclos de 95°C por 30seg., 58 °C por 60seg., y 72°C por 20seg., y 

finalmente 5 min a 72 °C.  

Una vez obtenido el producto de PCR este fue visualizado mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 1,2% con bromuro de etidio en un 

transiluminador, utilizando como marcador de pb 1Kb DNA Ladder (Invitrogen, 

Carlsbad, CA). Finalmente, con el fin de corroborar la información obtenida, el 

plásmido fue enviado a secuenciar a la Facultad de Ciencias Biológicas, 

Departamento de Ecología de la Pontificia Universidad Católica de Chile, 

utilizando los partidores M13 que amplificarían corriente arriba y corriente 

abajo del producto de PCR insertado en el vector pCR®II-TOPO® . 

Para la síntesis de la ribosonda, el plásmido purificado pCR®II-TOPO-EphA7 

fue incubado por 4h a 37°C con las enzimas de restricción SPEI o NOT1 

(Invitrogen, Carlsbad, CA), con el fin de linearizarlo para permitir que tanto la 

enzima T7 como  SP6 transcribieran el inserto, y así obtener tanto la sonda 

sentido como antisentido. Una vez obtenidos los linearizados se procedió a 

purificarlos antes de realizar la síntesis de RNA utilizando Qiaquick PCR 

Purification Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) visualizado y 

semicuantificado en gel de agarosa al 1,2% utilizando como marcador de pb 

para cuantificar MassRuler™ DNA Ladder low range (Fermentas) y también 

O’Range Ruler 100bp+500bp DNA Ladder (Fermentas) como marcador de 

fragmentos de mayor longitud.  

La síntesis de RNA con marcaje de digoxigenina (DIG) fue realizada con 

DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7) (Roche Applied Science, Mannheim, Germany), 

de acuerdo a lo establecido en las instrucciones del fabricante. Una vez 
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obtenidas las sondas marcadas fueron analizadas en un gel de agarosa al 1,2% 

con Bromuro de etidio y posteriormente fueron almacenadas a -80°C hasta su 

utilización en la hibridación. El mismo procedimiento fue utilizado para la 

generación del plásmido pCR®II-TOPO®-efrina-A2 y su posterior análisis. 

 

6.3 Hibridación in situ en corte 

Los cortes obtenidos de acuerdo al procedimiento descrito en la sección 

2.2.1 de materiales y métodos se rehidrataron en concentraciones crecientes 

de alcohol/ PBS-DEPC hasta PBS-DEPC. Posteriormente el tejido fue tratado 

con proteinasa K (USBiologicals, Swampscott, MA) en concentración 1µg/mL 

durante 5min., vueltos a fijar en paraformaldehído al 4% (Merck, Darmstadt, 

Germany), y luego acetilados con una solución compuesta por Trietanolamina 

1,26 % v/v (Sigma, Sigma Aldrich Co, St.Louis, USA),  HCl 36% 0,19 % v/v 

(Merck, Darmstadt, Germany) y ácido CH3 – COOH 0,26 % v/v (Merck, 

Darmstadt, Germany) en H2O-DEPC durante 10 min con agitación lenta. 

Posteriormente los cortes fueron permeabilizados utilizando una solución de 

Triton X-100 (Bioworld) al 1% en PBS durante 30min. Entre los pasos 

anteriormente descritos los cortes fueron lavados en PBS 3 veces por 10 min 

cada lavado. Todas las soluciones descritas fueron previamente preparadas 

con agua tratada con DEPC (Bioworld), y el material utilizado previamente 

autoclavado. 

Posteriormente se procedió a pre-hibridar en cámara húmeda a 

temperatura ambiente por 4 horas con solución de prehibridación compuesta 

por solución salina (10x) (2,8M NaCl; 0,01M Tris-Base; 0,09M Tris-HCl; 

0,034M NaH2PO4; 0,05M Na2HPO4, Formamida, Dextran sulfato (50% en H2O-

d), Solución de Denhart’s (50mg/ml H2O-d), H2O-DEPC. Para 10mL de solución 

de prehibridación se necesita 1 mL de solución salina, 5 mL de formamida, 2 

mL de dextrán sulfato, 0,5 mL de tRNA, 0,2 mL de solución de Denhart’s y 1,3 

mL de H2O. 
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Luego de realizada la pre-hibridación se procedió a cambiar por solución de 

hibridación conteniendo las sondas de RNA marcadas en distintas diluciones 

1:20, 1:50 y 1:100. Los portaobjetos fueron puestos en una estufa 

humidificada (Labtech LIB-080M, Daihan LabTech Co, Ltd. Korea) a 65°C 

durante toda la noche para llevar a cabo la hibridación. 

Tras la hibridación los cortes fueron lavados en solución SSC 5X y 0,2X 

(usando como solución madre la correspondiente a SSC 20x: 3 M NaCl, 0.3 M 

citrato sodio, pH 7,0) y B1 (0,1M Tris pH 7,5; 0,15M NaCl; Triton X-100 0,1% 

pH 7,5), y posteriormente fueron bloqueados con Suero normal de oveja 

(SON) al 10% y lisina 0,1 M (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Germany) en solución B1 por 4h a temperatura ambiente. Una vez bloqueado 

el tejido se procedió a incubar con anticuerpo conjugado a fosfatasa alcalina 

anti-DIG (Anti-Digoxigenin-AP Fab Fragments, Roche Applied Science, 

Mannheim, Germany) en dilución 1:2000 en solución B1 con SON al 1% 

durante toda la noche en cámara húmeda y oscuridad. 

El revelado se llevó a cabo tras lavados en solución B1 y posteriormente 

equilibrado en solución B2 (0,1 M Tris pH 9,5, 0,1 M NaCl, 50 mM MgCl2 + 1 

mL (0,001 %) de Tween 20). Los cortes fueron incubados en oscuridad con 

NTB/BCIP en agua (NTB/BCIP tablets, Roche Applied Science, Mannheim, 

Germany) hasta visualizar la marca. La reacción se paró utilizando solución B1 

o PBS, los cortes fueron montados en medio de montaje acuoso y observados 

bajo microscopía de campo claro utilizando un microscopio Leica DME (Leica 

microsystem Inc.) 

6.4 Hibridación in situ en bloque  

Los embriones mantenidos en metanol/PBT fueron rehidratados hasta 

PBT (PBS + Triton X-100 0,1%) y tratados con peróxido de hidrógeno al 1% 

en PBT por 1 hora. Posteriormente los embriones fueron tratados con 

proteinasa K 10 µg/mL (USBiological, Swampscott, MA) en PBT por 5min y 

tratados con glicina 2mg/mL (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Germany) en PBT por otros 5min. Tras esto los embriones fueron refijados en 
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paraformaldehído al 4% (Merck, Darmstadt, Germany), posteriormente 

lavados en PBT y a continuación equilibrados en solución de prehibridación por 

5 min., la cual fue cambiada por solución fresca para pre-incubar los embriones 

durante toda la noche a 60°C.  

Una vez realizada la prehibridación, los embriones fueron guardados a -

20°C hasta su posterior uso. La hibridación de los embriones fue llevada a 

cabo intercambiando la solución de prehibridación por la solución de 

hibridación conteniendo las correspondientes sondas sentido o antisentido en 

una dilución 1:1000 para su posterior incubación a 60°C durante 48 horas. 

Una vez llevada a cabo la hibridación los embriones fueron lavados en solución 

SSC 0,1% + Triton X-100 0.1% (Bioworld) a 60° y con solución KTBT (50 

mMTris-HCl, pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,1%Triton X-100) a temperatura 

ambiente y posteriormente bloqueados utilizando SON (suero normal de 

oveja) al 15% y Blocking Reagent Powder (Boehringer Mannheim GmbH, 

Mannheim, Germany) al 0,7 % en KTBT por 3 h a 4°C para su posterior 

incubación con el anticuerpo conjugado a fosfatasa alcalina anti-DIG (Anti-

Digoxigenin-AP Fab Fragments, Roche Applied Science, Mannheim, Germany) 

en dilución 1:2000 en solución de bloqueo durante toda la noche a 4°C. Pasado 

este tiempo, se procedió a lavar en solución KTBT (50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 

150 mM NaCl, 0,3%Triton X-100) 8 veces por 1 h cada lavado y 

posteriormente lavados en la misma solución durante toda la noche a 

temperatura ambiente. Los embriones fueron luego lavados con solución NTMT 

(100 mM Tris-HCl, pH 9.5, 50 mM MgCl2, 100 mM NaCl, 0.1% Triton X-100,1 

mM levamisol) y posteriormente incubados con solución de revelado NTB/BCIP 

en agua (NTB/BCIP Tablets, Roche Applied Science, Mannheim, Germany) 

hasta visualizar marca. Una vez obtenida la señal los embriones fueron lavados 

en KTBT y guardados en glicerol 50% en PBS a 4°C hasta su posterior análisis 

bajo lupa (OLYMPUS, SZ51). 

Todos los pasos descritos se realizaron con agitación suave con la finalidad 

de facilitar la penetración de las soluciones y la sonda. 
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7. Inhibición de EphA7 mediante inyección al tubo neural de morfolinos  

Para los experimentos de inhibición se procedió a inyectar mediante una 

micropipeta capilar morfolino contra EphA7 (GeneTools LLC, Philomath, OR, 

USA) en concentración 1mM al tubo neural en animales en estadio HH10, 

seguido por la electroporación en la zona de interés utilizando un 

electroporador Ovodyne electroporator TSS20 (Intracel, Royston Herts, UK) y 

electrodos de platino (Intracel, Royston Herts, UK). La electroporación se 

realizó posicionando los electrodos en la zona de interés (región dorsal del 

prosómero 1), orientando el ánodo hacia el techo diencefálico y el cátodo en 

dirección opuesta a este, proporcionando 12 pulsos de 11 V con intervalos de 

100 mseg. Los embriones electroporados fueron cubiertos con Parafilm y 

vueltos a incubar a 38°C hasta su visualización bajo lupa fluorescente 24-36 

h después, con el fin de seleccionar los embriones que presentaron 

fluorescencia en el techo diencefálico. Los embriones con fluorescencia en la 

PTD permanecieron en incubación bajo las condiciones anteriormente descritas 

hasta estadios más avanzados de desarrollo (HH29, aproximadamente 4 días 

después de la inyección) y luego fijados en Carnoy, incluidos en parafina y 

analizados mediante técnicas histológicas e inmunohistoquímicas utilizando 

anticuerpos contra EphA7 con la finalidad de determinar el grado de inhibición 

de esta proteína. 

 

8. Análisis in vitro del efecto de EphA7 sobre los axones de la región pretectal: 

ensayos de preferencia  

Para la realización de los ensayos de stripe se utilizó una matriz que posee 

canales de silicona polimerizada. Los canales horizontales son de 50 um de 

ancho y 9 mm de largo y están separados cada uno por 50um pudiendo crear 

carriles intercalados de dos proteínas a elección. Esta matriz posee un canal 

de entrada por donde se inyectó la solución de proteína (150 uL) mediante la 

utilización de una jeringa de tuberculina con punta roma, una pequeña porción 

de solución debe permanecer en el canal de salida para prevenir la evaporación 
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del sistema. Una vez realizado este procedimiento, la placa fue incubada a 

37°C y 5% CO2 por 45 min y posteriormente lavados en 500 uL de HANK’s. La 

matriz puede ser retirada después de esto y la placa Petri puede volver a ser 

incubada con otra proteína (Ej.: BSA o laminina como control negativo y 

positivo) bajo las mismas condiciones rellenando los espacios entre los carriles 

formados por la matriz. En este caso se llevó a cabo la formación de 

agrupaciones proteicas con la quimera recombinante EphA7-Fc (R&D Systems, 

Inc., Minneapolis, USA), incubando en agitación la solución de EphA7-Fc (10 

µg/mL) más anti-hFc (2.5 µg/mL) (Jackson Immunoresearch Laboratories, 

Inc., Baltimore Pike, PA, USA) y fragmento Fc de IgG (10 µg/mL) (Jackson 

Immunoresearch Laboratories, Inc., Baltimore Pike, PA, USA) más anti-hFc 

(2.5 µg/mL) en una razón 4:1 durante 6 horas a temperatura ambiente. Las 

incubaciones fueron con anti- hFc sin fluoróforo y con anti-hFc acoplado con 

Cy3 (Jackson Immunoresearch Laboratories, Inc., Baltimore Pike, PA, USA) 

dependiendo del diseño experimental (Tabla 4) (Modificado de Bonhoeffer y 

Hufs, 1982). Además, se quiso estudiar el efecto mecánico que tendría sobre 

los axones en la presencia de la quimera para EphA7-Fc. Para esto se procedió 

a adicionar a la agrupación preformada con anti-hFc sin marcaje microesferas 

fluorescentes “FluoSphere” de 0.5 µm (Invitrogen, Eugene, Oregon, USA) al 

2% generando así las distintas combinaciones (Tabla 4).  

 Tras la obtención de las stripes se dispuso a cultivar explantes de núcleos 

pretectales obtenidos de embriones de estadio HH27 mediante la diseccion del 

área del prosómero 1, observando la presencia de la cp y posteriormente 

extrayendo la placa alar y cortándola en pequeños cubos (1mm3 aprox) los 

cuales se posicionaron sobre las stripes. Una vez sembrados los explantes las 

placas fueron dejadas en una estufa de cultivo (Sanyo CO2 Incubator Mod: 

MCO-17AC, SANYO Electric Co, Ltd, Japan) con medio Neurobasal-B27 (Gibco, 

Invitrogen Co, UK) + Penicilina [100 UI/mL]/Estreptomicina [100 µg/mL] + 

metilcelulosa (Sigma Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA) 0.0004% a 37 °C con 

5%CO2 por 72h. Finalmente los explantes fueron fijados en PFA 4% y 
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analizados mediante la utilización de tinción vital Calceina AM 1 ng/µL (1:400) 

(Invitrogen, Eugene, Oregon, USA).  Realizado esto se analizó la preferencia 

de los axones por uno u otro sustrato utilizando lupa fluorescente (Axio 

Zoom.V16, Zeiss). 

Los ensayos de stripes se realizaron utilizando distintas combinaciones 

de EphA7-Fc y Fc, con el propósito de validar los controles mediante el análisis 

del comportamiento de los axones en relación a las diferentes combinaciones 

para luego identificar el efecto de EphA7 sobre los axones de los núcleos 

pretectales mediante análisis estadísticos.  

El análisis de la formación de la agrupación proteica fue realizado mediante 

un gel de poli-acrilamida al 10% no denaturante en Buffer Tris-Borato 1x pH 

8.5. Se utilizó glicerol estéril como buffer de carga al 15%, todas las muestras 

quedaron en concentración final de 200 µg/mL. Como estándar de pesos 

moleculares se utilizó Pageruler plus (Thermo Fisher Scientific Inc., IL, USA). 

La visualización fue mediante la tinción del gel con azul de Coomassie 0.25% 

O.N. e incubado con solución de desteñido (H2O + metanol + ácido acético en 

proporción 50/40/10 v/v/v), hasta visualizar las bandas. 

9. Análisis de datos 

9.1 Análisis de Inmmunohistoquímica 

El análisis de inmunohistoquímica en bloque se realizó con el software 

ImageJ 1.45.  La generación de imágenes en pseudocolor se llevó a cabo 

utilizando las herramientas de imagen en 16 bits y look up tables en modalidad 

Spectrum denotando las áreas con mayor intensidad de inmunoreactividad 

como rojas y las de menor intensidad como azules. El análisis de intensidad de 

inmunoreactividad mediante plots se realizó con la utilización de trazos en 

escala de grises y utilizando los mismos puntos de referencia en los distintos 

embriones a lo largo del eje x o eje y correspondientemente y aplicando la 

herramienta análisis de Plot profile generando así un gráfico de Intensidad de 

inmunoreacción versus distancia (pixeles). Mediciones de longitud también 

fueron llevadas a cabo con ImageJ.  
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9.2. Análisis estadístico de experimentos de preferencia de sustratos 

El área axonal fue medida mediante la herramienta “measure area” del 

programa “FIJI-ImageJ” (64bits), en donde primero se abrió la imagen en 

formato “TIFF” duplicándola y separando los canales, posteriormente se dejó 

solo el canal correspondiente a la fluorescencia verde y se ajustó el umbral de 

fluorescencia escogiendo la herramienta “Threshold”, posteriormente se 

procedió a seleccionar el área con la herramienta “Freehand selection” y se 

obtuvo la medición del área ocupada por los axones en las distintas stripes. 

Una vez medido un n=5 para cada situación se normalizaron los valores a 

porcentajes y se calculó el promedio, la desviación estándar y el error estándar 

de cada medición, además de la aplicación del test t de student para términos 

pareados y ANOVA unidireccional utilizando la herramienta VassarSTATS.net. 
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Tabla 4: Distintas combinaciones de sustratos utilizadas para los 

experimentos de preferencia en presencia o ausencia de microesferas 

fluorescentes (fluorescencia dada por anticuerpo-anti-hFc acoplado a Cy3). 

(Fuente: Elaboración propia)

Experimento Efecto EphA7 sin la presencia 

de microesferas 

Efecto mecánico 

proporcionado por las 

microesferas 

 

Fc vs Fc 

Banda 1: Fc (hFc+ anti-hFc 

Cy3)  

Banda 2: Fc (Fc+ anti-hFc) 

Banda 1: Fc (hFc + anti-hFc + 

microesferas)   

Banda 2: Fc (hFc+ anti-hFc) 

 

EphA7 vs 

EphA7 

Banda 1: EphA7-Fc (EphA7-

Fc + anti-hFc Cy3)  

Banda 2: EphA7-Fc (EphA7-

hFc + anti-hFc) 

Banda 1: EphA7-Fc (EphA7-

hFc + anti-hFc + 

microesferas) 

Banda 2:  EphA7-Fc (EphA7-

hFc + anti-hFc) 

 

EphA7 vs 

Fc 

Banda 1: EphA7-Fc (EphA7-

hFc + anti-hFc Cy3)  

Banda 2: Fc (Fc+ anti-hFc) 

Banda 1: EphA7-Fc (EphA7-

hFc + anti-hFc + 

microesferas) 

Banda 2: Fc (hFc+ anti-hFc) 

 

Fc vs 

EphA7 

Banda 1: Fc (hFc + anti-hFc 

Cy3) 

Banda 2: EphA7-Fc (EphA7-

hFc + anti-hFc) 

Banda 1: Fc (hFc + anti-hFc + 

microesferas) 

Banda 2: EphA7-Fc (EphA7-

hFc + anti-hFc) 
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RESULTADOS 

 

1. Expresión de moléculas de matriz extracelular en el prosómero 1 en 

estadios tempranos de desarrollo 

Debido al efecto que las proteínas de matriz extracelular tienen sobre los 

axones en crecimiento, y dado que no existe ningún estudio en relación a estas 

moléculas durante el desarrollo de la CP, se llevó a cabo el estudio de 

expresión de diversas proteínas de matriz extracelular en distintos estadios de 

desarrollo.  Inicialmente se llevaron a cabo estudios en estadio HH29, periodo 

donde la cp alcanza su mayor desarrollo, para luego observar el 

comportamiento de estas moléculas en estadios más tempranos.  

  

1.1. Expresión de proteínas matricelulares: tenascina y osteopontina 

1.1.1. Análisis de expresión de tenascina 

Los estudios de expresión de tenascina mediante inmunofluorescencia 

confocal en cortes de embriones de 6 días (HH29) denotan un patrón específico 

a través del eje ventro-dorsal. En la región entre p2 y el mesencéfalo se 

identificaron dos columnas positivas para esta proteína extendiéndose desde 

la placa basal hasta la región dorsal (CoD1, Fig. 8 F-J). Una de ellas en el 

estrato superficial y la otra en el estrato periventricular hasta llegar al límite 

con la placa del techo diencefálica (Fig. 8 L, flechas punteadas) donde la 

expresión de esta proteína desaparece (Fig. 8 N). En la región medial del 

prosómero 1 encontramos, a partir del tercio superior de la placa alar, una 

tercera columna en la capa medial del estrato intermedio (Fig. 8 L-M, flecha 

sólida). Al analizar la relación de los axones que van subiendo hacia la placa 

del techo se observa que esta tercera columna en conjunto con la que se 

encuentra en el estrato periventricular estarían generando un corredor en 

donde los axones avanzan a través de la capa profunda del estrato intermedio 

(Fig. 8 M flecha doble). Cabe mencionar que en el límite entre CoD1 y PTD 

todos los axones en crecimiento se encontrarían con esta proteína para luego 
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avanzar por la PTD positiva para OSC-espondina (Fig. 8 O). Destacamos 

además la expresión en la en la placa del suelo en p2 y p1 (Fig. 8, F-J). 

 

1.1.2. Análisis de la expresión de osteopontina   

La osteopontina se encuentra altamente expresada a través de todo el 

p1 (Fig. 9, B-D), a diferencia de sus límites cefálico (p2, Fig. 9, A) y caudal 

(mesencéfalo, Fig. 9, E) en donde disminuye drásticamente. En el prosómero 

1, osteopontina fue identificado a lo largo del estrato intermedio, pero no en 

el estrato superficial o periventricular (flechas continuas y discontinuas en Fig. 

9 K y L respectivamente). La expresión de esta proteína aumenta a través del 

eje de trayectoria axonal, en donde tanto axones como osteopontina co-

localizan en la región lateral (flechas en Fig. 9 M y N). En la placa del techo, 

osteopontina se encuentra localizada entre los axones que conforman la cp, 

en donde las células de la PTD también son positivas para esta proteína, 

sugiriendo la posible secreción de osteopontina por estas células (flechas en 

Fig. 9 P). Los cortes horizontales a través de la PTD muestran a la osteopontina 

entre los axones que están atravesando la línea media (Fig. 9 Q-T).



P á g i n a  | 57     RESULTADOS 

 

 

Figura 8: Expresión de tenascina en CoP en embriones de 

estadio HH29 mediante microscopía confocal. A-E: 

expresión de tenascina (rojo) desde p2 hasta el 

mesencéfalo rostral en relación a la presencia de axones 

marcados con anti-NCAM (verde), TOPRO 3 como 

marcador nuclear (azul). F-J: expresión de tenascina (rojo) desde p2 hasta el 

mesencéfalo rostral en comparación con la expresión de OSC-espondina (verde). K-

M: aumento de la imagen en (C), mostrando el patrón de expresión de tenascina 

(rojo) organizado en tres columnas (flechas en L). M: fascículos axonales se dirigen 



P á g i n a  | 58   RESULTADOS 

hacia la cp por un corredor (doble flecha punteada) delimitado por las columnas de 

tenascina. N-O: magnificación del recuadro en (H) mostrando la ausencia de 

tenascina en la PTD, en donde se expresa OSC-espondina. P: esquema visión lateral 

de encéfalo embrionario de acuerdo a Fig.4, mostrando la zona de corte con línea 

punteada. [Barras: A-K, 200 um; L, 100 um; M-O, 50 um]
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Figura 9: Patrón de expresión de osteopontina en CoP 

mediante microscopía confocal en estadio HH29. A-E: 

expresión de osteopontina (rojo) desde p2 hasta el 

mesencéfalo rostral en comparación con la expresión de 

OSC-espondina (verde), TOPRO 3 como marcador nuclear 

(azul). F-J: expresión de tenascina (rojo) desde p2 hasta el mesencéfalo rostral en 

relación a la presencia de axones marcados con anti-NCAM (verde). Osteopontina se 

ve altamente expresada en p1 (B-D), pero no en p2 (A) o en el mesencéfalo (E). K: 

expresión de osteopontina en la región medial de p1. L-N: magnificación del recuadro 

en (K), mostrando la amplia expresión de osteopontina en la región alar con la 

excepción del estrato preiventricular y superficial (flecha punteada y continua en K y 

L respectivamente). N: magnificación del recuadro en (M) mostrando la co-

localización de NCAM con osteopontina en los fascículos axonales. O-P: magnificación 
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del área marcada en (H) mostrando la expresión de osteopontina en la región dorsal 

y en la PTD, entre los axones comisurales. Q-T: corte horizontal de p1 mostrando 

como los axones cruzan la línea media (línea punteada) y los axones entran a un 

medio rico en osteopontina. R-T: magnificación del recuadro en (Q). U: esquema 

visión lateral de cerebro embrionario de acuerdo a Fig.4, mostrando la zona de corte 

frontal (líneas punteadas negra) y horizontal (línea punteada roja). [Barras: A-J, 200 

µm; K, 100 µm; L, M, O y Q, 50 µm; N, P, R y S: 10 µm]
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1.2. Proteínas clásicas de matriz extracelular 

1.2.1. Análisis de expresión de laminina 

El análisis de expresión de laminina en la sección medial del p1 muestra 

la presencia de esta proteína desde la placa basal, específicamente alta en las 

regiones laterales y en la PTD (Fig. 10 A, flechas) y una expresión menor en 

las regiones dorsales (Fig. 10 A, Flechas discontinuas). Para analizar con 

mayor detalle la expresión en la PTD se realizaron cortes horizontales de esta 

región (Fig. 10 D-F), los cuales permitieron observar laminina co-localizando 

con OSC-espondina en la matriz extracelular que rodea a los axones 

comisurales (Fig. 10 D y E, flechas en ambos respectivamente). Esta expresión 

fue analizada también en relación a EphA7, mostrando un estrecho contacto 

con la laminina ubicada en el espacio extracelular (Fig. 10 F, flechas). Laminina 

también se encontró altamente expresada en la membrana limitante externa 

(Fig. 10 A, puntas de flecha y B, flecha).  

1.2.2. Análisis de expresión de fibronectina  

Esta proteína fibrilar de matriz no fue detectada en la sección media del p1 

a excepción de las paredes de los vasos sanguíneos (Fig. 11 D y E, flechas), 

la membrana limitante externa (Fig. 11 C, flecha) y región apical de las células 

neuroepiteliales (Fig. 11 A, flecha; D y E, flechas discontinuas), con excepción 

de las células que expresan OSC-espondina (Fig. 11 A, flecha discontinua). Sin 

embargo, esta proteína está altamente expresada en el tejido mesenquimal 

circundante (Fig. 11 A-C, asteriscos). 

1.3. Expresión de epítope específico HNK-1 y CSPGs 

1.3.1. Análisis de expresión para HNK-1 

El patrón de expresión de HNK-1 en la zona medial del p1 va desde la 

placa basal hasta CoD1 de forma casi idéntica al patrón de tenascina, 

presentando las tres columnas a través del eje ventro-dorsal localizada en los 

estratos periventricular, medio intermedio y superficial (Fig. 12 A, punta de 

flechas). Las columnas periventricular y medial intermedia delimitan a los 
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axones que se extienden hacia la región dorsal (Fig. 12 D, flechas). Además, 

HNK-1 colocaliza con los axones en el estrato intermedio del dominio L1 (Fig. 

12 E, flecha discontinua), desapareciendo cuando los axones llegan a la PTD 

(Fig. 12, flecha sólida en C y E). Esta proteína también se encuentra en la zona 

apical de las células neuroepiteliales (Fig. 12 A, flecha continua) con excepción 

de las células de la PTD secretoras de OSC-espondina (Fig. 12 A, flecha 

discontinua). 

1.3.2. Patrón de expresión de CSPGs 

La presencia de proteoglicanes de condriotín sulfato en la sección medial 

del p1 se localiza en el estrato intermedio de la región lateral disminuyendo a 

medida que avanza dorsalmente (Fig. 12 A’, flecha discontinua) para volver a 

expresarse en la región dorsal (CoD1) (Fig. 12 A’, flecha continua) pero sin 

mostrar colocalización con los axones (Fig. 12 D’, flechas). CSPGs no se 

encuentran expresados en la PTD, pero si en el mesénquima supra-adyacente 

(Fig. 12 A’, punta de flecha; B’, asterisco). Además, podemos encontrar 

inmunorreacción en la placa del suelo y en el mesénquima subyacente a este 

(Fig. 12 A’, flecha punteada).
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Figura 10: Análisis de la expresión de laminina en CoP mediante microscopia confocal 

en embrión HH29. A: imagen en bajo aumento de corte frontal mostrando las zonas 

con alta inmunorreactividad para laminina (rojo, flechas. B y C: expresión de laminina 

en la PTD en relación a la expresión de OSC-espondina (verde), NCAM (verde, axones) 

y TOPRO 3 como marcador nuclear (azul), aquí se puede observar que laminina 

estaría presente en la PTD (flecha en C) y en la membrana limitante externa (flecha 

en B). D-F: corte horizontal de CoP, mostrando la expresión de laminina en el espacio 

extracelular. D: expresión de laminina y OSC-espondina mostrando co-localización 

entre ambas en el espacio extracelular (flechas). E: relación de la expresión entre 

laminina (rojo) y los axones (verde), mostrando como estos (flecha continua) están 

rodeado por la laminina extracelular (flecha punteada). F: expresión de EphA7 (verde) 

y laminina (rojo) en estrecho contacto en la PTD (flechas). [Barras: A. 200 um; B y 

C. 100 um, D-F, 20 um]
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Figura 11: Análisis de la expresión de fibronectina en CoP en embrión HH29. A: 

imagen en bajo aumento de corte frontal de CoP mostrando la expresión de 

fibronectina, la presencia de esta proteína se encuentra principalmente en el 

mesénquima (asterisco) y en el borde de las células neuroepiteliales en contacto con 

el III ventrículo (flechas discontinuas). B: expresión de fibronectina y NCAM, 

mostrando que no existiría una co-localización entre ellas. C: expresión de 

fibronectina y OSC-espondina, se puede observar la presencia de esta proteína de 

MEC en la membrana limitante externa (flecha), TOPRO 3 como marcador nuclear 

(azul). D y E: expresión de fibronectina en la región apical de las células 

neuroepiteliales (flecha discontinua) y también en las paredes de los vasos 

sanguíneos de la región (flecha continua en D y E). [Barras: A, 200 um, B y C: 100 

um, D y E: 50 um]
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Figura 12: Patrón de expresión del epítope HNK-1 y CSPGs en corte frontal de CoP de 

embrión en estadio HH29 mediante microscopia confocal. A y A’: imagen en aumento 

menor del área mostrando expresión para HNK1 y CSPGs respectivamente (flechas y 

puntas de flecha). B-B’ y C-C’: magnificación del área de la PTD marcada con OSC-

espondina y NCAM (verde), HNK-1 y CSPGs (rojo) y TOPRO 3 como marcador nuclear 

(azul). D-D’ y E-E’: imagen aumentada de la zona lateral mostrando como los axones 

(NCAM, verde) se encuentran dispuestos en relación a la expresión de HNK-1 y CSPGs 

(rojo). [Barras: A-A’, 200 um; B-E y B’-E’: 100 um]
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1.4. Moléculas presentes en la membrana limitante externa 

Durante el estudio de posibles proteínas de MEC implicadas en el 

crecimiento neurítico se quiso estudiar si existía la presencia de perlecán y 

decorina. Los resultados de inmunofluorescencia confocal nos mostraron que 

tanto perlecán como decorina están fuertemente expresados en la membrana 

limitante externa (Fig. 13, A y D, flechas) y en los grandes vasos sanguíneos 

circundantes en el mesénquima (Fig. 13, A y D puntas de flecha). En el caso 

específico de perlecán podemos observar claramente su presencia alrededor 

del fascículo retroflexus (Fig. 13, A flecha discontinua).  

 

1.5. Expresión de proteínas de matriz extracelular en p1 en estadio HH24 

El análisis de la expresión de laminina, HNK-1 y osteopontina durante este 

estadio de desarrollo, momento en el que ya han llegado los primeros 

fascículos que conforman la cp, muestra un patrón poco definido, abarcando 

regiones laterales desde la placa basal hasta la región dorsal (CoD1), 

careciendo de un patrón específico en relación a los axones que formarán la 

cp (Fig. 14 F, H e I).  En tanto las otras moléculas de MEC analizadas como 

tenascina y fibronectina no muestran expresión durante este estadio (Fig. 14, 

B y G; E y J respectivamente). 

 

1.6. Posibles receptores presentes en los axones  

Para estudiar los posibles receptores presentes en los axones provenientes 

de los núcleos pretectales se llevó a cabo tinción de superficie en cultivo de 

neuronas provenientes de los núcleos pretectales para distintos marcadores. 

Los resultados demostraron la presencia de al menos 4 marcadores de 

superficie tales como TAG-1, L1-CAM, integrina α6 e integrina β1, los cuales 

se presentaron a lo largo de la extensión del axón (Fig. 15, A-A’’’). Al observar 

las imágenes con aumento mayor, se detectó la presencia de estos marcadores 

en el cono axónico (Fig. 15, C-C’’’).



P á g i n a  | 67     RESULTADOS 

 

 

Figura 13: Expresión de perlecan y decorina en secciones frontales de CoP marcados 

con OSC-espondina en estadio HH29. A-C: expresión de perlecan (rojo). A: muestra 

como perlecan está presente en la membrana limitante externa (flecha), también se 

puede observar su presencia alrededor del fasciculus retroflexus (flecha discontinua) 

y alrededor de los vasos sanguíneos del mesénquima (punta de flecha). D-F: 

expresión de decorina (rojo). D: muestra cómo está presente en la membrana 

limitante externa (flecha) y alrededor de los vasos sanguíneos (punta de flecha). OSC-

espondina (verde) y TOPRO 3 como marcador nuclear (azul). [Barras: 200 µm].
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Figura 14: Análisis de la expresión de laminina, tenascina, HNK-1, osteopontina y 

fibronectina en cortes frontales de CoP en estadio HH24. A-E: imágenes mediante 

microscopia confocal mostrando la localización de las distintas moléculas de MEC 

analizadas (rojo) y la presencia de OSC-espondina (verde) solo en la placa del techo 

(flecha en A). F-J: análisis de la expresión de las moléculas de MEC (rojo) en relación 

a los axones marcados con anti-NCAM (verde), TOPRO 3 como marcador nuclear 

(azul). Laminina (A, F), HNK-1 (C, H) y osteopontina (D, I) están presentes durante 

este estadio de desarrollo, pero no presentan un patrón de expresión específico en 

relación a los axones de la cp. Tenascina (B, G) y fibronectina (E, J) no se detectaron 

durante este estadio. [Barras: A-E, 200 µm; F-J, 100 µm]
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Figura 15: Axones provenientes de neuronas de núcleos pretectales presentan 

distintos posibles receptores para moléculas de matriz extracelular. A-J: axones 

marcados con anticuerpos específicos para moléculas de superficie (rojo). A-C, 

marcaje del cultivo de neuronas con anti-L1CAM. D-F: marcaje de las neuronas con 

anti-TAG-1. G-I: marcaje de las neuronas con anti-integrina β1. J-M: marcaje de las 

neuronas con anti-integrina α6. B-K: superposición entre faloidina (verde) y los 

distintos marcadores de superficie (rojo). C-M: aumento de la zona que contiene al 

cono axónico, mostrando la co-localización de las distintas moléculas con la 

estructura. [Barras: 10 µm]  
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2. Caracterización del patrón de expresión génica y proteica de EphA7 en 

estadios tempranos de desarrollo embrionario. 

2.1. Análisis de la expresión génica de EphA7 en la placa del techo 

diencefálica  

2.1.1. RT-PCR para EphA7 

Como primera aproximación para estudiar la expresión de EphA7 en la 

placa del techo diencefálica, se realizó RT-PCR utilizando ARNm obtenido de la 

zona de la PTD de los días 4, 5 y 6 (HH22, HH25, HH28), etapa en que la 

comisura posterior presenta su mayor crecimiento. Como control positivo se 

utilizó ADNc obtenido a partir de cerebro total de embrión de 6 días.  Para 

descartar una posible contaminación con ADN se analizaron también los ADNcs 

obtenidos en ausencia de transcriptasa reversa y como control de la técnica 

se utilizaron los partidores de β actina en las mismas muestras. Los resultados 

(Fig. 16, A) muestran que EphA7 se expresa en la zona estudiada, mostrando 

una banda de 322 pb, tanto en las reacciones con ADNc de la PTD de 4, 5 y 6 

días como en el control de cerebro completo de 6 días (Fig. 16 A, carriles 2-

5), dicha banda no está presente en los controles sin transcriptasa reversa 

(Fig. 16 A, carriles 6-9). Este resultado tiene dos consecuencias, en primer 

lugar, comprueba que EphA7 se expresa en el diencéfalo dorsal, aunque no 

indica su patrón de expresión tisular, y en segundo lugar genera el producto 

de PCR a partir del cual generamos las sondas necesarias para hibridación in 

situ. 

2.1.2. Estudio mediante hibridación in situ de la expresión de mensajero 

para EphA7 en cortes y en embriones completos   

2.1.2.1. Clonamiento del producto de PCR de EphA7 en vector TOPO  

El producto de PCR para EphA7 obtenido de la PDT de animales de 4 días 

fue clonado en el vector pCR®II-TOPO® dual promoter (Invitrogen, Carlsbad, 

CA) obteniendo así el plásmido TOPO-EphA7, el cual fue crecido en bacterias 

One shot top10. La linearización del plásmido purificado se realizó con las 

enzimas de restricción SPEI y NotI de acuerdo a lo descrito en el manual del 
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vector (Fig. 16 B, carriles 3 y 4). La inserción del producto de PCR de EphA7 

fue comprobada mediante digestión con enzima de restricción EcoRI indicado 

por el programa NebCUTTER2.0 de NEB, lo que nos generó el producto 

esperado de 340 pb (322pb correspondiente a EphA7 mas 18pb de plásmido 

ubicado entre zona de corte de EcoRI y zona de inserción) (Fig. 16 B, carril 5). 

La orientación del inserto se analizó mediante PCR utilizando como 

partidores los oligonucleótidos diseñados para generar el producto de PCR de 

EphA7, en combinación con partidores internos del plásmido incluidos en el kit 

del vector denominados M13 forward y reverse respectivamente. Los 

resultados de la reacción de PCR demuestran que el producto está inserto 

como el inverso complementario del producto de PCR original (Fig. 16 C), 

debido a la inexistencia de amplificación al utilizar el partidor M13 forward 

junto con EphA7 forward en una misma reacción de PCR y presencia de un 

fragmento al utilizar M13 Reverse junto con EphA7 forward, indicando que 

ambos partidores se complementan durante la amplificación, no estando 

ubicadas las secuencias en un mismo extremo. Los controles usando ambos 

partidores para EphA7 y para M13 generaron los productos del tamaño 

esperado (322 pb y 566 pb respectivamente). Estos resultados finalmente 

indican que la ribosonda antisentido será sintetizada por la SP6 RNA 

polimerasa, mientras que la sonda sentido sería sintetizada por T7 RNA 

polimerasa. La clonación y el sentido fueron corroborados mediante 

secuenciación (ver materiales y métodos), dando como resultado la secuencia 

esperada y corroborando la información obtenida con PCR sobre la orientación 

del fragmento. 

 

2.1.2.2. Hibridación in situ para EphA7 en embriones completos de 

pollo 

 Expresión de EphA7 en embrión en estadio HH18 

La llegada de los axones pioneros a la línea media de CoP se observa 

durante el día 3 de desarrollo (HH18) como se puede observar en cortes 
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sagitales de embriones de ese estadio marcados con anticuerpos contra 

tubulina βIII (Fig. 17 A, recuadro y B, Flecha), encontrando al cuarto día 

(HH23) la presencia de fascículos axonales (Fig. 17 A’, recuadro y B’, flecha). 

Por lo tanto, una vez sintetizada la sonda para EphA7 se llevó a cabo la 

hibridación in situ en embriones completos de 3 días de desarrollo (HH18) 

momento del desarrollo en donde empiezan a arribar los axones. Los 

resultados de la hibridación muestran que la marca se restringe a la zona 

cefálica del SNC, destacando específicamente reacción en la zona telencefálica 

anterior con marcada presencia a su vez en la línea media (Fig. 17 C, flechas 

incompletas), mesencefálica y diencefálica caudal, especialmente a nivel 

dorsal (Fig. 17 C, recuadro). Esto revela, por lo tanto, la expresión de EphA7 

en la región mesencefálica-diencefálica incluyendo la zona de la placa del techo 

diencefálica desde estadios tempranos de desarrollo, coincidiendo con la 

llegada de los primeros axones que conforman la comisura posterior. 

 

 Expresión de EphA7 en cerebro de embriones en estadio HH30  

Una vez visto que el transcrito para EphA7 se encontraba en estadios 

tempranos de desarrollo, se quiso analizar su permanencia en estadios más 

avanzados, cuando se produce la llegada masiva de los axones de la cp. Los 

resultados del análisis de expresión de EphA7 en embriones de 7 días (HH30) 

mostraron una alta expresión del transcrito en la zona telencefálica (Fig. 18 B-

C, flechas), tanto en la línea media como en las zonas laterales, lo que se 

correlaciona con datos bibliográficos que describen la presencia de esta 

proteína durante el desarrollo del sistema retino-tectal (Marín y cols., 2001). 

Además, de forma interesante podemos ver que la expresión en la línea media 

dorsal sigue tenuemente hasta la zona del diencéfalo caudal, restringiéndose 

solo a la zona medial en este lugar (Fig. 18 D). La expresión mesencefálica 

desaparece en este estadío, quedando presente solo entre el límite 

diencefálico-mesencefálico (Fig. 18 B-D, flechas discontinuas). 
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2.1.2.3. Expresión de EphA7 en cortes de diencéfalo 

Para analizar con más detalle la expresión de EphA7 se realizó 

hibridación in situ en cortes frontales del prosómero 1 en estadio HH27. Los 

resultados obtenidos demuestran la expresión del transcrito de EphA7 en la 

zona de la PTDM (Fig. 19, A y B), justo en la locación donde existe una 

depleción de OSC-espondina (Fig. 19, D y E). La expresión del ARNm en las 

células de la línea media, tanto en el cuerpo como en las prolongaciones, 

sugiere que los axones que formarán la cp se encontrarán con esta molécula 

en la línea media. Estos resultados nos permiten además correlacionar la 

depleción de OSC-espondina en la PTDM con la expresión de EphA7 en esta 

zona, mostrándonos un patrón de expresión complementario entre ambas 

proteínas de guía axonal en la placa del techo diencefálica. Además de la línea 

media se observa una reacción más tenue en la zona alar del prosómero 1 

(flechas discontinuas, Fig. 19 B). 
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Figura 16: A: PCR para EphA7 en muestras tomadas de la PTD durante distintos 

estadios de desarrollo y análisis de plásmido TOPO-EphA7. Carril1, Estándar de pares 

de bases (Fermentas). Carril 2-5: PCR para EphA7 usando cDNA obtenido a partir de 

PTD de estadio HH23, HH27, HH29, y cerebro completo HH29, respectivamente. 

Carril 6-9: PCR con los controles negativos sin transcriptasa reversa de las muestras 

corridas en 2-5 respectivamente. Carril 10-13: PCR usando los partidores para B-

actina Gallus gallus de las mismas muestras utilizadas en 2-5. B: Análisis de plásmido 

linearizado mediante semicuantificación en gel de agarosa. Carril 1, Estándar de 

pares de bases (Fermentas). Carril 2: Plásmido sin linearizar. Carril 3: Plásmido 

linearizado con NotI, Carril 4: Plásmido linearizado con SpeI. Carril 5: Plásmido 

cortado con EcoRI liberando un fragmento de 340 pb que contiene al inserto del 

producto de PCR de EphA7. C, PCR de orientación del inserto; Carril 1: estándar de 

pares de bases 1Kb; Carril 2: no hay amplificación con partidores M13F/Epha7F; 

Carril 3: partidores M13F/EphA7R, amplifican un fragmento esperado de 433pb; 

Carril 4: M13R/Epha7F, amplifican fragmento esperado de 453 pb; Carril 5: 

M13F/M13R (566pb), Carril 6: Epha7F/EphA7R (322pb), el inserto está orientado 

como el inverso complementario del producto PCR original. 

←566 pb 

←282 

pb 

322 pb→ 

340 pb 

←322 

pb 

←453 pb 
←433 pb 
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Figura 17: Expresión de EphA7 en la placa del techo diencefálica–mesencefálica.  A y 

A’: Inmunohistoquímica para tubulina βIII en corte sagital de cerebro completo de 

embrión HH18 (3 días) y HH23 (4 días) respectivamente. B y B’: Imagen aumentada 

de A y A’ en donde se muestran los axones pioneros (flechas). C: Hibridación in situ 

para EphA7 en embrión completo de 3d (HH18) mostrando la expresión del mensajero 

en la zona diencefálica-mesencefálica (Flecha entera). Tel: telencéfalo; Di: 

diencéfalo; Mes: mesencéfalo; cp: comisura posterior; PTD: Placa del techo 

diencefálica. [Barras: A y A’, 200 µm; B y B’: 50 µm; C: 1mm] 
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Figura 18: Expresión de EphA7 en la línea media telencefálica y diencefálica-

mesencefálica en embriones de 7 días (HH30). A: vista superior de embrión control 

hibridado con ribosonda sentido para EphA7. B: vista superior de embrión hibridado 

con sonda antisentido para EphA7, mostrando un patrón característico de distribución 

del transcrito. C: vista frontal del mismo embrión mostrando marca en la línea media 

telencefálica y vesículas telencefálicas (flechas). D: aumento de imagen de B, las 

flechas indican reacción positiva en la línea media dorsal telencefálica (flecha continua) 

y diencefálica-mesencefálica (flechas discontinuas). Tel: telencéfalo; Di: Diencéfalo; 

Mes: Mesencéfalo. 



P á g i n a  | 77   RESULTADOS 

 

Figura 19: Expresión de EphA7 en cortes frontales de prosómero 1 en embriones de 

5 días (HH27) y comparación con el patrón de expresión OSC-espondina en el mismo 

estadio. A: hibridación in situ corte de prosómero 1 tratado con sonda antisentido con 

reacción positiva en la línea media dorsal (recuadro). B: aumento de recuadro en A 

mostrando la zona medial de la placa del techo (PTD) positiva para EphA7 y las zonas 

laterales (PTDL) carentes de reacción, observando también una tenue reacción en las 

placas alares (flechas discontinuas). C: hibridación in situ en corte control tratado con 

sonda sentido para EphA7 sin reacción específica. D y E: inmunofluorescencia con 

anticuerpo anti OSC-espondina (verde) y anti tubulina βIII (rojo) que relaciona la 

depleción de la inmunorreactividad de OSC-espondina con la reacción positiva de la 

hibridación in situ para EphA7 en esa zona.  
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2.2. Expresión proteica de EphA7 durante el desarrollo 

2.2.1. Análisis de la expresión de EphA7 en embriones completos en 

estadio HH18 

El estudio de EphA7 mediante inmunohistoquímica en bloque en embriones en 

estadio HH18 revela la presencia de esta proteína en la PTD (Fig. 20 B flecha 

con punta sólida azul) durante la aparición de los primeros axones comisurales 

(Fig. 20 A y B flecha y punta de flecha café respectivamente). Además, se 

observa inmunorreacción en regiones donde ya ha sido descrito con 

anterioridad tales como en la retina, vesícula ótica, corazón y espacios 

intersomitas, lo que comprueba la especificidad de la inmunorreacción (Fig. 20 

B flechas azules). 

2.2.2. Análisis de la expresión de EphA7 y OSC-espondina en cerebro completo 

en estadios HH25-HH29  

Al realizar el análisis de la presencia de EphA7 mediante 

inmunohistoquímica en bloque podemos observar que en estadio HH25 el 

patrón de expresión de la proteína está restringido a la línea media dorsal. Si 

comparamos estos resultados con los obtenidos previamente en el laboratorio 

sobre la expresión de OSC-espondina en el mismo estadio (Stanic et al, 2010) 

podemos observar que se complementan, es decir OSC-espondina es 

expresada con mayor intensidad en las zonas laterales de la placa del techo 

diencefálica (PTDL) mientras que EphA7 se expresa exclusivamente en la 

placa del techo medial (PTDM) (Fig. 21, E-F). Así mismo, podemos observar 

mediante imágenes de pseudocolor la intensidad de cada proteína en las 

distintas zonas de la placa del techo y la distribución de la intensidad de la 

reacción observadas en las gráficas, mostrando un patrón de distribución 

complementario entre ambas proteínas (Fig. 21, D y H). 

En estadios posteriores del desarrollo la inmunohistoquímica en bloque 

arrojó como resultado la expresión de EphA7 conservada en la zona de la línea 

media tanto en HH27 (Fig. 21 I-J, flecha) como en HH29 (Fig. 21 K-L, flecha); 
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sin embargo, esta expresión va decayendo en sentido céfalo-caudal a medida 

que avanza el estadio de desarrollo (Fig. 21 I-L).  

 

2.2.3.  Análisis de la expresión de EphA7 y OSC-espondina en cortes de 

PTD durante el desarrollo de la comisura posterior 

El análisis de cortes frontales del CoP en embriones en estadio HH30 

revela que en este estadio se mantiene la expresión de EphA7 en las células 

de la línea media dorsal (Fig. 22 B), las cuales se encuentran flanqueadas a 

ambos lados por células inmunopositivas a OSC-espondina (Fig. 22 C). Es 

importante destacar que es precisamente en este lugar donde algunos axones 

giran hacia el lado ipsilateral, sugiriendo que EphA7 podría tener un efecto 

repulsivo sobre estos axones (Fig. 22 A). 

Además de la línea media dorsal, la presencia de EphA7 también se 

observa en columnas en la placa alar, localizadas en la zona más externa en 

el estrato superficial (su) y en la zona periventricular o estrato periventricular 

(Pe) como se observa en la figura 22 D (flechas discontinuas).  

 

2.2.4.  Estudio de la expresión de EphA7 en las regiones laterales del CoP 

y su relación con los axones de la comisura posterior 

Se realizaron cortes frontales de embriones en estadio HH24 y HH30 (4 y 

6 días respectivamente) los cuales fueron analizados mediante 

inmunohistoquímica para EphA7 y tubulina βIII. En ambos estadios se 

muestra la formación de dos columnas (Fig. 23, A-D cuadros), una externa 

localizada en el estrato superficial (Su), que va desde la placa basal hasta el 

inicio de los dominios comisurales y una interna que estaría por encima de las 

células neuroepiteliales en el estrato periventricular (Pe) de la placa alar en 

estadio HH24. Sin embargo, en HH30 podemos observar que existe una 

prolongación de la columna más interna ubicada en Pe al tercio superior de la 

placa basal. Al observar con mayor magnificación podemos ver como los 

axones que se desplazan en esta región en sentido ventro-dorsal, lo hacen 
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navegando en la región flanqueada por ambas columnas positivas para EphA7, 

sugiriendo que esta molécula podría tener un efecto repulsivo que estaría 

delimitando un corredor axonal.  (Fig. 23 B’ y D’) 
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Figura 20: Inmunohistoquímica en bloque para tubulina βIII y EphA7 en embriones 

estadio HH18. A: tinción de tubulina βIII mediante reacción DAB-peroxidasa (café), 

mostrando la cp como la primera comisura encefálica en ser formada. B: 

Inmunohistoquímica doble mostrando tubulina βIII con reacción DAB-peroxidasa 

(flechas cafés) y EphA7 mediante reacción NTB/BCIP- fosfatasa alcalina (azul oscuro), 

esta última mostrando expresión en ojos, vesícula ótica, corazón, y espacios 

intersomitas (flechas azules), así como también expresión en el límite diencefálico-

mesencefálico (flecha solida azul). 
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Figura 21: Patrón de expresión proteica de EphA7 y OSC-espondina en estadios 

tempranos de desarrollo. A-B, E-F: Inmunohistoquímica en bloque de cerebros de 

pollo en estadio HH25 para OSC-espondina (A-B) y EphA7 (E-F) mostrando el patrón 

de expresión complementario de ambas proteínas en la PTD (flechas en B y F). C-G: 

imágenes en pseudocolor de B y F mostrando el nivel de expresión de OSC-espondina 

y EphA7 respectivamente. La intensidad de inmunorreacción demarcada por la línea 

blanca en C y G fue analizada en D y H. I-J y K-L: inmunorreacción para EphA7 en 

estadios más avanzados de desarrollo (HH26 y HH28, respectivamente), mostrando 

que esta expresión se mantiene en el tiempo, pero con una menor intensidad (flechas 

en J y L). B, F, J y L: Magnificación del recuadro en A, E, I y K respectivamente. 

[Barras: A, E, I y K: 1 mm; B, C, F, G, J y L: 0.25 mm]  
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Figura 22: Expresión de EphA7 y OSC-espondina en corte frontal de CoP en estadio 

HH30. A: inmunohistoquímica con anti OSC-espondina (verde) mostrando su 

expresión en la placa del techo diencefálica lateral (PTDL) y anti tubulina βIII (rojo) 

mostrando los axones de la cp y como en la línea media éstos se defasciculan y 

algunos giran al lado ipsilateral. B: inmunohistoquímica mostrando la expresión de 

EphA7 (verde) restringida a la placa del techo diencefálica medial (PTDM). C: se 

muestra la complementariedad en la expresión de OSC-espondina presente en la 

PTDL (flechas) y EphA7 ubicada en la PTDM (flechas dobles). D: inmunohistoquímica 

para EphA7 mostrando columnas laterales positivas en la placa alar de CoP (flechas 

discontinuas). [Barras: A, B y C: 50 µm; D: 100 µm]
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Figura 23: Formación de corredores axonales delimitados por EphA7. Cortes frontales 

de CoP en estadio HH24 (A-B) y HH30 (C-D) mostrando la expresión de EphA7 (A, C) 

y tubulina βIII (B, D). En ambos estadios de desarrollo, EphA7 mantiene el mismo 

patrón de expresión en las células de la placa del techo diencefálica medial (flechas 

negras en A y C) y en las columnas observadas a través del eje ventro-dorsal que 

recorren las paredes diencefálicas (flechas blancas en C, D, A’-D’). Estas columnas 

delimitan corredores en donde los axones avanzan hacia la región dorsal (flecha doble 

en B’ y D’). A’-D’: magnificación de los recuadros en A-D. [Barras: A, B, C y D: 200 

µm; A’, B’, C’ y D’: 50 µm] 
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3. Estudio de la expresión de los posibles ligandos para EphA7: efrina-A5 y 

efrina-A2 

3.1. Expresión de efrina-A5 en el prosómero 1  

3.1.1. Presencia de efrina-A5 en la región comisural pretectal (CoP) del 

prosómero 1 

Para analizar la presencia de efrina-A5, uno de los posibles ligandos para 

EphA7, se procedió a la realización de PCR convencional en distintos estadios 

de desarrollo desde HH18 (3 días) hasta HH32 (7.5 días). El resultado 

demuestra la expresión del mensajero para efrina-A5 desde HH18 hasta al 

menos HH29 (6 días), estadios que comprenden el periodo de mayor 

crecimiento de la cp (Fig. 24 A). 

 

3.1.2. Identificación de efrina-A5 en cortes frontales de CoP y axones 

provenientes de núcleos pretectales 

Tras observar la presencia del transcrito para efrina-A5 en la PTD mediante 

PCR, se procedió a localizar la proteína mediante inmunohistoquímica en 

cortes frontales de CoP en estadio HH27 (5 días) en donde se observó la 

presencia de efrina-A5 en las proyecciones axonales que viajan ventro-

dorsalmente por el estrato intermedio hasta llegar a la cp (Fig. 24 B flechas). 

Al analizar con detalle la zona dorsal de PTD, se puede ver con mayor claridad 

la presencia de efrina-A5 en los axones que confoman la cp (Fig. 24 C, flecha) 

que además se encontrarían en estrecho contacto con EphA7 en la PTDM (Fig. 

24 E, flecha discontinua mostrando EphA7). 

Con el fin de determinar la expresión de efrina-A5 en los axones y la 

localización de esta proteína en ellos, se realizó inmunocitoquímica en 

explantes de núcleos pretectales que presentaban crecimiento neurítico. Los 

resultados obtenidos muestran la presencia de esta proteína formando 

cúmulos a través del axoplasma (Fig. 25 B y C), así como también en el cono 

axónico, colocalizando con faloidina (flechas Fig. 25 D).   
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3.2. Determinación de la presencia de efrina-A2 en la región pretectal 

comisural (CoP) 

3.2.1. Detección de ARN mensajero para efrinaA2 

Se analizó la expresión de ARNm para efrinaA2 mediante PCR 

convencional, utilizando ADNc provenientes de la PTD y placa alar de CoP en 

distintos estadios de desarrollo entre HH18 (3 días) y HH29 (6 días). Los 

resultados muestran la presencia del transcrito en todos los estadios 

analizados (Fig. 26 I). 

 

3.2.2. Expresión de efrina-A2 en encéfalo de embriones durante distintos 

estadios de desarrollo 

La localización del mensajero fue analizada en el tejido mediante 

hibridación in situ en embriones completos en distintos estadios de desarrollo 

(HH24-27). Los resultados demuestran un patrón de expresión específico para 

efrina-A2 que va modificándose a medida que avanza el desarrollo, pero que 

se encuentra restringido especialmente a la región dorsal del telencéfalo y 

diencéfalo. En estadios tempranos de desarrollo, HH24 (4 días), se puede 

observar un gradiente rostro-caudal en la expresión del transcrito 

concentrándose en la zona más rostral del telencéfalo (Fig. 26 B, flechas 

continuas) para ir decayendo a medida que avanza caudalmente por esta 

región. Además de la expresión telencefálica podemos observar la presencia 

de este transcrito en la región de la línea media dorsal del diencéfalo, en el 

tercio más caudal, donde se ubica la cp, coincidiendo en su expresión con la 

de EphA7 en la línea media y por lo tanto complementaria a la expresión de 

OSC-espondina ubicada en la PTDL (Fig. 26 B’ flecha discontinua). El análisis 

de efrina-A2 en embriones HH25 (4,5 días) muestra la pérdida del gradiente 

rostro-caudal presentado anteriormente en el telencéfalo, sin embargo, la 

expresión del transcrito continua en esta región a través del eje rostro-caudal 

y con una mayor intensidad comparada con el estadio previo (Fig. 26 C, flechas 

continuas). La región diencefálica también presenta variaciones, en donde se 
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identifican dos franjas positivas paralelas a la línea media en la región dorsal 

del diencéfalo, con mayor intensidad en la porción más rostral de este (Fig. 26 

C’ flecha discontinua). El patrón de expresión descrito en HH25, se mantiene 

en HH26 (4.5-5 días) en el telencéfalo y diencéfalo (Fig. 26 D), pero en este 

último la marca se prolonga hacia zonas más caudales, llegando hasta el 

prosómero 1 (Fig. 26 D’ flecha discontinua). Durante el estadio HH27 (5 días) 

la expresión telencefálica se vuelve muy tenue (Fig. 26 E’ flechas continuas), 

sin embargo, en el diencéfalo se mantiene la expresión de las dos franjas 

paralelas a la línea media dorsal, las cuales se extienden hasta la región más 

caudal del diencéfalo donde está comprendida la cp (Fig. 26 E’ flechas 

discontinuas). En este estadio además se observa reacción en las 

extremidades superiores del embrión (Fig. 26 E flecha discontinua) lo que 

coincide con lo descrito en literatura (Zhang y cols., 1996). Además, todos los 

embriones analizados presentan reacción positiva en la retina (Fig. 26 B flecha 

blanca) concordante con lo descrito previamente (Takahashi y cols., 2003), al 

igual que la expresión telencefálica. 
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Figura 24: Análisis de la expresión de efrina-A5 en el diencéfalo caudal. A: RT-PCR 

para efrina-A5 utilizando muestras de PTD entre los estadios HH18-32 de desarrollo 

(tamaño de la banda esperado: 481 pb). B-E: inmunohistoquímica en corte frontal de 

CoP en estadio HH27 utilizando anticuerpo anti efrina-A5 (rojo) y anti EphA7 (verde), 

junto con marcador nuclear dapi. B: corte frontal de CoP mostrando los fascículos 

axonales positivos para efrina-A5 (rojo, flechas continuas) y la presencia de EphA7 

en la PTDM (verde, flecha discontinua). C-E: imagen aumentada del recuadro en B. 

C: muestra la expresión en rojo de efrina-A5 concentrada en los axones de la cp 

(flecha continua). D y E: axones positivos para efrina-A5 en la cp (rojo, flecha 

continua) en contacto con EphA7 en la PTDM (flecha discontinua). [Barras: en B, 200 

µm; C-E, 100 µm] 
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Figura 25: Expresión de efrina-A5 en axones provenientes de núcleos pretectales. A-

D: axones creciendo desde cultivo de explantes de núcleos pretectales marcados con 

tinción para filamentos de actina (faloidina, verde) y anti efrina- A5 (rojo). A: 

proyección axonal marcada con faloidina (verde). B: muestra la presencia de efrina-

A5 en la zona ocupada por la proyección axonal, observado en C como cúmulos 

distribuidos en el axoplasma y analizado con mayor detalle en D, donde se observan 

agrupaciones de esta proteína en el cono axónico (flechas). [Barras en A, B, C y D: 

10 µm] 
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Figura 26: Expresión de efrina-A2 en el encéfalo durante distintos estadios de 

desarrollo. I: PCR para efrina-A2 utilizando muestras de PTD provenientes de 

embriones entre los estadios HH18-29 (banda: 291 pb). A-E y B’-E’: hibridación en 

bloque con sonda sentido y antisentido a través de distintos estadios de desarrollo 

HH24-HH27 (4-5 días). A: embrión de 4 días tratado con sonda sentido mostrando 

que no hay reacción específica. B: embrión de 4 días (HH24) tratado con sonda 

antisentido mostrando marcaje positivo en forma de gradiente en el telencéfalo 

(flechas continuas), en la línea media dorsal diencefálica (flechas discontinuas) y en 

la retina (flecha blanca). B’: imagen aumentada del diencéfalo en B mostrando la 
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expresión positiva en la línea media dorsal (flecha discontinua). C: embrión de 4,5 

días tratado con sonda antisentido mostrando variaciones en la expresión con una 

distribución uniforme en el telencéfalo (flechas continuas) y cambios en el patrón 

diencefálico, mostrando dos franjas paralelas a la línea media dorsal (flechas 

discontinuas). C’: imagen aumentada del diencéfalo en C mostrando las franjas 

paralelas a la línea media dorsal (flecha discontinua). D: embrión de estadio HH26 

mostrando la mantención en el patrón de expresión telencefálica y diencefálica. D’: 

imagen aumentada del diencéfalo en D (flecha discontinua). E: embrión estadio HH27 

mostrando una disminución en la expresión del transcrito para efrina-A2 en la región 

telencefálica, pero la mantención e incluso proyección de las franjas paralelas a la 

línea media hacia el diencéfalo mas caudal (flechas continuas), además de la 

expresión positiva en las extremidades superiores (flecha discontinua). E’: imagen 

aumentada del diencéfalo en E mostrando la prolongación de la expresión del 

transcrito de efrina-A2 a la región más caudal del diencéfalo dorsal (flechas 

discontinuas). 
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4. Ensayos de funcionalidad de EphA7 

4.1. Efecto in vitro de EphA7 mediante ensayos de bandas 

 

Para analizar el efecto de EphA7 sobre los axones provenientes de los 

núcleos pretectales se llevaron a cabo ensayos de preferencia, que consisten 

en sembrar explantes o células en un sustrato compuesto por una alternancia 

de bandas. En este caso, se usaron combinaciones diferentes entre la quimera 

formada por EphA7 unida a la región Fc de IgG humana alternando con el 

fragmento Fc de IgG humana. Para esto, primero fue necesario realizar la 

agrupación de la quimera utilizando un anticuerpo anti-Fc para asegurar el 

efecto biológico de EphA7. La formación de la agrupación proteica fue 

analizada mediante un gel de poli-acrilamida nativo (no denaturante), en 

donde se observó la diferencia en la migración entre los agregados formados 

y cada elemento por sí solo.  

Para lograr individualizar las bandas con los distintos sustratos, se 

añadieron microesferas fluorescentes a uno de los 2 sustratos a utilizar. Luego, 

para la realización del estudio se diseñaron 4 tipos de experimentos. Como 

control de la técnica se usó Fc en ambos sustratos con y sin microesferas (Fig.  

27 A) y EphA7 en ambos sustratos con y sin microesferas (Fig. 27 B).  Los 

ensayos funcionales consistieron en EphA7 versus Fc, añadiendo las 

microesferas a EphA7 (Fig.  27 C) o a Fc (Fig. 27 D). Los resultados mostraron 

un efecto mecánico/físico de las microesferas, el cual condiciona el 

comportamiento de los axones independientemente del componente 

molecular, de tal forma que los axones se ven repelidos por aquellas bandas 

que presentan microesferas.  De esta forma, al analizar los valores del área 

de crecimiento axonal en Fc vs Fc se puede observar que el área de axones es 

10% mayor en el carril sin microesferas (promedio = 0.64 y 0.54 

respectivamente; Fig. 27 E). Sin embargo, el área axonal también se ve 

influida por la presencia de EphA7, de tal forma que si la banda con 

microesferas contiene además EphA7 se genera mayor repulsión sobre los 
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axones, aunque el resultado no llega a ser estadísticamente significativo 

(resultado de ANOVA unidireccional los valores de p y F son muy altos; p=0.33, 

F=1.21). 

Con la finalidad de determinar si el efecto era realmente causado por la 

presencia de microesferas se procedió a añadir IgG Cy3 en uno de los sustratos 

para crear las bandas, ambos métodos han sido descritos en literatura para el 

estudio de preferencia (Walter y cols., 1987; Kantor y cols., 2004; Knoll y 

cols., 2007). El análisis de las distintas condiciones mostró un efecto similar al 

de las microesferas, en donde los axones preferían crecer en las bandas no 

fluorescentes (datos no mostrados). Estos resultados nos indican que el efecto 

biológico de EphA7 no se puede desprender dentro de este tipo de estudio. 

  

4.2. Estudios in vivo: Inhibición mediante la inyección de morfolino contra 

EphA7  

Los estudios mediante la inyección al tubo neural de morfolino contra EphA7 

entre los estadios HH10-HH14 y posterior electroporación en la zona 

diencefálica mostraron patrones de inhibición heterogéneos. Primero, se 

observa que los animales inyectados entre HH13-HH14 y analizados en estadio 

HH27 (Fig. 28) (n=6), muestran un cambio morfológico característico, 

denotando una disminución en el grosor de la capa de células neuroepiteliales 

en la PTD, de la CoD1 (Fig. 28 A-D, flechas discontinuas) y una disminución 

en el grosor de la comisura en relación al control (Fig. 28 A-D, flechas 

continuas y gráfico en III). La inhibición de EphA7 se da principalmente en las 

columnas laterales presentes entre la placa basal y alar, y en menor medida 

en la PTDM (Fig. 28, B’’-D´’ flechas y recuadros), mientras que no se altera su 

expresión en el mesénquima (Fig. 28 B’’-D’’, punta de flecha). La expresión de 

OSC-espondina también se ve afectada, abarcando una superficie mayor de la 

PTD y expresándose además en la línea media, la cual en condiciones normales 

expresa EphA7 pero no OSC-espondina (Fig. 28 B’-D’, flechas). El marcaje con 
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NCAM muestra una disminución en la cantidad de fascículos axonales y en la 

localización de estos (Fig. 28 B’’’-D’’’, flechas continuas), estando presentes 

solamente en la zona más ventricular del estrato intermedio en vez de 

localizarse a través de toda esta zona hasta llegar al estrato superficial (Su) 

como se observa en el animal control (Fig. 28 A’’’, flechas continuas). Además, 

podemos observar que la cantidad de axones en la cp es considerablemente 

menor a las observadas en el control (Fig. 28 B’’’-D’’’, flechas discontinuas en 

comparación con A’’’).  

Al analizar la morfología de los animales fijados en HH31 (Fig. 29) se 

pudo observar un alto grado de malformación a nivel macro (n=4), pudiendo 

identificar atrofia en el desarrollo de uno de los ojos (Fig. 29 A’, flecha) y 

torsión del encéfalo afectando principalmente al telencéfalo y diencéfalo (Fig. 

29 A’, llave). Al analizar a nivel microscópico estos animales en cortes frontales 

se identifica un alto grado de malformación a nivel de la mitad dorsal 

mostrando: 1) pérdida de la simetría bilateral (Fig. 29 B, llaves); 2) Marcaje 

de OSC-espondina desplazado del eje medial hacia regiones más alares (Fig. 

29 C, flechas); 3) axones orientados aberrantemente (Fig. 29 D, flechas) de 

acuerdo al contexto general (se observan fascículos con orientación sagital a 

pesar que los distintos elementos, incluido el primordio de la hipófisis en B 

señalado con flecha, indican que el corte es frontal); 4) inhibición total de 

EphA7 en el parénquima neuronal permaneciendo solo la expresión en el 

mesénquima circundante (Fig. 29 E, flechas). 

Las características anteriormente descritas se observan en mayor o 

menor grado en todos los animales inhibidos y analizados en estadio HH31 

(Fig. 30 A-D). Los resultados obtenidos muestran concordantemente que la 

morfología general de la PTD cambia, lo que lleva a la pérdida de la simetría 

en la zona; sin embargo la región ventral aparentemente no se ve afectada 

(Fig. 30 B-D). Como marcador de la PTD se utilizó anticuerpo anti OSC-

espondina, el cual en todos los casos muestra un desplazamiento a regiones 

alares de acuerdo al eje que correspondería a la línea media (Fig. 30 B’-D’, 
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flechas). Además, se observa la pérdida de EphA7 en las columnas laterales  y 

la PTD, indicando la inhibición total de la proteína en el parénquima neuronal, 

pero no así en el mesénquima circundante (Fig. 30 B’’-D’’, puntas de flecha), 

también se observa un cambio en el comportamiento axonal en relación al 

animal control, mostrando una perdida en la direccionalidad de los axones, 

donde los fascículos longitudinales en el eje ventro-dorsal encontrados en el 

control modifican su trayectoria hacia una céfalo-caudal, tomando forma de 

ovillos (Fig. 30 B’’’-D’’’, flechas; con mayor detalle en los paquetes axonales 

indicados en Fig. 30 b’-d’, flechas continuas). Además, en todos los casos 

analizados encontramos ausencia de cp (Fig. 30 b-d). 
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Figura 27: Estudio del efecto mecánico de microesferas sobre axones provenientes 

de núcleos pretectales en presencia de EphA7 bajo distintas situaciones 

experimentales. A-D, imágenes de los explantes en las distintas condiciones y la 

correspondiente distribución de los axones. E, gráfica del área axonal (%) en cada 

una de las condiciones, en verde área de los axones que no crecen en la región de las 

microesferas con fluorescencia roja; en rojo, área de axones que crecen en las 

microesferas, valores normalizados a porcentaje total, presentando la desviación 

estándar de cada medición y la significancia estadística. [(*) ≤ 0.05, significativo; 

(**) ≤ 0.01 altamente significativo; (***)≤0.001 sumamente significativo; Barras: 

100 µm]
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Figura 28: Inhibición in vivo con morfolino contra EphA7 y posterior análisis en estadio 

HH27: reducción y desplazamiento anormal de los tractos axonales. A-A’’’: animal 

inyectado con morfolino control. B-B’’’, C-C’’’ y D-D’’’: cortes frontales de animales 

inhibidos con morfolino para EphA7. A’-D’: marcaje con anticuerpo contra OSC-

espondina, mostrando la expresión de esta proteína en la PTD en animal control e 

inhibidos. A’’-D’’’’-F’’: Marcaje con anticuerpo anti EphA7 mostrando la inhibición de 
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las columnas laterales, y en menor medida en la PTD (flechas) en relación al control. 

b-d: imagen aumentada de recuadro en B’’-D’’. A’’’-D’’’: marcaje con anticuerpo anti 

NCAM mostrando la disminución en los fascículos axonales y en el grosor de la cp en 

comparación al control. I y II: embrión electroporado con morfolino contra EphA7 

mostrando el área de estudio (cp, recuadro punteado en ambas imágenes) y la zona 

correctamente electroporada bajo flecha en II, flecha punteada en II muestra marca 

en telencéfalo.  III: Cuantificación del efecto de la inhibición (n=6) sobre el grosor de 

la cp en comparación a animales control (n=3). [Barras: A-A’’’, B-B’’’, C-C’’’ Y D-

D’’’,200 µm; en b-d, 100 µm; (**) ≤ 0.01 altamente significativo; Barras: 100 µm].
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Figura 29: Inhibición de EphA7 induce un alto grado de malformación cefálica en los 

embriones. A-A’: animal inyectado con morfolino contra EphA7 mostrando ambos 

lados del embrión y evidenciando malformaciones a nivel cefálico (en A’ llave y 

flecha). B-E: cortes de embrión con malformación tras la inhibición con morfolino 

contra EphA7. B y D: hematoxilina/eosina del área correspondiente a CoP, mostrando 

elementos como el primordio de la hipófisis (en B, flechas) indicando la frontalidad 

del corte y en E la orientación aberrante de los fascículos axonales. C: 

inmunohistoquímica con anti-OSC-espondina, mostrando el desplazamiento de la 

marca a regiones más alares (flecha). E: marcaje con anti-EphA7 mostrando 

inhibición completa de EphA7 en el parénquima neuronal pero no así en el 

mesénquima circundante (flechas y puntas de flecha). [Barras: B-D, 200 µm; E, 100 

µm] 
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Figura 30: Inhibición in vivo de EphA7 con morfolino y posterior análisis en estadio 

HH31: pérdida de la simetría bilateral y de la trayectoria axonal. A-A’’’ y a-a’: animal 

inyectado con morfolino control mostrando una morfología normal (A) y expresión de 

marcadores OSC-espondina (A’), EphA7 (A’’) y NCAM normales (A’’’, a-a’). B-B’’’, C-

C’’’ y D-D’’’: animales inhibidos con morfolino contra EphA7, evidenciando la 
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movilización de la PTD a través del marcaje con anticuerpo contra OSC-espondina(B’-

D’), junto con inhibición total de EphA7 en el parénquima neuronal al realizar 

inmunohistoquímica con anti-EphA7 (B’’-D’’) y cambio en la trayectoria axonal y la cp 

al analizarlo con anticuerpo contra NCAM (B’’’-D’’’). a-d, a’-d’: imágenes aumentadas 

de los fascículos axonales en forma de ovillos en A’’’-D’’’. [Barras: A-A’’’, B-B’’’, C-C’’’ 

y D-D’’’, 200 µm; a-d y a’-d’, 100 µm]
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Finalmente presentamos un esquema con el patrón de expresión de las 

distintas moléculas estudiadas durante el desarrollo de la comisura posterior. 

Los axones que formarán parte de esta estructura crecen a través del eje 

ventro-dorsal en un ambiente rico en moléculas de matriz extracelular, 

avanzando por zonas positivas para proteínas como osteopontina y laminina, 

y siendo delimitadas por barreras en forma de columnas positivas para 

tenascina y HNK-1. A su vez, se logró determinar la presencia de moléculas 

de guía axonal como EphA7, presente en forma de columnas a través de todo 

el eje ventro-dorsal en donde axones positivos para efrina-A5 avanzan hasta 

la PTD, y la presencia de efrina-A2 en CoD.  

Al llegar a la PTD, los axones positivos para efrina-A5 y NCAM siguen 

avanzando sobre un sustrato rico en osteopontina y laminina, mientras 

interaccionan con la PTDL positiva para OSC-espondina para luego decidir si 

cruzar o no la línea media al enfrentarse a EphA7.  
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Figura 31: Esquema resumen mostrando patrones de expresión de las 

distintas moléculas en el parénquima y en los axones que forman la cp entre 

el día 5 y 6 de desarrollo. 
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DISCUSIÓN 

 

En los organismos que poseen simetría bilateral, el establecimiento de 

circuitos neuronales que interconecten ambos lados del SNC es indispensable 

para integrar la información recibida desde el exterior y la posterior generación 

de una respuesta. Esta interconexión está conformada por las llamadas 

comisuras, tractos axonales que atraviesan la línea media guiados por 

moléculas presentes en la matriz extracelular o en la membrana de células 

vecinas. Para que se establezcan las conexiones neuronales adecuadas los 

axones comisurales por lo tanto deben extenderse desde el lugar donde se 

encuentra el soma neuronal hasta la línea media, atravesar dicha línea y viajar 

hasta su contraparte sináptica contralateral.  Durante este viaje los axones se 

van encontrando de forma secuencial con diversas moléculas cuyo efecto será 

dependiente de los receptores presentes en la superficie axonal. 

 Dentro de las comisuras cerebrales, la formación de la comisura 

posterior ha sido una de las menos estudiadas. Se ha descrito su participación 

en la coordinación ocular, y en animales no mamíferos, que carecen de cuerpo 

calloso, suple parte de las funciones de dicha comisura. Trabajos previos del 

laboratorio señalaron la presencia de OSC-espondina en la placa del techo que 

atraviesan los axones de la cp, y su efecto en la fasciculación y crecimiento 

axonal, así como la ausencia de esta proteína en la línea media central, justo 

donde algunos axones giran hacia el lado ipsilateral. Sin embargo, la guía de 

estos axones desde el lugar donde se encuentra el soma hasta la placa del 

techo, y las moléculas que le permiten al axón decidir si siguen hacia el lado 

contralateral o ipsilateral no estaban descritas, y son la pregunta de la 

presente tesis. 

En este trabajo de tesis nos enfocamos en las moléculas responsables 

de guiar a los axones que conforman la comisura posterior, específicamente 

en dilucidar las moléculas de la familia de las efrinas/Eph así como de los 

componentes de la matriz extracelular implicados en la guía de dichos axones. 
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Miembros de la familia de las Eph/efrinas expresadas durante el desarrollo de 

la cp 

Dentro de las moléculas clásicas de guía axonal ya identificadas 

transcripcionalmente con anterioridad, se encontró a EphA7 presente desde 

estadios tempranos de desarrollo en el prosómero 1 (Marín y cols., 2001; 

Baker y cols., 2003, García-calero y cols., 2006; Halilagic y cols., 2007). Con 

el fin de estudiar la posible relación de esta mólecula con la formación de la cp 

se realizó hibridación in situ para EphA7 en cortes transversales de estadio 

HH27 mostrando que este transcrito estaba siendo expresado por células 

ubicadas en la región medial de la PTD, con un patrón complementario al 

descrito previamente para OSC-espondina (Caprile y cols., 2009; Stanic y cols, 

2010). Esto también se evidenció a nivel proteico en donde análisis 

inmunohistoquímico en embriones completos demostró la complementariedad 

en la expresión de ambas proteínas, presentando a OSC-espondina en las 

regiones lateral de la placa del techo diencefálica y a EphA7 en la región 

medial, PTDL y PTDM respectivamente. La expresión de EphA7 además se vio 

prolongada en el tiempo desde HH17 hasta al menos HH31. Sin embargo, la 

inmunorreactividad disminuye a medida que avanza durante el desarrollo, 

coincidiendo con la disminución en el crecimiento de la cp (Stanic y cols., 

2014). La presencia de EphA7 en la PTDM indicaría un posible rol como blanco 

intermedio ayudando a decidir a los axones si cruzar o no cruzar este punto o 

bien para impedir que estos vuelvan a recruzar la línea media. La participación 

de receptores tipo Eph en la toma de decisión si cruzar o no la línea media ha 

sido descrita con anterioridad en distintos sistemas tales como en los axones 

corticoespinales (Kullander y cols., 2001), en la comisura anterior 

(Henkenmeyer y cols., 1996), en axones contralaterales eferentes del oído 

interno (Cowan y cols., 2000) y en el quiasma óptico (Williams y cols., 2003). 

Los estudios de expresión proteica para EphA7, también demostraron 

que ésta presentaba un patrón específico en las regiones laterales, 
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expresándose desde la placa basal hasta el límite de la placa alar con la PTD, 

formando columnas que enmarcan el paso de los axones (Stanic y cols., 2014). 

El hecho de que una molécula de guía axonal se exprese en forma de columnas 

no había sido descrito con anterioridad, ya que la expresión de las proteínas 

pertenecientes a la familia Eph-efrinas es principalmente en gradiente 

(Drescher y Cols., 1995; Connor y Cols., 1998; Scalia y Cols., 2009, Kozulin y 

Cols., 2009; Triplett y Feldheim., 2012). Sin embargo, este tipo de 

organización si ha sido descrita para moléculas de MEC, donde principalmente 

funcionan como sustratos permisivos o restrictivos para el paso de los axones, 

creando verdaderas “carreteras” durante el desarrollo del SN y en procesos de 

regeneración nerviosa (Silver y Miller, 2004; Faissner y Cols., 2006; Barros y 

Cols., 2011; Chiquet y Tucker, 2011; revisado en Brown, 2011). Esta idea se 

complementa debido a la presencia de los axones entre las columnas 

observadas, por lo cual existe la posibilidad de que in vivo EphA7 esté 

delimitando un camino a través del eje ventro-dorsal por el cual guiar a los 

axones hacia la placa del techo diencefálica. Por lo tanto, y de acuerdo al 

patrón de expresión encontrado para EphA7 la trayectoria de estos axones 

puede ser dividida en tres etapas: (1) Avance desde la región ventral hasta la 

placa del techo; (2) fasciculación en la PTDL; y (3) decisión en la línea media 

dorsal de seguir ipsilateralmente o continuar hacia el lado opuesto.  

Sin embargo, para que EphA7 ejerza su función es necesario que 

interaccione con ligandos específicos presentes en la membrana de los axones 

(efrinas-A). La presencia de algunas efrinas miembros de la subclase A en el 

prosómero 1 ha sido descrita en literatura. Marín y cols. (2001) mostró la 

expresión de efrina-A2 y efrina-A5 en la región pretectal, con una expresión 

gradual desde la placa basal hasta la placa del techo diencefálica y con una 

alta concentración en los núcleos precomisurales principales. Estos 

antecedentes y la descripción en la interacción de estas dos moléculas con 

EphA7 en otros sistemas (Baker y Antin, 2003; Park y cols, 2013; Clifford y 

cols., 2014) nos llevaron a estudiar si efrina-A2 y –A5 estaban presentes en 
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los axones que viajan ventro-dorsalmente a formar la cp. Los resultados 

obtenidos en este estudio demuestran que ambas efrinas-As están presentes 

en el prosómero 1, efrina-A2 muestra un patrón que varía espacio-

temporalmente desde la región medial cefálico del diencéfalo dorsal en estadio 

HH24 hasta formar dos franjas laterales delimitando la zona medial 

diencefálica que se extiende desde regiones más cefálicas hasta el diencéfalo 

caudal a través de los estadios HH25-HH27. Esta expresión no se observa en 

los axones, sino que en las células ependimales por lo que no estaría 

interaccionando con EphA7 en trans y generando la respuesta de los axones a 

este receptor. Sin embargo, efrina-A5 si se encuentra en los axones que viajan 

ventro-dorsalmente hasta formar la comisura posterior en el pretectum 

comisural lo que indicaría una posible interacción entre EphA7 y la efrina-A5 

presente en los axones.  

El efecto de EphA7 sobre los axones ha sido descrito principalmente 

como repulsivo, sin embargo, existe evidencia que también puede promover 

la adhesión celular, permitiendo que axones en crecimiento logren avanzar por 

lugares que normalmente generarían repulsión y bajo ciertas circunstancias 

promover el crecimiento axonal (Rashid y cols., 2005; Lim y cols., 2008; 

Holmberg y cols., 2000; Chai y cols., 2014; Tai y Kromer., 2014). Para 

entender como funcionarían estas posibles interacciones nos evocamos a 

sistemas ya descritos en el desarrollo embrionario como la formación del eje 

retino-tectal/colicular. En este sistema, las células retinales ganglionares 

nasales (CRGn) que expresan altos niveles de efrina-A5 interaccionan con 

EphA7 en la región anterior del téctum óptico/colículo superior (TO/CS) 

generando repulsión de estos axones hacia la zona posterior del colículo donde 

EphA7 está menos concentrado (Rashid y Cols., 2005). A su vez efrina-A5 

necesita de un co-receptor para poder generar la cascada de señalización 

intracelular que dará paso a la respuesta, se ha visto que p75 co-

inmunoprecipita con efrina-A5 y es necesario para la inducción de la 

fosforilación mediada por EphA7 in vitro (Lim y Cols., 2008). Nuestros 
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resultados revelan la expresión de efrina-A5 en los axones que recorren el eje 

ventro-dorsal hacia la cp en el pretectum comisural. Estos axones viajarían 

por los corredores delimitados por células positivas para EphA7, en donde los 

fascículos axonales estarían en contacto con la superficie de los corredores 

produciendo repulsión ellos, lo cual promovería el crecimiento a través de 

estos túneles a lo largo del eje ventro-dorsal.  

Nuestros experimentos también mostraron la presencia del transcrito 

para efrina-A2 en la placa alar; sin embargo, este no estaría presente en los 

axones sino que aparentemente en las células del parénquima. Cabe 

mencionar que en el mismo sistema retino-tectal, se ha descrito que efrina-

A2 junto con efrina-A5 expresados en el parénquima del TO, están repeliendo 

los axones temporales (CRGt) cuando se encuentran en altas concentraciones 

y a su vez participando en la promoción del crecimiento de los axones nasales 

(CRGn) cuando se encuentran en bajas concentraciones (Nakamoto y cols., 

1996; Monschau y cols., 1997; Feldeheim y cols., 1998; Hansen y Cols., 

2004). Además, efrina-A2 y EphA7 participan en conjunto en la guía de los 

axones retinales en el TO/CS. Efrina-A2 (posterior) presenta un gradiente 

opuesto al de EphA7 (anterior) en el CS, por lo que se postula que al ir 

disminuyendo el efecto de EphA7, el aumento de la concentración de efrina-

A2 en el parénquima impulsa a los axones a llegar hasta la región posterior de 

este (Rashid y cols., 2005). El mecanismo exacto por el cual efrina-A2 pasa 

de un efecto repulsivo a uno atractivo aún no está claro, aunque se postula 

que la respuesta de los axones retinales (CRG) depende de variaciones 

pequeñas en la concentración de receptores tipo EphA en la membrana. De los 

distintos EphA que han sido detectados en las CRG, EphA3 es el único que 

presenta un gradiente témporo-nasal que genera variaciones discretas de este 

receptor en la membrana. Cuando este receptor en su forma truncada es 

expresado ectópicamente en un subgrupo de CRGt, genera un cambio en la 

trayectoria axonal haciendo que estas se proyecten hacia regiones del téctum 

posterior (Cheng y cols., 1995; Feldheim y cols., 2000; Hansen y cols., 2004; 
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Feldheim y O’ leary, 2010). Por lo tanto, se ha postulado que EphA3 en altas 

concentraciones es repelido por efrina-A2 pero en bajas concentraciones es 

atraído por esta. A raíz de lo presentado, además de la expresión del transcrito 

para EphA3 en la región más caudal del diencéfalo con una intensidad de 

reacción al parecer mayor en la zona ventral en estadio HH23 (Geisha data 

base), postulamos que este podría ser un posible receptor para que efrina-A2 

ejerza su función posiblemente atrayendo a los axones que se mueven en el 

eje ventro-dorsal.  

En resumen, creemos que EphA7 estaría interactuando directamente con 

efrina-A5 en trans generando repulsión sobre los axones y que efrina-A2 

estaría interaccionando probablemente con EphA3 de alguna manera similar a 

la propuesta sobre los axones retinales que son atraídos finalmente a la región 

posterior del téctum. 

Con el fin de estudiar el efecto directo que EphA7 tendría sobre los 

axones comisurales nos planteamos realizar ensayos de preferencia con 

bandas en donde cultivamos explantes provenientes de núcleos pretectales 

bajo distintas condiciones en presencia y ausencia de EphA7. Sin embargo, y 

a pesar de que se observó una tendencia a generar una repulsión sobre los 

axones por parte de EphA7 en los ensayos con microesferas, no pudimos 

atribuir esto directamente a EphA7 puesto que en los ensayos con anticuerpo 

como marcador fluorescente se observó también que estos preferían las 

bandas sin fluorescencia. Esto podría principalmente deberse a: 1) se ha 

descrito que la presencia de otras moléculas dentro de los parches de 

Eph/efrinas generan espacios entre los oligómeros puede interferir en la 

especificidad y fuerza de la respuesta, lo que puede estar sucediendo al 

adicionar microesferas e IgG Cy3 (Schaupp y cols., 2014; Nikolov y cols., 

2013) -2) Otra posibilidad es que al generar las bandas estas sean más 

voluminosas al presentar las microesferas o IgG Cy3, lo que podría generar un 

surco que se llenaría tras la cobertura final con laminina, favoreciendo el 

crecimiento en las bandas no fluorescentes. Más aun, una posibilidad que no 
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puede ser descartada es que los axones provenientes de los núcleos 

pretectales sean más sensibles a los cambios mecánicos en el medio que los 

axones probados con anterioridad en otros estudios de preferencia de 

sustratos, los cuales no demuestran problemas al ser expuestos a microesferas 

o a otros cambios en la superficie de crecimiento (Walter y cols., 1987; Kantor 

y cols., 2004; Knoll y cols., 2007). 

Por otro lado, los ensayos de inhibición in vivo para EphA7 demostraron 

que al inhibir las columnas laterales, pero manteniendo la expresión en la 

PTDM, la cantidad de fascículos axonales que avanzan por el eje ventro-dorsal 

disminuye. Esto puede deberse a que tras la inhibición en la expresión, la 

interacción en trans efrina:Eph eliminaría la señalización mediada por 

fosforilación en las células del parénquima. Esta señalización se ha visto que 

activa a una serie de efectores que llevan finalmente a la activación de las 

GTPasas pequeñas Rac1 y RhoA, las cuales modularían el reordenamiento del 

citoesqueleto y llevarían a alteraciones en la morfología de la célula y 

modificación de sus contactos intercelulares (Pasquale y cols., 2005; Kania y 

Klein, 2016). Más aun, las variantes de splicing de EphA7 que carecen de la 

región citoplasmática completa promueven adhesión celular en vez del 

conocido efecto repulsivo, esto demuestra que una correcta señalización 

intracelular es indispensable para el efecto deseado (Holmberg y cols., 2000). 

Por lo tanto, la inhibición de EphA7 podría estar generando una serie de 

respuestas en el parénquima celular, desde la perdida de la morfología celular 

hasta disminución en la proliferación y posiblemente perdida en la expresión 

de otras moléculas necesarias para el crecimiento y guía de los axones. 

Además, esto llevaría a que efrina-A5 presente en la membrana axonal no 

pudiera interactuar con su receptor por lo cual no existiría señalización reversa 

hacia los axones, inhibiendo cualquier efecto que EphA7 generara 

normalmente (Park y cols., 2013) 

Los estudios de inhibición de EphA7 realizados en este trabajo dieron 

como resultado 2 fenotipos: 1) disminución de la presencia de fascículos en el 
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eje ventro-dorsal además de desplazamiento de estos hacia el estrato 

periventricular y adelgazamiento de la capa de células neuroepiteliales y cp 

debido a la perdida de las columnas laterales de EphA7; 2) pérdida de la 

integridad del pretéctum comisural debido al desplazamiento lateral de la PTD 

conllevando a la aberración en la trayectoria axonal y pérdida en la simetría 

bilateral y de la cp, debido a una inhibición total de EphA7 en el parénquima 

neuronal.  

En el segundo tipo de inhibición se observa pérdida de la morfología 

característica y de la regionalización de los dominios que componen el 

pretectum comisural, evidenciado al observar el desplazamiento lateral de la 

PTD. Esto no se observa en el primer tipo de inhibición donde la expresión de 

EphA7 se mantiene en la PTDM, pudiendo atribuir este cambio en el fenotipo 

principalmente a la inhibición de EphA7 en esta zona.  

La interacción entre las proteínas pertenecientes a la familia de las 

Eph/efrinas ha sido implicada principalmente con procesos de adhesión celular 

y guía axonal (O’Leary y Wilkinson. 1999; Kullander y Klein, 2002; Pasquale, 

2005). Sin embargo, existen evidencias de que también estarían involucrados 

directa o indirectamente en la regulación de la proliferación celular (Conover 

y cols., 2000; Holmberg y cols., 2005). Más aun, se ha observado que la 

interacción efrina-A5-EphA7 en progenitores corticales promueve la apoptosis 

resultando en la disminución en el tamaño de la corteza, mientras que ratones 

EphA7-/- producen el efecto contrario (Depaepe y cols., 2005).  En relación a 

esto, se ha identificado la co-expresión de efrina-A5 y EphA7 en la línea media 

dorsal diencefálica y mesencefálica anterior en ratones, y al sobreexpresar 

efrina-A5 in vivo se logró determinar que la interacción ligando-receptor 

inducia fuertemente la apoptosis en las células que expresaban EphA7, 

observando severas malformaciones en el cerebro durante el desarrollo 

embrionario. Dichas malformaciones fueron atribuidas a una apoptosis masiva, 

generando la pérdida de la integridad tisular, un cambio en la tensión mecánica 

del tejido y por ende en la morfología en general. Se cree que las células 
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neuroepiteliales de la línea media dien- y mesencefálicas están expresando 

ambas moléculas en su membrana solo que en dominios celulares distintos, 

generando contactos con las células vecinas que expresen ya sea EphA o 

efrina-A que no esté expresado en la otra membrana. Estas interacciones 

normales EphA/efrina-A desencadenan un estímulo hacia ambas células, y al 

sobreexpresar EphA o efrina-A se generaría una variación en la señalización 

intracelular normal, llevando a la activación de la vía apoptótica (Park y cols., 

2013; Park S., 2013). Esto es importante debido a que la muerte celular 

programada durante el desarrollo cerebral temprano es sumamente elevada y 

es esencial para la regulación selectiva de la eliminación de los progenitores 

neuronales (Kuan y cols., 2000; Yeo y cols., 2004). 

Más aun, estudios han logrado mostrar que EphA7 interacciona con 

TNFR1 (receptor de necrosis tumoral 1) al ser estimulado por efrina-A5, 

llevando a la formación de un complejo multiprotéico capaz de activar la vía 

de señalización apoptótica dependiente de caspasas in vitro (Lee y cols, 2013; 

Lee y cols., 2015).  

Los antecedentes planteados, junto con los datos de inhibición de la 

presente tesis, sugieren que EphA7 presente en las células de la PTDM sería 

importante en el balance entre la supervivencia y la muerte celular necesarios 

para el correcto desarrollo del prosómero 1, en donde la interacción con efrina-

A5 llevaría a la regulación controlada de la proliferación de esta área en 

general.  

 

Moléculas de matriz extracelular en el P1 

 

El mecanismo de acción propuesto se ve fortalecido además por los 

estudios de expresión de distintas moléculas de MEC en el CoP, los cuales 

revelaron la presencia de moléculas que en otros contextos han sido 

involucradas en guía axonal como tenascina y HNK-1, que presentaron un 

patrón de expresión muy similar al de las columnas de EphA7. La familia de 
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las tenascinas incluye distintas moléculas (ej: TN-C, R, X e Y), pero solo TN-C 

y –R han sido reportadas en el SNC (Faissner y cols., 1997). El anticuerpo 

utilizado durante este trabajo reconoce a TN-C (Akbareian y cols., 2013). 

La TN-C ha sido relacionada con varios aspectos del desarrollo del SNC, 

incluyendo la regulación de los procesos de proliferación y diferenciación, guía 

axonal y modulación a la respuesta a otros componentes de matriz (Gotz y 

cols., 1997; Schweitzer y cols., 2005; Besser y cols., 2012). La importancia 

de TN en la formación de comisuras durante el desarrollo, ha sido estudiada 

en el tracto óptico, en donde está bordeando la proyección óptica, previniendo 

que los axones salgan del tracto axonal en dirección medio-caudal. La 

inhibición de TN en este contexto resulta en falla en la navegación y un 

incremento en la ramificación de los axones (Becker y cols., 2003). El patrón 

de expresión de TN encontrado en el pretectum comisural sugiere una función 

similar a la descrita durante la formación de la cp. Estos antecedentes nos 

llevan a pensar que la presencia de tenascina y EphA7 en la misma zona 

llevaría a doblar el efecto repulsivo sobre los axones provenientes de los 

núcleos pretectales, asegurándose de que estos lleguen a la PTD.  

Por otro lado, el epítope HNK-1 es un trisacárido expresado de forma 

muy selectiva en ciertos tipos de glicolípidos y glicoproteínas, como por 

ejemplo moléculas de adhesión celular (NCAM) o de MEC (tenascina). Esta 

molécula se expresa de forma preferente en el SN adulto y durante el 

desarrollo (Abo y Balch., 1981; Martini y Cols., 1994; Ong y cols., 2002; 

Kleene y Schachner, 2004; Yagi y cols., 2010). La función de HNK-1 se 

demostró en ratones con una modificación genética de las enzimas encargadas 

de su síntesis, los cuales presentan un fenotipo con anormalidades 

electrofisiológicas y defectos en la plasticidad neuronal. En gatos, HNK-1 está 

expresado en la corteza visual durante el periodo crítico de sinaptogénesis, 

además se ha visto que promueve el crecimiento axonal en axones motores y 

contribuye a la recuperación funcional tras injuria en la médula espinal (Martini 
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y cols., 1994; Vogel y cols., 1993; Senn y Cols., 2002; Yoshihara y Cols., 

2009; Ma y cols., 2016). 

La localización de HNK-1 durante el desarrollo de la cp sugiere que estaría 

presente en la tenascina, principalmente porque ambas moléculas presentan 

un patrón de expresión similar correspondiente a 3 columnas ventro-dorsales 

en la región lateral. Además, HNK-1 está presente en los axones entre CoL1 y 

CoD2 y decrece su expresión a medida que se avanza a la región dorsal. En 

esta región podría estar interactuando con laminina-1 o CSPGs (si este fuera 

un lectican) que interaccionan con HKN-1 durante el desarrollo promoviendo 

la adhesión y crecimiento neurítico (Hall y cols., 1995; Miura y cols., 2001). 

Cabe mencionar también que, complementaria a la expresión de EphA7, 

tenascina y HNK-1, existiría la expresión de otra proteína de MEC, llamada 

osteopontina, expresándose complementariamente en el espacio delimitado 

entre las columnas. Esta proteína fue primeramente descrita en la formación 

de huesos durante el desarrollo y la reabsorción ósea (Chen y Cols., 1993; 

Reinholt y Cols., 1990); sin embargo, ha sido identificada en el SNC tras 

injurias en el nervio óptico y médula espinal (Küry Y Cols., 2004; Hashimoto 

y Cols., 2003), en donde desempeña diferentes roles dependiendo del tipo de 

axón, promoviendo el crecimiento en axones motores (Wright y cols., 2014) e 

inhibiéndolo en axones sensitivos (Küry Y Cols., 2004). Además, se ha 

observado que neuronas hipocampales extraídas postnatalmente al ser 

cultivadas con osteopontina presentan mayor número de neuritas primarias 

que al ser cultivadas en laminina (Plantman y cols., 2012). La expresión y 

función de esta proteína durante el desarrollo del SNC no ha sido descrito con 

anterioridad, pero experimentos in vitro con CRG embrionarias muestran que, 

al usar osteopontina como sustrato, este promovería el crecimiento axonal 

mediante la interacción con uno de sus receptores conocidos, CD44 (Ries y 

cols., 2007). El estudio recién mencionado también hace hincapié en el 

aumento del crecimiento de los axones al tener tanto osteopontina como 

laminina presentes como sustratos. En el presente estudio se observó que 
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laminina está presente en la zona correspondiente al espacio entre las 

columnas en las placas laterales, correlacionándose por tanto con 

osteopontina. Sin embargo, los axones en esta zona no son positivos para 

CD44 (datos no mostrados), aunque este al parecer no es su único receptor, 

ya que se ha demostrado que osteopontina posee una secuencia específica de 

unión a integrinas (Arg-Gly-Asp). De hecho, ha sido comprobado que es capaz 

de unirse a las integrinas αVβ5, αvβ1, αvβ5, α9β1 y α4β1 (Liaw y cols., 1995; 

Smith y cols., 1996; Bayless y Cols., 1998), lo que sugiere que osteopontina 

podría estar interaccionando por medio de las integrinas descritas previamente 

en los axones comisurales.  

Otra de las moléculas presentes en la matriz extracelular que sirven de 

sustrato a los axones de la cp es laminina-1. Las lamininas son glicoproteínas 

heterotriméricas con subunidades α, β, y γ, las cuales se ensamblan formando 

una estructura cruciforme. Actualmente se han descrito 15 isoformas de 

laminina dependiendo de las distintas cadenas que la compongan: α1–5, β1–

3, y γ1–3 (Colognato y Yurchenco, 2000).  

Estas moléculas juegan distintos roles in vitro tales como migración, 

diferenciación y crecimiento axonal en distintos tipos neuronales (Liesi y cols., 

1989; Adams y cols., 2005; Turney y Bridgman, 2005). El anticuerpo utilizado 

reconoce específicamente laminina-1, la cual al ser usada como sustrato en 

cultivo promueve fuertemente el crecimiento axonal en una gran variedad de 

neuronas del SNC y periférico. Análisis de mutantes para laminina en 

Caenorhabditis elegans, Drosophila, Danio rerio y Mus musculus han 

entregado importante evidencia de la importancia de esta proteína para la 

correcta guía axonal (García-Alonso y cols., 1996; Karlstrom y cols., 1996; 

Forrester y Garriga, 1997; Huang y cols., 2003; Paulus y Halloran, 2006; Chen 

y cols., 2009). Más aún, peces cebra mutantes para bashful/laminina α1 

presentan defectos en la mayoría de los tractos axonales incluido la cp (Paulus 

y Halloran, 2006). Adicionalmente, los mutantes de bashful muestran defectos 

en la fasciculación y extensión, así como también un aumento en la formación 
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de ramificaciones. Curiosamente, y en contraste con los axones del SNC, los 

axones periféricos se presentan normales en los mutantes para bashful.  

Un gran número de estudios in vitro han demostrado que laminina 1 no 

solo actúa como un sustrato permisivo, sino que, al aplicarse localmente, 

puede dirigir axones en crecimiento (Adams y cols., 2005; Turney y Bridgman, 

2005). Los distintos tipos de laminina estimularían la extensión del axón 

mediante la adhesión mediada por integrinas y su cascada de señalización 

intracelular (Kuhn y cols., 1995). Sin embargo, se ha descrito que otros 

receptores de membrana tales como sindecan y distroglican podrían estar 

involucrados en ciertos tipos de neuronas (Hamill y cols., 2009). Con respecto 

a nuestros resultados sabemos que los axones del pretectum comisural 

estarían expresando integrina β1 (Caprile y cols., 2009) y expresarían en 

cultivo también α6, aunque no sabemos si están generando el heterodímero, 

pero podrían ser un posible receptor para la laminina descrita en esta región. 

En este estudio analizamos también la presencia de fibronectina, 

perlecan y decorina, todas las cuales estarían presentes en la membrana 

limitante externa. Fibronectina, a pesar de su uso como sustrato permisivo en 

el crecimiento axonal ha sido detectado en el SNC solo en la membrana pial y 

vasos sanguíneos (Milner y Campbell, 2002; Lathia y cols., 2007). Así mismo, 

decorina no ha logrado ser descrita en cerebro de ratones, con la excepción 

de las meninges y una región de la placa del suelo localizada en el cuarto 

ventrículo (Scholzen y cols., 1994). Perlecan por otro lado, es un componente 

importante de las membranas basales y ha sido descrita rodeando fascículos 

axonales proveniente de neuronas olfatorias sensitivas en embriones de 

ratones (Shay y cols., 2008) y promoviendo el crecimiento neurítico in vitro 

(Nakamura y cols., 2015). En embriones de pollo en estadio HH17 ha sido 

descrito en la membrana limitante externa (Soulintzi y Zagris, 2007) lo cual 

se mantendría en el tiempo como lo hemos reportado.
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Guía de los axones en la placa del techo diencefálica 

  

Con anterioridad habíamos descrito que durante la llegada de los axones 

a la PTD se enmarca un hito importante, el encuentro con la OSC-espondina, 

la cual ayuda a la fasciculación de los axones a través de la PTDM. La inhibición 

de esta proteína mediante la electroporación de un plásmido con la secuencia 

para el shRNA de OSC-espondina en la zona de la PTD, generó graves 

problemas asociados a la defasciculación de los axones y a la proliferación de 

las células de la PTD así como también de otras zonas a nivel dorsal (Vera & 

Stanic y Cols., 2013). Sin embargo, se sabe que al llegar a la línea media los 

axones deben decidir si cruzar o no hacia el lado opuesto en una zona carente 

de OSC- espondina. Nuestros estudios no solo demostraron la presencia del 

transcrito de EphA7, sino de la proteína en esta región desde los inicios de la 

formación de la cp. En esta región la EphA7 está siendo expresada en la parte 

inicial de las prolongaciones basales de las células ependimales, cercanas al 

cuerpo celular, lugar donde se cree ingresan los axones que van llegando a la 

zona en una primera instancia. En esta región también se encuentra la 

presencia de laminina y osteopontina. Esta última, a pesar de que es una 

molécula que solo recientemente ha sido relacionada durante el desarrollo a 

procesos de guía axonal (Ries y Cols., 2007), se estima que podría estar 

ejerciendo una función principalmente atractiva ya que existe una co-

expresión entre esta proteína, laminina y los axones integrina β1 positivos que 

avanzan hacia la PTD por las regiones laterales de CoP.  

En el caso particular de laminina, estudios han demostrado que es capaz 

de modular el efecto de moléculas señal como netrinas (Hopker y cols., 1999) 

y miembros de la familia Eph/efrinas. En este contexto, mientras que EphB no 

presenta ningún efecto sobre los axones de CRG cuando crecen en un medio 

con L1CAM, al cultivarlos en un medio con laminina/L1, los conos axónicos 

disminuyen su velocidad de crecimiento pero se mantienen dinámicos en 

respuesta a EphB (Suh y cols., 2004). La modulación mediada por laminina 
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puede ser importante durante el desarrollo de la cp para pausar los conos 

axónicos, permitiendo que estos sensen y detecten la EphA7 expresada en la 

línea media. La presencia de laminina también puede cambiar o hacer nulo el 

efecto inhibitorio de moléculas señal. Por ejemplo, efrina-A5 es importante en 

la repulsión de axones de CRG. Este efecto repulsivo es mantenido in vitro al 

usar fibronectina como sustrato, pero al ser cambiado por laminina los axones 

son atraídos por un gradiente de efrina-A5 soluble (Weiln y cols., 2003). Al 

realizar estudios más detallados de la presencia de laminina en la placa del 

techo, donde se expresa EphA7 así como efrina-A5 en los axones, se observó 

que laminina se encontraba en la MEC co-localizando con OSC-espondina y en 

estrecho contacto con los axones de la cp y las prolongaciones basales de las 

células de la PTD, positivas para EphA7. Los axones de la comisura expresan 

integrina β1, un potencial receptor para OSC-espondina y para laminina, 

sugiriendo por lo tanto que laminina podría estar modulando el efecto tanto 

de OSC-espondina como de EphA7. 

 

En resumen, en el presente trabajo hemos descrito la expresión de varias 

moléculas con patrones de expresión característicos, algunas de las cuales 

(EphA7, tenascina, HNK1) delimitan corredores por donde los axones suben 

hacia la zona dorsal en un ambiente rico en sustratos permisivos (laminina), 

mientras que en la zona dorsal donde además de EphA7 también se encuentra 

OSC-espondina, osteopontina, laminina y efrina-A5  los axones podrían estar 

enlenteciendo su trayectoria con el fin de sensar las distintas moléculas y 

decidir si cruzar o no al lado contralateral. En el caso de EphA7, su función 

además sería crucial en el correcto desarrollo del p1, y su desbalance generaría 

severas anomalías en la región.
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CONCLUSIONES 

 

 EphA7 presenta un patrón de expresión determinado a través del 

prosomero 1 durante el desarrollo de la cp, estableciendo dos columas 

a través de la placa alar generando un corredor por donde los axones 

se desplazan a través del eje dorso-ventral hasta el límite con la placa 

del techo, en donde se encuentran con una region lateral positiva para 

OSC-espondina para luego llegar a la region medial positiva para 

EphA7. 

 Los axones provenenientes de los núcleos pretectales son positivos 

para efrina-A5, ligando conocido para EphA7 presentado en las células 

del parénquima neuronal. 

 Efrina-A2, otro posible ligando de EphA7 se expresa en el parénquima 

neuronal pero no en los axones, sugiriendo la posible presencia de otro 

receptor EphA en los axones de esta región. 

  A través del prosomero 1 se encuentra un ambiente rico en proteínas 

de MEC que presentan patrones de expresión que suguieren la 

participación en la generación de un medio especifico de movilización 

para la guía de los axones a lo largo del eje dorso-ventral y en la PTD. 

 Los axones de esta región presentan diferentes moléculas de superficie 

que podrían funcionar como receptores de las distintas moléculas de 

MEC descritas. 

 EphA7 no solo es importante para la guía de los axones, sino que 

también en la mantención de la integridad y regionalización del 

parénquima neuronal. Su inhibición lleva a malformaciones severas a 

través del encéfalo y pérdida de la simetría bilateral, pudiendo estar 

involucrado en la mantención del equilibrio entre proliferación y muerte 

celular.
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