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VIII 

RESUMEN 

Una fase crítica del desarrollo temprano del sistema nervioso es el 

establecimiento de conexiones adecuadas entre neuronas y sus células objetivo. 

La formación de estas "redes" está controlada por la capacidad del axón para 

percibir e integrar diversas señales del medio. En animales bilaterales, la línea 

media es un punto de decisión, en el que axones pueden decidir si cruzar o no, 

en respuesta a moléculas que actúan como señales de guía. La comisura 

posterior (CP) es un tracto axonal situado en la placa del techo diencefálico 

(PTD). Análisis de hibridación “in situ” mostraron que EphA7, un receptor de 

efrina, se expresa en la PTD, y su inhibición afecta el desarrollo de esta 

estructura, incluyendo la guía axonal en la CP. La familia Eph/efrina está 

compuesta por varios miembros que suelen actuar en grupo. Nos propusimos 

determinar la expresión transcriptómica y proteica de Eph/efrina tipo A durante el 

desarrollo de la PTD. La expresión del ARNm de Eph/efrina se analizó mediante 

análisis bioinformático de los datos obtenidos por ARNseq de la PTD (4-7 días 

de desarrollo de embriones de pollo) y validado por RT-qPCR. La expresión de 

proteínas se analizó mediante ensayos de western blot (WB) con anticuerpos 

contra las moléculas Eph/efrina y mediante inmunohistoquímica (IHC) en corte. 

El análisis mostró la expresión diferencial del ARNm de Eph/efrina, validada por 

RT-qPCR. El ensayo WB y la IHC mostraron la expresión de varios miembros en 

la PTD. Nuestros resultados sugieren que las moléculas Eph/efrina se expresan 

en la PTD, permitiendo el correcto desarrollo de esta región.
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1. INTRODUCCIÓN 

La formación de redes neuronales funcionales está determinada por la correcta 

interacción entre las células que conforman el sistema nervioso (SN). Estas 

conexiones se establecen durante el desarrollo embrionario, en donde las 

neuronas extienden sus axones pasando por variados e inapropiados destinos 

sinápticos hasta encontrar su objetivo blanco estableciendo la sinapsis 

adecuada. El reconocimiento y la relación topológica entre el axón en crecimiento 

y su objetivo requieren de un mecanismo de reconocimiento de señales 

ambientales. De este modo, la porción terminal del axón, correspondiente a una 

protuberancia denominada cono de crecimiento, guiará la proyección axonal 

reconociendo y convirtiendo señales + y/o – del medio, o de células cercanas y 

traduciéndolas en ordenes yuxtacelulares que regularán la arquitectura del 

citoesqueleto determinando el trayecto y la rapidez del crecimiento. A este 

fenómeno se le ha denominado guía axonal (Stoeckli, E., 2018; Kim, S., & Kim, 

K., 2020). 

1.1.  Cono de crecimiento axonal. 

El cono de crecimiento consiste en una estructura altamente dinámica y sensitiva, 

el cual por medio del reconocimiento y la interpretación de diversas señales 

externas determinará la prolongación del axón en crecimiento (Dent et al., 2011). 

En función a los componentes que conforman el citoesqueleto del cono de 
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crecimiento este se puede dividir en un dominio P o periférico, conformado por 

largos paquetes de filamentos de actina; un dominio C o central, que consiste en 

paquetes estables de microtúbulos y un dominio T o de transición, ubicado entre 

el dominio C y el dominio P, compuesto por estructuras contráctiles de 

actomiosina (figura 1). La capacidad sensitiva observada en el cono axónico 

depende de las estructuras móviles denominadas filopodios, las que consisten 

en prolongaciones de forma cilíndrica, ricas en actina y cuyas membranas 

poseen receptores para moléculas que sirven como señales de crecimiento y de 

dirección para el axón, haciendo que el cono de crecimiento avance, se retraiga 

o gire (Lowery, L. A., & Van Vactor, D., 2009). 

1.2.  Mecanismos de guía axonal. 

El cono de crecimiento se puede extender o retraer en respuesta a moléculas 

que determinan la guía axonal, que pueden ser del tipo atractiva o repulsiva. 

Figura 1. Esquema de la estructura del cono de crecimiento. Se observan los tres dominios: 

Periférico “P”, Central “C” y de Transición “T” con sus respectivos componentes. (Modificado de 

Lowery y Van Vactor, 2009). 
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Algunas de estas moléculas de guía axonal corresponden a proteínas secretadas 

que forman gradientes difusivos de largo alcance que promueven la quimiotaxis, 

mientras que otras señales están unidas a membrana y se presentan como 

señales de adhesión o localizadas que promueven la haptotaxis de corto alcance 

(figura 2.A). Se han descrito a lo menos 6 mecanismos por los cuales el cono de 

crecimiento puede ser guiado: (1) Atracción mediada por contacto, (2) Repulsión 

mediada por contacto, (3) Quimioatracción, (4) Quimiorepulsión, (5) 

Fasciculación y (6) Acción de la matriz extracelular (MEC) (figura 2.B) (Goodman, 

1996; Tessier-Lavigne y Goodman, 1996). El control de la guía axonal consiste 

en una combinación de señalizaciones de corto y de largo alcance. Las 

señalizaciones de corto alcance corresponden a aquellas mediadas por atracción 

o repulsión por contacto, en donde las moléculas expresadas en las membranas 

celulares interaccionan entre si activando cascadas de señalización 

intracelulares que resultarán en la modificación del citoesqueleto. Por otro lado, 

la señalización de largo alcance corresponde a moléculas solubles que difunden 

generando gradientes, que repelen o atraen los axones a distancia, proceso 

denominado quimiorrepulsión o quimioatraccion respectivamente. Los primeros 

axones en proyectarse son denominados axones pioneros, el resto de los axones 

seguirán a estos pioneros ulteriormente por afinidad adhesiva en un proceso 

denominado fasciculación hasta que otras señales inducen la separación del 

axón (Bak y Fraser, 2003). Estos mecanismos permiten al axón establecer las 

sinapsis adecuadas con sus células objetivo independiente de lo alejada que esta 
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se encuentre, siguiendo una serie de pasos individuales y tomando decisiones 

con intervalos relativamente frecuentes durante su trayecto, es decir, la 

trayectoria se divide en segmentos, donde el final de uno y el inicio del otro están 

dados por “puntos de decisión” los cuales 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 (Tessier-Lavigne y Goodman, 1996). 

1.3.  Línea media, punto de decisión. 

Los organismos con una simetría bilateral necesitan intercambiar información 

entre cada lado del eje medial del cuerpo para integrar las entradas sensoriales 

Figura 2. Mecanismos de guía axonal A) Tipos de señalización y ejemplos de moléculas 

señalizadoras. B) Mecanismos con los que opera la guía axonal (1) Atracción mediada por 

contacto, (2) Repulsión mediada por contacto, (3) Quimioatracción, (4) Quimiorepulsión, (5) 

Fasciculación y (6) Acción de la matriz extracelular (ME) (Adaptado de Kandel, E. (2011) 

Principios de neurociencia) 
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y coordinar el control motor. Este intercambio se produce por la formación de 

comisuras, las cuales consisten en una densa red axones que pasan a través de 

la línea media hasta su lado contralateral. Aquellos axones que atraviesan la línea 

media son denominados axones comisurales, en cambio aquellos que “deciden” 

no cruzar la línea media y seguir una proyección paralela a esta, son 

denominados ipsilaterales (Pignata et al., 2016). La línea media es por tanto un 

punto de decisión para el axón en proyección (Evans y Bashaw, 2010), donde 

decide si cruza o no este eje medial en respuesta a moléculas de señalización 

de guía axonal. La línea media se ha constituido por tanto como un modelo de 

estudio importante para la guía axonal, siendo la línea media de la médula espinal 

en desarrollo el lugar más estudiado, donde mecanismos de guía de largo y corto 

alcance operan coordinativamente (figura 3). Es en esta región donde el estudio 

de guía axonal fue inicialmente descrito, y donde se descubrieron las primeras 

moléculas de guía axonal. Ha sido descrito que para llegar a la línea media los 

axones comisurales de las neuronas son atraídos por gradientes 

quimioatrayentes de netrina y Shh (Sonic hedgehog) hacia la placa del piso 

ventral y son repelidos por BMP7 (Bone Morphogenetic Protein 7) y draxina 

desde la placa del techo dorsal. En la línea media los axones comisurales entran 

en la placa del piso a través de la atracción mediada por contacto por parte de 

Nr-CAM (Neural-glia relacionada con la molécula de adhesión celular). Después 

de cruzar la línea media la repulsión mediada por contacto por slit permite que 
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los axones se proyecten fuera de la placa del piso, entonces los axones se 

extienden rostralmente en respuesta a gradientes opuestos de Wnt atractivo y 

Shh repulsivo (Mutalik, S. & Gupton, S., 2021). 

1.4.  Moléculas de guía axonal. 

Durante los últimos 30 años se han identificado una serie de moléculas de 

señalización de guía axonal que dirigen el crecimiento, clásicamente divididas en 

cuatro familias. Semaforinas, efrinas, netrinas y slits (figura 4) (McCormick y 

Gupton, 2020). Respecto a la función de las moléculas implicadas en la guía 

axonal originalmente se pensó que las moléculas descritas funcionarían siempre 

Figura 3. Esquema del cruce de axones comisurales a través de la línea media en la médula 

espinal de vertebrados. (i) los axones son guiados hacia la placa del suelo por un gradiente de 

factores repelentes y atractantes. (ii) el axón comisural es atraído hacia la línea media. (iii) el 

axón cruza la linea media gracias a la expresión de slit (repulsión) (iv) Proyección axonal rostro-

caudal. (Mutalik, S. & Gupton, S., 2021). 
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de la misma forma, es decir las netrinas por ejemplo se comportarían como 

moléculas exclusivamente atractivas mientras que las efrinas se comportarían 

como moléculas repulsivas (Kennedy et al., 1994). Sin embargo, estudios 

posteriores avalan que los procesos de atracción y repulsión no son una 

propiedad intrínseca de las moléculas, sino de la matriz extracelular en la que el 

cono de crecimiento está inmerso, de los 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 diversos estímulos extracelulares (Short et al., 2016). Es así 

como netrina, una molécula originalmente descrita como una molécula de 

señalización netamente atractiva puede tener un comportamiento tanto repulsivo 

como atractivo, esto dependiendo de la expresión del receptor UNC-40 (también 

llamado DCC) y si este heterodimeriza con UNC-5 o no. De este modo Hong y 

colaboradores en el año 1999 describen que cuando neuronas de Xenopus solo 

expresan DCC entonces los axones son atraídos por netrina, en cambio cuando 

coexpresan UNC-5 junto con DCC entonces los axones serán repelidos por 

netrina (Hong et al., 1999).  

Por esta razón, al estudiar el fenómeno de guía axonal se debe enmarcar en un 

contexto celular y una etapa del desarrollo específico. Dentro de las moléculas 

de guía axonal una de las familias más amplias es la Eph/efrina, la cual poseen 

numerosos receptores y ligandos.  
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1.5.  Familia de Eph/Efrinas. 

Los receptores de efrina (Eph) conforman una gran familia de receptores tirosina 

kinasa (TRKs) y estos juegan un rol importante en diversos contextos celulares, 

tales como la migración celular y la guía axonal. Desde que Hirai y colaboradores 

en el año 1987 identificaron por primera vez el receptor EphA1, estas proteínas 

Figura 4. Moléculas clásicas de señalización (A) y sus receptores (B). Extraído de Dickson BJ 

(2002), Science 
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se han convertido en el grupo de TRK más grande hasta la actualidad. Se han 

descrito 14 Eph en mamíferos (Mellott & Burke, 2008) que se caracterizan por 

poseer una región extracelular con un único motivo rico en cisteína por sobre la 

región amino terminal, seguido de dos repeticiones de fibronectina. El domino 

intracelular de Eph’s poseen un motivo juxtamembrana que contiene tirosina, un 

dominio tirosina quinasa y un dominio SAM seguido del extremo C-terminal de la 

proteína. Existen dos subgrupos de Eph’s, las cuales incluye tipo A (EphA) y tipo 

B (EphB) las que comparten los mismos tipos de dominios diferenciándose por 

su afinidad a ligandos específicos que tendrán estructuras diferentes. Se han 

descrito 8 de estos ligandos, llamados efrinas, los cuales también se dividen en 

tipo A y tipo B. Ambos tipos están ancladas a la membrana, las efrinas de tipo A 

(EFNA) están ancladas por medio de un dominio de unión a 

glicosilfosfatidilinositol (GPI) lo cual le permite adherirse a la membrana formando 

balsas lipídicas. Por otro lado, los ligandos de efrina de tipo B (efrina-B) se 

caracterizan por poseer un dominio transmembrana que los fija a esta (Cramer & 

Miko, 2016) (Figura 5 A). Los ensayos de unión in vitro sugieren promiscuidad en 

las interacciones receptor-ligando dentro de cada clase. Es decir, cada EphA 

puede unirse con alta afinidad a todos los efrina-A, y cada EphB puede unirse a 

cada efrina-B, pero también se ha observado que receptores EphA4 interactúan 

con ligandos efrina-B y que EphB2 interactúa con efrina-A5 (Himanen et al., 2004; 

kullander y Klein, 2002) (Figura 5 B). 
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1.6.  Señalización de Eph/Efrinas. 

Cuando entran en contacto las células que expresan Eph y efrinas en sus 

membranas, estas interactúan entre sí produciendo señalizaciones intracelulares 

en la célula que expresa Eph y en la célula que expresa el ligando, por lo que ha 

sido denominada señalización bidireccional. A la señalización intracelular 

producida en la célula que expresa el receptor se le ha denominado “directa” e 

involucra vías dependientes de actividad TRK y la acción de Rho GTPasas 

resultando, por lo general, en la respuesta de guía axónica repulsiva en el 

crecimiento del axón, mediante la regulación de la organización del citoesqueleto 

Figura 5. Eph y efrinas (A) Representación gráfica de la estructura de Eph y efrinas A y B. (B) 

Interacción entre receptores de efrinas y sus posibles ligandos con alta promiscuidad (modificado 

de Zhou, 1998). 
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y reordenamiento de actina. La señalización en la célula que expresa el ligando 

de efrina se ha denominado “reversa” la cual en el caso de efrina-B involucra la 

fosforilación de los dominios tirosina quinasa y en el caso de las efrina-A se ha 

demostrado en la actualidad que su tipo de respuesta ya sea repulsiva o atractiva 

dependerá de la expresión de correceptores asociados (Wan et al., 2018). A 

pesar de que en un comienzo las efrinas fueron descritas como moléculas de 

señalización de guía axonal repulsivas, en la actualidad se conoce que la 

señalización reversa de los ligandos efrina-A dependen de la coexpresión de 

receptores con los cuales interaccionaran en cis. Es así como la coexpresión de 

receptores para el factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF), TrkB o 

p75NTR determinarán el tipo de señalización resultante al formarse el complejo 

EphA-efrina A-Coreceptor. La expresión de TrkB en la membrana de la célula 

que expresa el ligando efrina-A permite una interacción del tipo cis entre ambas 

moléculas resultando en un tipo de respuesta atractiva estimulando el 

crecimiento del axón mediado por TrKB (Xu, N.J. & Henkemeyer, N., 2012). Por 

otro lado, la interacción del ligando de efrina-A con p75NTR de manera cis y 

EphA5 de manera trans resulta en la repulsión de los axones retinales 

(Poopalasundaram et al., 2011). Otro ejemplo, es el caso de la interacción con 

Ret, una proteína tirosina-quinasa, que se ha establecido que genera atracción 

de los axones motores mediada por señalización reversa de las efrinas-A 

(Bonanomi et al., 2012).  
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La formación de complejos Eph/efrina permite una señalización bidireccional lo 

cual le confiere la propiedad a las Eph de comportarse como receptores y como 

ligandos, lo mismo con las efrinas. Por otro lado, la formación de estos complejos 

tetraméricos es necesario para inicio de esta señalización bidireccional, 

comprobándose al mismo tiempo que proteínas monoméricas solubles podrían 

actuar como antagonistas de Eph (lo que se traduce en una respuesta de tipo 

atractiva) (Wan et al., 2018). Además de la interacción trans entre receptor y 

ligando, esta unión también depende de la interacción de receptores adyacentes, 

así como de la participación de más de un tipo de receptor Eph de un mismo 

grupo expresados en la membrana de la misma célula (Cramer & Miko, 2016). 

Por otro lado, las Eph/efrinas participan en la guía axonal a través de la expresión 

en gradiente, formando verdaderos mapas topológicos, lo cual se puede observar 

en la proyección axonal de las células ganglionares retinales (RGC), hacia el 

tectum anterior y posterior, dándose una guía selectiva hacia el tectum anterior 

por parte de los axones retinales temporales y hacia el tectum posterior los 

axones de la retina nasal (figura 6). Esta guía axonal depende de la expresión en 

gradiente de EphA y efrinas-A en las distintas zonas lo cual determina el tipo de 

señalización (directa o reversa) del complejo. Es así como en aquellas zonas 

donde exista una menor formación de complejos de Eph/efrina predominaría la 

respuesta de tipo atractiva y en aquellas zonas donde existe una menor 

formación de estos complejos, existiría un predominio de la respuesta de tipo 

repulsiva (Klein et al., 2004). 



13 

Otro hallazgo interesante es el realizado por Iguchi y colaboradores en el año 

2021, donde se propone un modelo en el que conexiones entre regiones son 

restringidas dependiendo de la expresión de moléculas mutuamente excluyentes, 

como es el caso de EFNA5 y EphA7 las cuales se expresan en la corteza y cuya 

interacción generaría una respuesta del tipo repulsiva. Los resultados del ensayo 

a rayas (stripe assay) y de colapso del cono de crecimiento indicaron que EphA7 

es el receptor principal de EFNA5 en la corteza (Iguchi et al.,2021). Esta 

interacción ya había sido advertida por Lee et al. en el año 2013 donde el 

complejo entre ambas proteínas sería necesario para la interacción con TNFR1 

(receptor de factor tumoral 1) induciendo la internalización del complejo final 

activando la cascada apoptótica en células HEK293 transfectadas.  

Figura 6. Proyección de axones retinales hacia el tectum anterior y posterior. Este proceso 

es guiado por la expresión en gradiente de ligando de efrina A y receptor de efrina A tanto en 

el tectum como en los axones en proyección. 
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1.7.  Techo diencefálico y formación de la comisura posterior. 

Así como se han estudiado y descrito procesos de guía axonal en la comisura de 

la medula espinal en vertebrados, existen otras comisuras en estos organismos 

que han sido mucho menos estudiadas, especialmente a nivel encefálico, tales 

como la comisura posterior (CP). La CP corresponde a una decusación de fibras 

que se originan principalmente en la región dorso-caudal (pretectum comisural) 

del prosómero 1 y que se extiende desde el receso pineal hasta la zona más 

caudal del diencéfalo dorsal y está en contacto desde estadíos tempranos con la 

placa del techo diencefálica (PTD). El proceso de formación de la CP no está 

caracterizado en su totalidad por esto el gran interés de estudio. La PTD está 

conformada por células del tipo glía radial, las cuales poseen largos procesos 

basales que atraviesan los fascículos axonales de la CP y se unen con la glía 

limitante (Caprile et al., 2009). Las células de la glía radial presentes en esta zona 

crecen de forma simultánea a la comisura posterior, motivo por el cual a este 

grupo de células se les ha denominado órgano subcomisural (OSC), el cual se 

ubica justo por debajo de la CP (Rodríguez et al., 1992; Sterba et al., 1982). 

Desde estadíos tempranos de desarrollo, antes de que comience el desarrollo de 

la CP, la PTD expresa y secreta una glicoproteína de alto peso molecular 

denominada OSC-espondina (Caprile et al., 2009) la cual estaría involucrada en 

el correcto desarrollo de la CP. Esta glicoproteína se expresa exclusivamente en 

la PTD, zona en la que se expresa generando un patrón de inmunorreactividad 

tanto cefalocaudal con disminución hacia la zona caudal, así como también un 
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gradiente latero-medial en donde la inmunorreactividad se ve disminuida a 

medida que avanza hacia la línea media. De esta manera, se puede dividir la 

PTD en una placa del techo diencefálica lateral (PTDL), y una placa del techo 

diencefálica medial (PTDM) con una clara disminución de la expresión de OSC-

espondina (figura 7) (Stanic et al., 2010). Con esta información surge como 

interrogante conocer que moléculas serían expresadas y secretadas por las 

células de la zona medial.  

Al realizar estudios de expresión en la zona en donde se ubica la CP nuestro 

grupo de investigación logró evidenciar por hibridación in situ en embriones de 

G. gallus la expresión de EphA7. Se observó que es altamente expresada en 

células localizadas en la línea media de la PTD (figura 8 A). Por otro lado, se 

Figura 7. Inmunohistoquímica en bloque de embriones de G. gallus con anticuerpo anti-

neurofilamentos. (A,B) Embriones de estadio HH17, en los cuales se observan los axones 

provenientes del área dorsal de prosómero 1 (flecha discontinua en B) (B) y axones provenientes de 

la placa basal del diencéfalo (C,D)  En estadio HH18 se observa la comisura posterior (flecha doble) 

como el primer tracto transversal de la región dorsal del diencéfalo. (E)  Inmunofluorescencia de corte 

frontal de CP y OSC en el prosómero 1. Verde, OSC-espondina; Rojo, NCAM; Azul, núcleos celulares 

(Modificado de Stanic et al., 2010). 
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observó que poseía un patrón de expresión complementario al de la OSC-

espondina, proteína secretada por el OSC y que se conoce su relación directa 

con el correcto desarrollo de la CP (figura 8 B). Además, se ha observado que se 

expresa entre la placa pretectal basal y alar formando dos columnas celulares, 

una cerca de la pared ependimal y otra próxima a la membrana pial (figura 8 C) 

(Stanic et al., 2014). Se sospecha que esta proteína estaría involucrada en la 

guía de los axones de neuronas pioneras que provienen de núcleos localizados 

en la región ventral y de la región dorsal las cuales se proyectan hasta la línea 

media en donde decidirán si cruzar o girar hacia el lado ipilateral. Esta posible 

participación plantea la interrogante sobre como ocurriría este proceso y cuáles 

serían los posibles ligandos axonales involucrados.  

Figura 8. Expresión de EphA7 y OSC-espondina en el prosómero 1. (A) Hibridación in situ en 

corte para EphA7 en cortes frontales de comisura posterior y PTD de embriones de 5 días 

(HH26). (B) inmunofluorescencia de CP y PTD para SCO-spondina (C) Patrón de expresión 

EphA7 entre placa pretectal basal y alar. 
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Estudios previos realizados por Stanic y colaboradores en el año 2016 (Stanic et 

al. 2016) en donde se utilizaron morfolinos dirigidos contra la proteína de estudio 

EphA7 se pudo observar que el eje medial se pierde desplazando la línea media 

hacia la zona lateral (figura 9 B’). Por otro lado, también se puede observar la 

perdida de la simetría de la estructura (Figura 9 C – C’’’). Al observar el marcaje 

para NCAM para seguir la guía axonal de los axones en proyección podemos 

evidenciar la pérdida del sentido y direccionalidad de estos, resultando en la 

perdida de la correcta formación de la CP. (Figura 9 C’’’- D’’’). Los resultados 

muestran la perdida de la integridad en la formación de la CP esperada, pero, por 

otro lado, se pudo observar que el efecto producido por la inhibición de EphA7 

fue mucho más drástico que el esperado e involucró la integridad de la PTD en 

su totalidad. Estos resultados sugieren que además de una función de guía 

axonal, esta molécula estaría involucrada en procesos de proliferación celular y 

morfogénesis. 
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1.8.  Secuenciación transcriptómica de tejido proveniente de la placa del 

techo diencefálico.  

La tecnología de secuenciación de nueva generación (NGS) ha revolucionado la 

investigación en genética y genómica, dando lugar a datos masivos de NGS y 

abriendo más frentes para responder a cuestiones no resueltas en genética y 

Figura 9. Inhibición in vivo de EphA7 con morfolino y posterior análisis de estadio 

HH31, pérdida de la simetría bilateral y de la trayectoria axonal. Columna de A, Tinción 

con hematoxilina/eosina; columna de A’, Marcaje de OSC-spondina; columna de A’’, 

marcaje de EphA7 y columna de A’’’, marcaje de guía axonal con NCAM. 
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expresión génica. Los datos de NGS suelen almacenarse en tres niveles: 

archivos de imagen, etiquetas de secuencia y lecturas de alineación. El tamaño 

de estos tipos de datos suele oscilar entre varios terabytes. Los bioestadísticos y 

bioinformáticos suelen trabajar con los datos de recuento de lecturas alineadas, 

el modelado y la interpretación de los datos para responder dudas sobre 

genómica y transcriptómica, entre otros (Rubio et al, 2020).  

La NGS es un grupo de tecnologías diseñadas para secuenciar gran cantidad de 

segmentos de ADN o ARN de forma masiva en menor cantidad de tiempo y a un 

menor costo que la secuenciación de Sanger.  Todas las técnicas NGS 

comparten la capacidad de secuenciar una gran cantidad de fragmentos de ADN 

o ARN de forma paralela en un corto lapso. Para lograr este objetivo, siguen un 

abordaje metodológico semejante que se puede resumir en cinco pasos: 1) 

segmentación del ARN en varios fragmentos, 2) marcaje del ARN por medio de 

partidores o adaptadores que indican el punto de partida para la replicación, 3) 

amplificación de los fragmentos de ARN marcados con adaptadores por métodos 

basados en PCR 4) secuenciación o lectura de los fragmentos de ARN y 5) 

reconstrucción de la secuencia completa por medio de secuencias de referencia 

y exportación a ficheros de almacenamiento de datos (Rubio et al., 2020). La 

NGS abarca la secuenciación de segunda y tercera generación, en donde la 

primera se caracteriza principalmente por generar lecturas más cortas o “short 

reads” que la secuenciación de Sanger, en cambio en la segunda se obtienen 
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lecturas más largas, otras diferencias abarcan la preparación de la librería y el 

método de amplificación.  

En nuestro trabajo, en el año 2022 Farkas y colaboradores realizaron un estudio 

transcriptómico de la zona del OSC con el fin de identificar aquellos genes que 

serían expresados en esta zona tanto en estadío HH23 como en estadío HH30 

del desarrollo embrionario de G. gallus (Farkas et al. 2022 en publicación). Para 

esto se realizó una secuenciación de segunda generación, escogiendo la 

secuenciación por síntesis brindada por tecnologías Illumina®, al mismo tiempo 

una segunda muestra es secuenciada por secuenciación de tercera generación 

o de tiempo real por industrias PacBio®. Se realizaron ambas secuenciaciones 

ya que la primera al entregar como resultado lecturas cortas resuelven por sí 

misma transcriptomas de forma limitada debido a las limitaciones técnicas del 

ensamblaje (Alkan et al., 2011). Por otro lado, la secuenciación en tiempo real al 

ser una secuenciación de lectura larga entrega resultados suficientes, pero se ha 

demostrado que su calidad puede ser aumentada al combinarla con 

secuenciaciones de lectura corta tal como la secuenciación por síntesis de 

Illumina® resultando en una mejora de la contigüidad de los ensamblajes (Jiao, 

WB et al., 2017). De este modo, la secuenciación hibrida supone superar los 

métodos convencionales produciendo mejores ensambles de transcriptoma. El 

análisis de esta secuenciación es finalmente analizado por una pipeline 

desarrollada para data de secuenciación hibrida que permite diferenciar entre 

ARN codificante y no codificante con lo cual al analizar la secuenciación del 
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transcriptoma de OSC de G. gallus permite identificar nuevas isoformas de OSC-

espondina, nuevos genes clave y ARN no codificante (IncRNAs) que varía 

dependiendo de la etapa de desarrollo y puede ser crucial para el desarrollo del 

OSC y el diencéfalo (Farkas et al. 2022 en publicación). Por otro lado, este 

análisis bioinformático nos entrega resultados con los cuales podemos realizar 

estudios de enriquecimiento de ontología génica y de expresión diferencial al 

analizar la data obtenida en softwares tales como edge-R y gProfiler. 
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS 

2.1.  Hipótesis. 

EphA7 participa en la guía axonal de axones comisurales que forman la comisura 

posterior y en el correcto desarrollo del techo diencefálico. La participación de 

EphA’s y efrinas-A en guía axonal y morfogénesis involucra habitualmente a 

varios miembros de la misma familia. Esto permite hipotetizar: 

“Durante formación del techo diencefálico, incluyendo la comisura posterior, 

durante el desarrollo embrionario en G. gallus se expresan proteínas 

pertenecientes a la familia Eph/efrinas del tipo A”. 

2.2.  Objetivo general. 

Analizar la expresión de moléculas pertenecientes a la familia de Eph/ efrinas del 

tipo A durante el proceso de formación del techo diencefálico en embriones de 

G. gallus. 

2.3.  Objetivos específicos. 

1. Analizar la expresión de ARNm en el techo diencefálico de moléculas 

pertenecientes a la familia de Eph/efrinas del tipo A durante el desarrollo 

temprano de G. gallus. 
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2. Analizar la expresión proteica en el techo diencefálico de moléculas 

pertenecientes a la familia de Eph/ efrinas tipo A durante el desarrollo 

temprano de G. gallus. 
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3. MATERIALES Y METODOS 

3.1. Modelo animal de estudio 

Para la realización de este proyecto se utilizaron embriones de Gallus gallus 

como modelo de investigación, los cuales fueron obtenidos de huevos de campo 

local incubados a 38°C (incubadora Lab Tech, Modelo Lib – 080M, Korea) hasta 

alcanzar los estadíos según la clasificación de Hamburger & Hamilton (1952), 

HH23 y HH30, que corresponden a 4 y 7 días respectivamente. Los estadios 

fueron escogidos ya que en HH23 el techo diencefálico está comenzando su 

formación y en HH30 este ya está en avanzado estado de desarrollo. Los 

procedimientos se realizaron acorde al comité de Ética de la Universidad de 

Concepción. 

3.2. Análisis de datos obtenidos de la secuenciación transcriptómica de 

muestras de OSC. 

Para cumplir con el primer objetivo específico se realizó un estudio de los datos 

obtenidos de la secuenciación de ARN (ARNseq) realizado de muestras 

provenientes de OSC en dos estadíos distintos, HH23 y HH30. Las lecturas 

obtenidas del ARNseq fueron ensambladas y anotadas comparando contra un 

genoma de referencia y haciendo uso del pipeline “annotate_my_genome” 

(Farkas et al. 2022 en publicación). El conteo de genes se obtuvo utilizando el 

script de Python htseq-count. Haciendo uso de un análisis de ontología génica 
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(GO) se seleccionaron aquellos genes que estuvieran relacionados con el 

GO:0007411 “axon guidance”. Para esto, se utilizaron tablas de la base de datos 

http://www.informatics.jax.org/ y se comparó con las tablas de conteos obtenidas 

anteriormente. Los genes seleccionados fueron sometidos a nuevas 

clasificaciones GO relacionadas con las moléculas clásicas de guía axonal, 

GO:0016055 WNT signaling pathway; GO:0071526 semaphorin-plexin signaling; 

GO:0035385 Roundabout signaling pathway; GO:0038007 netrin-activated 

signaling pathway; GO: 0005003 Ephrin receptor activity / GO: 0048013 Ephrin 

receptor signaling pathway. De los genes relacionados con la actividad de efrina 

se tomaron los conteos de cada uno de ellos y se compararon entre sí para tener 

un acercamiento sobre la diferencia de expresión que podría existir entre las 

moléculas de cada estadío. La cuantificación de los transcritos se realizó 

normalizando los conteos de cada gen respecto a los conteos del gen constitutivo 

GAPDH. Se realizó un estudio no paramétrico “T-student” de las medidas 

duplicadas de cada estadío con el fin de estudiar la significancia estadística de 

las mediciones. Para el análisis deexpresión diferencial entre los estadíos HH23 

y HH30, se usó el paquete Edge-R ejecutado en R versión 4.2 resultando en los 

datos de FDR y Log2FC con los que se realizó un Heat-map en RStudio. Se 

utilizaron los valores de Fold-change (FC) el cual corresponde a una tasa de 

cambio la cual nos indicaría cual condición predomina al comparar una condición 

A y B, en este caso las condiciones corresponden a los dos estadíos en los que 

se realizó la secuenciación (condición A, estadío HH23; condición B, estadío 
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HH30), en base a este valor podemos clasificar a los genes si se expresan 

mayoritariamente en un estadio temprano o tardío tomando como referencia un 

valor Threshold arbitrario. Por otro lado, haciendo uso de FDR se obtuvo el valor 

ajustado de p-value para cada gen n analizado dentro de la muestra N total de 

genes, lo cual nos permite reducir el error inducido por el estudio de cada gen  

por separado. 

3.3. Extracción de ARN y obtención de producto RT-PCR para moléculas de 

estudio. 

Para validar los datos obtenidos se realizó un análisis de la expresión génica en 

estadíos HH23 y HH30 de embriones de G. gallus de algunas de las moléculas 

identificadas y seleccionadas según el grado de expresión observados en el 

estudio bioinformático previo (EphA4; EphA3 y EFNA5), mediante la generación 

de ADNc a partir de ARN obtenido por disección del techo diencefálico caudal 

(Figura 10).  Luego de disecar el tejido se realizó la purificación del ARN utilizando 

el kit “RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen)” para luego realizar la síntesis de ADNc 

haciendo uso del protocolo estandarizado representado en la tabla 1. Este ADNc 

resultante se utilizó como molde para realizar un qPCR, con el fin de cuantificar 

el ARN proveniente de la muestra de OSC. Para la obtención del producto de 

qPCR se diseñaron partidores específicos para las moléculas EphA7 y EFNA5 
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(tabla 2) de G. gallus  utilizando como herramienta bioinformática el software 

Primer3Plus® cumpliendo con los parámetros de tamaño de producto PCR, %GC 

y Tm de los primers (Tamay de Dios et al., 2013; Bustin, S. A., Mueller, R., & 

Nolan, T., 2020) calculados con la Herramienta “OligoAnalyzer™ Tool” disponible 

en Integrated DNA Technologies, IDT®. Como control interno de la técnica se 

utilizaron partidores dirigidos contra el gen (housekeeping) GAPDH de G. gallus 

y como control negativo se realizó la técnica sin la muestra con ADNc. La 

Tabla 1. Protocolo de obtención de ADNc efectuando dos reacciones, una de ellas haciendo uso 

de la enzima transcriptasa reversa y la otra no, con el fin de obtener un control negativo. 

Tabla 2. Secuencia de partidores Forward (Fw) y Reverse (Rv) para EFNA5 y EphA7 utilizados 

en la qPCR. 
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reacción (tabla 3) se realizó en el termociclador Agilent AriaMX y el programa de 

la misma se puede observar en la tabla 4.  Los resultados fueron analizados con 

el software “Agilent AriaMx” recomendado por Agilent Technologies, industria a 

la que pertenece el termociclador utilizado. 

Figura 10. Cortes de disección realizados al embrión para realizar el extracto de ARN 

Tabla 3. Reactivos y volúmenes utilizados para la reacción de qPCR. 

Tabla 4. Programa utilizado para la reacción de qPCR. 
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3.4.  Western-blot de extractos provenientes de OSC. 

La expresión proteica de las moléculas de Eph/efrinas tipo A seleccionadas se 

analizó por Western Blot de extracto proteico obtenido de la lisis del tejido del 

techo diencefálico disecado de un pool de embriones en estadíos de desarrollo 

HH23 y HH30. Los cortes obtenidos son recuperados en Bicarbonato de amonio 

adicionando inhibidor de proteasa al 1X, posteriormente es sometido a una lisis 

mecánica haciendo uso de un sonicador “Sonics Vibra Cell” dando 4 ciclos de 15 

segundos (60% amplitud) con 10 segundos de descanso (a 4°C) evitando la 

formación de burbujas y luego centrifugado a 12 000 RPM por 15 minutos a 4° C 

para obtener el extracto de proteínas. Por otro lado, se realizó extracto de ojos 

provenientes de embriones HH30 para utilizar como control positivo. Los 

extractos fueron cuantificados en el espectrofotómetro “Nanodrop lite” de thermo 

scientific. Las proteínas presentes en el extracto fueron fraccionadas a través de 

electroforesis en gel de poliacrialiamida al 12% por 3,5 horas a 70 V para luego 

ser electrotransferidas a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) a 30 

mA. Posteriormente se realizó un inmunoblotting a la membrana utilizando 

anticuerpos específicos contra las moléculas de Eph/efrinas tipo A seleccionadas 

anteriormente (tabla 5) o marcadores axonales (Tuj), neuronales (NCAM), OSC-

espondina (AFRU). Para corroborar que las proteínas fueron transferidas a la 

membrana, previo a la incubación con el anticuerpo se realizaron tinciones con 

rojo Ponceau. Previo a la incubación con el anticuerpo primario se bloqueó la 

membrana con 5% leche en TBS. Las incubaciones con el anticuerpo primario se 
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realizaron toda la noche (16 h) a 4° C en TBS-Tween 0,5X y 3% leche. La 

incubación con el anticuerpo secundario se realizó con anticuerpos anti-IgG 

contra la especie especifica que además estará acoplado a una enzima HRP. 

Finalmente se realizó el revelado agregando el sustrato de la enzima (peróxido 

de hidrogeno) y luminol a la membrana de PVDF identificando las proteínas que 

estarían presentes en la zona estudiada por quimioluminiscencia (Figura 11) 

utilizando el equipo I-Bright de Thermofisher®. Se utilizó como control de carga 

un anticuerpo comercial contra α-actina de pollo. 

3.5. Inmunofluorescencia de cortes provenientes de OSC. 

Con el fin de estudiar la expresión y la localización de las proteínas 

pertenecientes a la familia de Eph/efrinas en la placa del techo diencefálico se 

realizaron ensayos de inmunofluorescencia de cortes sagitales y frontales (Figura 

12) provenientes de embriones de G. gallus en estadíos HH23 y HH30 incluidos 

en parafina (figura 13). Primero se realizó el procesamiento histológico de la 

Figura 11. Representación gráfica del flujo de trabajo para la técnica Western-blot. 1) Obtención 

del extracto proteico mediante la disecación de la zona de la cp. 2) Fraccionamiento de la muestra 

en gel de poliacrilamida seguido de electrotransferencia en membrana de PVDF. 3) 

Inmunoblotting con anticuerpos específicos y detección por quimioluminiscencia. 
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muestra, para lo cual los embriones extraídos de los huevos incubados fueron 

fijados por completo mediante la utilización de Carnoy (60% alcohol absoluto + 

30% Cloroformo + 10% Ácido acético glacial) por 24h. La inclusión en parafina 

se realizó mediante la deshidratación del espécimen con alcohol 100% y el 

tratamiento con Histoclear I, II y III por 15, 30 y 180 min respectivamente. 

Posteriormente, al realizar los tacos de los especímenes, los embriones fueron 

orientados de manera de obtener cortes frontales o sagitales de 7-8 um con el 

microtomo MICROM HM 325, Thermo Scientific. El seriado se realizó mediante 

la desparafinación e hidratación de los cortes (1 cada 10 cortes) en Histoclear y 

alcoholes en concentraciones decrecientes. Luego se realizaron tinciones de 

hematoxilina-eosina para ubicar y seleccionar los cortes pertenecientes a la zona 

de interés, los que fueron montados en portaobjetos previamente tratados con 

poli-L-lisina. 

Figura 12. Tinción con hematoxilina y eosina de (A) Corte frontal y (B) corte sagital de órgano 

subcomisural (OSC) de embriones G. gallus HH30. Con flecha solida se indica el OSC, Con 

flecha discontinua se indica la comisura posterior (cp). 
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Luego de desparafinar e hidratar los cortes seleccionados y montados en 

portaobjetos, estos fueron tratados con borohidruro de sodio 10 mg/mL para 

inhibir la fluorescencia endógena. Posteriormente se realizaron 3 lavados de 10 

min con buffer fosfato (PBS) pH 7,8 1X (Na2HPO4 8,4 mM, KH2PO4 3,5 mM, 

NaCl 120 mM, Tris 10 mM). Seguido de los lavados se realizaron las 

incubaciones de los anticuerpos primarios diluidos en PBS con Tris-BSA 1% más 

Tritón 0,05% en cámara húmeda durante toda la noche. Los anticuerpos 

utilizados y sus concentraciones correspondientes se pueden observar en la tabla 

5. Tras la incubación con los anticuerpos primarios nuevamente se realizaron 

lavados con PBS 1X y luego se incubaron las muestras con los anticuerpos 

secundarios acoplados a fluoróforo descritos en la tabla 5 por 2h en oscuridad, 

además se adicionó como tinción nuclear TOPRO-3 en dilución 1:500 en Tris-

BSA 1%. Posterior a la incubación con los anticuerpos secundarios se realizaron 

tres lavados con PBS para luego ser montados en medio para fluorescencia 

Figura 13. Representación del flujo de trabajo para la inmunofluorescencia. 1) Procesamiento 

histológico de las muestras con uso de Carnoy como fijador previo a la inclusión en parafina. 2) 

inmunohistoquímica en corte. 3) Visualización de los cortes por microscopía confocal. 
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DAKO. Como control negativo del anticuerpo se realizó la técnica sin anticuerpo 

primario, como control positivo para el anticuerpo se realizó inmunohistoquímica 

de cortes de retina de pollo, zona donde se ha descrito la expresión de moléculas 

de efrina (Ortalli, A.L. et al., 2012), como control positivo de la técnica se realizó 

una inmunohistoquímica con AFRU, anticuerpo dirigido contra la fibra de 

Reissner de conejo que reconoce OSC-espondina (Caprile et al., 2009). 

Finalmente, los cortes fueron visualizados y analizados mediante microscopía de 

fluorescencia confocal (CMA BIO-BIO). Los datos obtenidos fueron analizados 

con el software ImageJ 1.45. 
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ANTICUERPO 
(Antígeno) 

TIPO DILUCIÓN PROCEDENCIA 

ANTICUERPOS PRIMARIOS 

Afru 11 (OSC-
espondina) 

Policlonal de 
conejo 

IF: 1:250 Merck Millipore 

NCAM 
 

Monoclonal 
Ratón 

IF: 1:2 DSHB 

Tuj1 (Neuron-
specific Tubulin 
βIII) 

 
Monoclonal 
Ratón 

IF: 1:200 R&D Systems, 
Inc. 

Anti-EphA7 Policlonal Conejo WB: 1:250 
IF:   1:50 

MyBiosource 

Anti-EphA4 Monoclonal 
Ratón 

WB: 1:500 
IF:  1:250 

MyBiosource 

Anti-EFNA5 Policlonal Conejo WB: 1:500 
IF: 1:100 

MyBiosource 

Anti-α Actina Policlonal Conejo WB: 1:10000 Invitrogen 

ANTICUERPOS SECUNDARIOS 

Anti-IgG Conejo 
Alexa fluor® 488 

Anticuerpo de 
Cabra  

IF: 1:300 Invitrogen 

Anti-IgG Ratón 
Alexa fluor® 555 

Anticuerpo de 
Cabra  

IF: 1:300 Invitrogen 

Anti-IgG Conejo 
marcado con 
peroxidasa 

Anticuerpo de 
Burro  

WB: 1:10000 Jackson 
InmunoResearch 

Anti-IgG Ratón 
marcado con 
peroxidasa 

Anticuerpo de 
Burro  

WB: 1:10000 
 

Jackson 
InmunoResearch 

OTROS MARCADORES 

TOPRO-3 
(marcaje nuclear) 

661nm emisión 
642nm excitación 

IF: 1:500 Invitrogen 

Tabla 5. Anticuerpos primarios, secundarios y otros marcadores utilizados en la 

elaboración de este trabajo. 
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4. RESULTADOS 

4.1. Análisis de la expresión de ARNm en el OSC de moléculas pertenecientes a 

la familia de Eph/efrinas del tipo A durante el desarrollo temprano. 

4.1.1. Análisis de datos obtenidos de la secuenciación transcriptómica de 

muestras de OSC. 

Al realizar el análisis de los conteos promediados de transcritos anotados y el 

estudio de enriquecimiento ontogénico se observó que en el estadío HH23 para 

un conteo total de 52.674.904 un 2% de estos conteos corresponderían a 

transcritos relacionados con la guía axonal (“axon guidance”) (Figura 14.A). Con 

respecto al estadío HH30 se pudo observar que de un total de 48.752.551 

conteos un 3% correspondería a transcritos relacionados con guía axonal (Figura 

14.B). Al clasificarlos según su relación con las moléculas clásicas de guía axonal 

se observó que para HH23 del 2% de conteos un 14% corresponderían a 

Figura 14. Porcentaje de genes relacionados con “GO:0007411 axon guidance” del conteo 

total de genes anotados. (A) HH23 (B) HH30. 

B A 
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transcritos relacionados con el GO:0016055 WNT signaling pathway; un 16% 

para GO:0071526 semaphorin-plexin signaling; un 1% para GO:0035385 

Roundabout signaling pathway; un 2% para GO:0038007 netrin-activated 

signaling pathway y un 11% para GO:0005003 + GO:0048013 ephrin receptor 

signaling pathway/ephrin receptor activity. El 56% restante corresponde a la 

población de transcritos de guía axonal no clasificados en vías de señalización 

específicas (Figura 15 A). Respecto al estadío HH30 del 3% de conteos 

correspondientes a genes relacionados con la guía axonal, un 13% 

corresponderían a transcritos relacionados con el GO:0016055 WNT signaling 

pathway; un 16% para GO:0071526 semaphorin-plexin signaling; un 1% para 

GO:0035385 Roundabout signaling pathway; un 1% para GO:0038007 netrin-

activated signaling pathway y un 8% para GO:0005003 + GO:0048013 ephrin 

receptor signaling pathway/ephrin receptor activity. El 61% restante corresponde 

a la población de transcritos de guía axonal no clasificados como parte de las 

vías de señalización (Figura 15.B). El analisis de transcritos relacionados con el 

Figura 15. Clasificación por GO de moléculas clásicas de guía axonal de la población total de 

counts relacionados con guía axonal. (A) HH23 (B) HH30  

A B 
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GO:0005003 + GO:0048013 involucrados en la actividad del receptor de efrina y 

su clasificación según el tipo, ya sea receptor, ligando o correceptor se indican 

en la tabla 6. La comparación de los conteos entre las moléculas Eph/efrinas se 

muestra en la figura 16 donde se observó un alto nivel para el receptor de efrina 

B2 (EphB2) y el ligando EFNB1, y a lo que respecta a moléculas de Eph/efrinas 

de tipo A destacan EphA3; EphA4, EphA7 y EFNA5 para ambos estadíos 

estudiados. El análisis del nivel de expresión de los transcritos se puede observar 

en la Figura 17, para las Eph/efrinas de tipo A, y en la figura 18, para las 

Eph/efrinas de tipo B encontradas, donde se marca con asteriscos el grado de 

significancia estadística en el nivel de expresión para ambos estadíos de cada 

molécula. Se analizó la expresión diferencial de GAPDH con el fin de utilizarlo 

como gen housekeeping observándose una diferencia no significativa entre 

ambos estadíos tal como se esperaba. Se observó una mayor diferencia de 

expresión entre estadíos en los receptores EphA1, EphA2 y EphA8, con una 

mayor expresión en HH23; y en EFNA5, con una mayor expresión en HH23, en 

cambio para EphA4, EphA7 y EphA10 se observó un cambio estadísticamente 

no significativo. Por otro lado, también se observaron Eph/efrinas de tipo B como 

se muestra en la figura 18 observándose una mayor diferencia en la expresión 

entre estadíos en EphB1, con un mayor nivel de expresión en HH30, además 

destacan los receptores EphB3 y EphB6, y el ligando EFNB1 con un mayor nivel 

de expresión en HH23. Para una visualización en conjunto del análisis de 

expresión diferencial se usaron los datos entregados por Edge-R mostrados en 
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la tabla 7 para elaborar un heatmap (figura 19) el cual indica en que estadío 

predomina la expresión de cada transcrito y facilita su visualización en conjunto.  

 

 

 

Figura 16. Gráfico de barras para los conteos de moléculas de Eph/efrinas detectados por 

secuenciación transcriptómica en la zona del OSC. (A) HH23 (B) HH30 

A 

B 
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Figura 17. Cuantificación de transcritos por ARNseq y normalizado respecto a GAPDH. (A) 

EphA1 (B) EphA2 (C) EphA3 (D) EphA4 E) EphA5 (F) EphA6 (G) EphA7 (H) EphA8 (I) EphA10 

(J) EFNA2 (K) EFNA5 (L) GAPDH. Significancia estadística, * (P-value ≤ 0.05); ** (P-value ≤ 

0.01); *** (P-value ≤ 0.001); ns, no existe significancia (P-value > 0.05). Se realizó estudio no 

paramétrico t-Student. 

A B C D 

E F G H 

I J K L 
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Figura 18. Cuantificación de transcritos por ARNseq y normalizado respecto a GAPDH. (A) 

EphB1 (B) EphB2 (C) Ephb3 (D) EphB6 E) EFNB1 (F) EFNB2. Significancia estadística, * (P-

value ≤ 0.05); ** (P-value ≤ 0.01); *** (P-value ≤ 0.001); ns, no existe significancia (P-value > 

0.05). Se realizó estudio no paramétrico t-Student. 

A B C 

D E F 
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Tabla 6. Clasificación según Receptor, Ligando y Correceptor de los transcritos presentes en 

ambas réplicas de los estadios HH23 y HH30. 
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Tabla 7. Tabulación de datos entregados por edge-R para moléculas de Eph/efrinas clasificadas 

según receptor o ligando de tipo A y B. Se muestra nombre de transcrito (Gene); Tasa de Cambio 

entre condición A y condición B en escala logarítmica en base 2 (Log2FC); Promedio de conteos 

por millón entre Condición A y condición B en log base 2 (Log2CPM); Valor p-Value por cada gen 

(P-Value); P-value ajustado a las múltiples comparaciones (FDR). FDR = 0.05. 
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Figura 19. Estudio de expresión diferencial mediante pHeatmap de Eph/efrinas tipo A y B 

obtenido con RStudio® para estadíos HH23 y HH30. Recuadros de color Azul indican zonas 

frías que se traduce en un menor nivel de expresión, los recuadros de un color más claro 

indican zonas de mayor calor que se traduce en un mayor nivel de expresión del transcrito. 
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4.1.2. Validación de los resultados obtenidos del análisis de la secuenciación 

transcriptómica por RT-qPCR 

Los resultados obtenidos anteriormente en el análisis de la secuenciación 

transcriptómica nos permitieron tener un acercamiento de lo que podría estar 

expresándose diferencialmente en los dos estadios analizados. Algunos de estos 

resultados fueron validados mediante RT-qPCR con el fin de corroborar los datos 

obtenidos mediante ARNseq. Para la qPCR se realizaron 8 reacciones por 

molécula a identificar, triplicados con ADNc de cada estadío estudiado y dos 

reacciones no template control o “NTC” en las cuales no se incluye el ADNc 

obtenido previamente por transcripción reversa. En resultados concluyentes para 

EFNA5 (figura 20.A) se observó que este transcrito se estaría expresando en la 

placa del techo del prosómero 1, zona de donde se extrajo el tejido para el 

extracto. Al cuantificar los datos entregados por el termociclador calculando la 

tasa de cambio respecto a GAPDH, como gen constitutivo, se observó que 

EFNA5 se estaría expresando el doble en HH23 que en HH30 (Figura 20.C). En 

la Figura 20.B se muestra la curva de Melting lograda en la reacción para cada 

amplificación. 
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4.2. Análisis de la expresión proteica en el techo diencefálico de moléculas 

pertenecientes a la familia de Eph/ efrinas tipo A durante su desarrollo temprano. 

4.2.1. Western-blot de extracto proveniente del OSC de embriones de G. gallus. 

4.2.1.1. Estandarización de la técnica de Western Blot 

Con el fin de estudiar la expresión proteica de moléculas pertenecientes a la 

familia de Eph/efrinas de tipo A es que se realizaron ensayos de Western Blot de 

extractos proteicos obtenidos de la disección del techo del prosómero I, área 

donde se encuentra el OSC y la CP. Para el estudio de la expresión proteica de 

Figura 20. (A) Curva de amplificación y (B) curva de Melting para reacción de qPCR contra 

EFNA5 (C) Cuantificación por RT-qPCR de transcritos de EFNA5 en OSC de embriones de 

G. gallus. Se observa el doble de expresión de ARNm en estadios HH23 que en HH30. 
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EphA4 utilizando anticuerpos específicos dirigidos contra esta molécula y luego 

de revelar por quimioluminiscencia se observó un total de 4 bandas a la altura de 

100-120 kDa; 37 – 50 kDA; 20 kDa y 10-15 kDa (figura 21.A). Bases de datos 

como ensembl y ncbi registran un peso molecular para esta proteína de unos 110 

kDa aproximadamente. El resto de las bandas en los pesos moleculares ya 

descritos se cree que pueden ser posibles clivajes de la molécula, ya que al 

revisar las bases de datos del genoma de G. gallus solo se reporta la proteína 

completa (Full-Lenght (FL)). Al realizar el ensayo de inmunoblotting para EFNA5 

se observó señal a altos pesos moleculares, por sobre 120 kDa (resultado no 

mostrado), lo cual era poco probable teniendo en cuenta que su peso molecular 

está cercano a los 20 kDa. Por este motivo se procedió a estandarizar el ensayo 

de Western Blot esta vez orientado a detectar nuestras moléculas de Eph/efrinas, 

cambiando todas aquellas variables que pudieron interferir en nuestros 

resultados.  
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4.2.1.2. Expresión de moléculas Eph/efrinas en el OSC. 

Los resultados del nuevo ensayo se observan en la figura 22.A para la proteína 

EphA4 en donde se observaron nuevamente las bandas a un peso molecular de 

100-120 kDa y 37 – 50 kDa, sin embargo, ya no se observó bandas en los pesos 

de 20 y/o 10-15 kDA. Al cuantificar las bandas utilizando el software imageJ 1.53 

y haciendo uso de α-Actina como control de carga (figura 22.A) se observó que 

existe el doble de expresión de EphA4 de peso molecular 100-120 kDa en 

Figura 21. Western Blot para EphA4 previo a la estandarización del ensayo. (A) 

Membrana de PVDF marcada con bandas a 100 -120 kDa; 37 – 50 kDa; 20 kDa y 10 

– 15 kDa (B) Cuantificación de banda 100 – 120 kDa (C) Cuantificación de banda 37 – 

50 kDA. 
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estadíos HH30 que en estadíos HH23 (Figura 22.B). Por otro lado, EphA4 de 37-

50 kDa no presentó un cambio estadísticamente significativo en la expresión 

diferencial al calcular la tasa de cambio entre ambos estadíos (Figura 22.C). El 

anticuerpo utilizado en el ensayo está dirigido contra el dominio C-terminal de la 

proteína, por lo tanto, la banda que se observó podría corresponder a la zona C-

terminal de una posible isoforma truncada de la proteína original (Gatto et al., 

2014), por lo que las bandas de 100-120 kDa y de 37-50 kDa fueron descritas 

como EphA4-FL y EphA4-C respectivamente.   

Figura 22. Western Blot para EphA4 post estandarización del ensayo. (A) mostrando 

el estándar de pesos moleculares (izda) y el resultado de Western Blot usando extracto 

de OSC de G. gallus en estadio HH23, HH30 y control positivo (ojo) y anticuerpo contra 

EphA4. Se observan bandas a 100 -120 kDa; 37 – 50 kDa y el control de carga a-actina 

a 42 kDa (B) Cuantificación de banda 100 – 120 kDa o EphA4-FL (C) Cuantificación de 

banda 37 – 50 kDA o EphA4-C. 
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El ensayo de Western Blot realizado para estudiar la expresión de la proteína 

EFNA5 se muestra en figura 23.A. Las bases de datos ensembl y ncbi describen 

un peso molecular cercano a los 25 kDa para el ligando EFNA5. Se observó que 

la banda resultante del revelado para la tinción inmunológica de la membrana se 

detectó a un peso molecular entre 20 y 25 kDa (Figura 23.A). Al cuantificar la 

banda haciendo uso del software imageJ 1.53 y como control de carga la proteína 

α-Actina, se logra evidenciar que la proteína estaría expresándose 4 veces más 

en estadío HH23 que en HH30 (Figura 23.B). 

 

Figura 23. Western Blot para EFNA5 (A) mostrando el estándar de pesos moleculares 

(izda) y el resultado de Western Blot usando extracto de OSC de G. gallus en estadio 

HH23, HH30 y control positivo (ojo) y anticuerpo contra EFNA5. Se observa una banda 

de 20 kDa correspondiente al ligando EFNA5 (B) Cuantificación de EFNA5 respecto al 

bandeo de α-Actina a 42 kDa. 
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Para el estudio de la expresión proteica de EphA7 se realizaron ensayos de 

Western Blot, los resultados se presentan en la figura 24, donde se observó un 

total de 3 bandas a los 25 – 37; 37 – 50 y 100 kDa. Según la base de datos ncbi, 

EphA7 tiene un peso molecular de 110 kDa (EphA7-FL). Sin embargo, se ha 

caracterizado EphA7 de 67 kDa producto del posible truncamiento de EphA7 de 

110 kDa (Leonard et al., 2020), además se ha descrito una isoforma de EphA7 

de 48 – 58 kDa producto de una variación de empalme. De este modo, las bandas 

fueron denotadas como Epha7-T1 para la banda de 37-50 kDa, EphA7-T2 para 

Figura 24. Western Blot para EphA7 (A) mostrando el estándar de pesos moleculares (izda) y 

el resultado de Western Blot usando extracto de OSC de G. gallus en estadio HH23, HH30 y 

control positivo (ojo) y anticuerpo contra EphA7. Se observan bandas a 100 kDa; 37 – 50 kDa y 

25 – 37 kDa. Banda para α-Actina (42 kDa). (B) Cuantificación EphA7-FL 100 kDa (C) 

Cuantificación EphA7-T2 25-37 kDa (D) Cuantificación Epha7-T1 37-50 kDA. (E) Cuantificación 

EphA7-T0 >50kDa.  
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la banda de 25-37 kda y EphA7-T0 para la banda con un peso >50 kDa. Al 

cuantificar la intensidad de las bandas con el software imageJ se observó que no 

existe una expresión diferencial entre los estadíos HH23 y HH30. Se puede 

observar que la banda de 37-50 kDa predomina en todas las condiciones.  

4.1.3. Inmunofluorescencia en corte proveniente del techo diencefálico de 

embriones de G. gallus. 

Se realizaron cortes seriados de embriones fijados en Carnoy e incluidos en 

parafina en estadíos HH23 y HH30. Los cortes fueron teñidos con Hematoxilina 

y Eosina (H-E) (figura 12), con el fin de localizar la zona de la CP, evidenciada 

por el cruce de los axones entre las dos vesículas cerebrales diencéfalo y 

mesencéfalo. Se realizó el estudio de inmunofluorescencia con el fin de conocer 

la ubicación de la proteína expresada. El estudio de EFNA5 utilizando 

anticuerpos contra la molécula seguido de anticuerpos secundarios conjugado 

con fluoróforo en cortes sagitales y frontales de embriones HH30 (figura 25) y 

HH23 (figura 26) evidenció la expresión de este ligando en la zona observándose 

un marcaje de color verde para la proteína. En cortes frontales de embriones en 

estadío HH30 se observó que EFNA5 se expresa principalmente en la zona 

superior del techo diencefálico (Figura 25.A) por debajo de los axones marcados 

con tuj1 (Figura 25.B) que cruzan el eje medial y que estarían formando la CP. 

También se puede observar expresión de la proteína hacia la zona apical del 

OSC. En los cortes sagitales se observó el patrón característico de los axones 
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que forman la CP teñidos con NCAM de forma circular debido al corte transversal 

de los mismos (Figura 25.E). La expresión de EFNA5 en cortes sagitales (Figura 

25.D) se observó en la misma zona que en cortes frontales por debajo de la CP 

en las células superiores de la PTD, pero además se observó un gradiente de 

expresión hacia el mesencéfalo. Por otro lado, se observaron células que se 

estarían proyectando a través de la CP, que posiblemente serían neuronas en 

Figura 25. Imunofluorescencia en corte de embriones de G. gallus HH30 para estudio de 

expresión y localización de EFNA5 en prosómero 1. A, B y C: cortes frontales a 25X. D, E, F y 

G: cortes sagitales a 40X y 63X. (A) Expresión de EFNA5 (verde) en OSC. Flechas indican zonas 

de mayor expresión, en las prolongaciones de las células del OSC y en la región apical. (B) 

Expresión de tubulina BIII (Rojo, tuj) en los axones que cruzan el eje medial formando la CP (C) 

Merge de A y B más TOPRO-3 (azul) para marcaje del núcleo celular (D) Expresión de EFNA5 

(verde). Flecha punta rellena indica expresión de EFNA5 en las prolongaciones de las células 

del OSC, las cuales atraviesan la CP. Flecha con punta sin rellenar indica la expresión de EFNA5 

en células proyectadas hacia el mesencéfalo. E) Expresión de NCAM (rojo) de proyecciones 

axonales que conforman la CP. (F) Merge de D y F más marcaje de núcleos celulares con 

TOPRO-3. Azul: TOPRO-3. (G) Aumento 63X de D. Flecha indica proceso celular marcado con 

EFNA5 que cruza la CP desde el OSC. La marca se encuentra en el cuerpo celular en contacto 

con la glía limitante externa. Dichos cuerpos celulares parecen migrar desde el OSC hacia la 

zona mesencefálica. 
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diferenciación y que luego migrarían hacia el mesencéfalo siendo las mismas que 

se marcan hacia esta zona (figura 25.G).  

Respecto al estudio de la expresión y localización de EphA7, en cortes frontales 

HH30 se observó que esta proteína se estaría expresando con un patrón similar 

al observado con efrina A5, con una mayor expresión hacia región basal de las 

células del OSC (Figura 26.A) y por debajo de la CP (Figura 26.B). Por otro lado, 

se observa una menor expresión de EphA7 hacia la zona apical del OSC (Figura 

26.A). En los cortes sagitales de embriones HH27, se observó marcaje positivo 

para EphA7 en la misma zona aproximadamente que en la observada en los 

cortes frontales, por debajo de la CP y en zona basal de las células conforman el 

OSC (Figura 26. D y E). 
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Figura 26. Inmunofluorescencia para Epha7 en cortes de prosómero 1 de embriones de G. gallus. 

A, B y C: cortes frontales HH30 a 25X. D y E: cortes sagitales HH27 a 25X. (A) Expresión de 

EphA7 en OSC. Flechas indican zonas de mayor expresión, en la zona superior de las células del 

OSC, en las células apicales. (B) Expresión de tubulina BIII en los axones que cruzan el eje medial 

formando la CP. Flecha indica la CP. (C) Merge de A y B más TOPRO-3 para marcaje del núcleo 

de las células. (D) Expresión de EphA7. Flechas indican expresión de EphA7 en células que se 

encuentran en la zona superior del OSC. E) Expresión de tubulina BIII de proyecciones axonales 

que conforman la CP. La flecha indica la CP. Verde: EphA7. Rojo: Tuj1. Azul: TOPRO-3. 
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5. DISCUSION 

Durante el desarrollo embrionario, las células neuroepiteliales están sometidas a 

procesos de proliferación, diferenciación y migración. En el caso de los 

embriones de G. gallus estos ocurren en estadíos tempranos, encontrando al 

tercer día de desarrollo axones de neuronas que comienzan a extenderse hacia 

su contraparte sináptica (Stanic et al., 2014). En este momento comienzan a 

identificarse las primeras comisuras, formadas por axones que son guiados por 

moléculas de guía capaces de dirigir el crecimiento axonal, y que se encontrarían 

distribuidas en forma de gradientes o en zonas específicas, permitiendo la 

combinación de información direccional y posicional para los axones en 

proyección (Puelles et al., 1993).  

Dentro de las primeras comisuras encefálicas en formarse está la CP, ubicada 

en el límite dorsal entre el diencéfalo-mesencéfalo y para la cual aún no se 

conocen con detalle las moléculas que estarían a cargo de guiar a los axones 

que forman dicha comisura. Los axones de la CP atraviesan la línea media a 

través de la placa del techo diencefálica (PTD). Evidencias obtenidas 

previamente por nuestro grupo de investigación (Stanic et al., 2014) indican una 

expresión complementaria entre OSC-espondina y los transcritos de EphA7, 

donde la primera se expresaría solo en la placa del techo diencefálica lateral 

(PTDL) y EphA7 exclusivamente en la placa del techo diencefálico medial 

(PTDM). Lo cual se vuelve interesante al observar que el comportamiento de los 
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axones en proyección también varía dependiendo de si están sobre la PTDL, 

donde se encuentran altamente fasciculados o si están sobre la PTDM, donde se 

desfasciculan algunos girando, tomando una proyección ipsilateral al eje medial 

(Stanic et al., 2010). 

Por otro lado, EphA7 un receptor, es lógico pensar que en la zona podría estar 

expresándose su posible ligando o algún otro receptor que actúe como posible 

interactor, esto basado en la evidencia de sistemas estudiados donde se ha 

observado que cuando estas proteínas se expresan también lo hacen otros 

miembros de la familia. Esto se ha observado en sistemas tales como el 

retinotectal, como también durante la regeneración del nervio óptico, en el 

desarrollo de la inervación cutánea, en el control sensomotor y en el tronco 

cerebral auditivo (Symonds y cols., 2007; Yates y cols., 2014; Wijeratne y cols., 

2014). 

Con estos antecedentes, se propuso en primera instancia identificar y clasificar 

aquellas moléculas expresadas en la zona del prosómero 1 de embriones de G. 

gallus relacionadas con Eph/efrinas en estadio HH23 y HH30.  

5.1. Expresión de Eph/efrinas en la PTD de embriones de G. gallus. 

Los receptores Eph y sus ligandos efrinas, han sido identificadas formando 

gradientes entre la retina y el téctum óptico/ colículo superior en diversos modelos 

animales, siendo los impulsores de acuñar la definición de mapas topográficos 
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en el proceso de guía axonal (Dickson, 2002; McLaughlin et al., 2003). Sin 

embargo, la expresión de esta familia de proteínas ha sido descrita en otros 

procesos del desarrollo, como, por ejemplo, gastrulación, segmentación, 

fasciculación, guía axonal, crecimiento dendrítico y migración celular (Dickson et 

al., 2002; Cramer & Miko, 2016; Cecchini & Cornelison, 2021) los cuales además 

de ser expresados durante el desarrollo siguen siendo expresados durante la vida 

adulta, pudiendo estar implicados en otros procesos distintos al de guía axonal 

(Cecchini & Cornelison, 2021). Además de las funciones anteriormente descritas 

para el complejo receptor-ligando Eph/efrinas, se han propuesto muchas otras, 

entre las cuales resalta la participación de estas en la formación de comisuras. 

Nuestros resultados muestran que del total de transcritos expresados en la zona 

de la PTD lugar donde se ubica la CP, un 2% y 3% estarían relacionados con el 

proceso de guía axonal, en HH23 y HH30 respectivamente. Respecto a aquella 

población de moléculas clasificadas para la familia de Eph/efrinas se determinó 

por análisis bioinformático que correspondería a 11% y 8% de los conteos 

obtenidos (del 2 y 3% relacionado con guía axonal), para HH23 y HH30 

respectivamente. El 11% de un 2% correspondería a un total de 130.792 counts. 

Para el estadío HH30 se observó que de un 3% de moléculas de guía axonal un 

8% corresponderían o estarían relacionadas con la familia de Eph/efrinas. El 8% 

de un 3% del total de conteos corresponde a un total de 122.819 counts. La 

expresión de proteínas relacionadas con la familia de Eph/efrinas en las 

comisuras es algo ya descrito anteriormente, tal como en la formación de la 
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comisura anterior, en donde axones corticales migran hacia la línea media ventral 

de la placa del suelo, guiado por efrinas expresadas en la zona, donde decidirán 

si cruzar la línea media (Henkemeyer et al., 1996). Diversos estudios 

relacionados con mecanismos mediados por contacto demuestran que la perdida 

de la expresión de EphA4 produce un significativo desplazamiento ventral y 

lateral de la zona anterior de la comisura anterior (Ho et al., 2009). Al comparar 

los conteos establecidos para cada molécula, logramos evidenciar que los 

transcritos con mayor expresión en la zona del prosómero 1 serían el ligando 

efrina A5 y los receptores EphA3, EphA4 y EphA7. 

5.2. Expresión de EphA4 en la PTD de embriones de G. gallus 

El análisis de los datos de secuenciación transcriptómica señalan la expresión 

diferencial de transcritos para EphA4 en zona del prosómero 1 siendo menor en 

HH23 que HH30. El análisis de expresión proteica por ensayos de Western Blot 

demostraron la expresión de dos isoformas de EphA4 en la zona donde se ubica 

la CP con dos bandas a la altura de 100-120 kDa y 37-50 kDa. Es conocido el 

proceso de truncamiento de las moléculas Eph donde se genera una isoforma 

que solo posee dominios extracelulares y que actuaría como inhibidor o 

atenuante de la señalización bidireccional del receptor al que se una en cis 

(Yamagishi et al., 2011; Bai et al., 2011; Coleman et al., 2010). Dentro de este 

contexto es que Gatto y colaboradores en el año 2014 estudian las isoformas 
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producto del clivaje de EphA4 demostrando como la isoforma EphA4 N-terminal 

correspondiente a la isoforma soluble se une a EphA4 de tamaño completo o 

EphA4-FL regulando sus niveles de expresión y consigo la proyección del axón 

motor espinal (Gatto et al., 2014). Por otro lado, Zhao y colaboradores en el año 

2017 corroboran esta información identificando las isoformas de EphA4 y 

demostrando su expresión en ratones SOD1, isoformas que corresponderían a 

la isoformas EphA4-C y EphA4-N, donde la primera tendría una función 

principalmente de atenuación por la posible inhibición de la fosforilación del 

dominio tirosina quinasa, esto debido a que corresponde a la isoforma adherida 

a la membrana celular, y por otro lado, la segunda participaría en la regulación 

de la señalización bidireccional uniéndose a heterodímeros de Eph (Zhao J. et 

al., 2017).  

Nuestro estudio demostró solo la expresión de las isoformas EphA4-FL y EphA4-

C esto debido a la zona de la proteína contra la que estaba dirigida el anticuerpo 

utilizado (la zona c-terminal). La primera isoforma de 100-120 kDa se expresa 

mayoritariamente en estadios HH30, en cambio la isoforma de 37-50 kDa se 

expresa de manera indiferenciada, es decir, se observa un nivel de expresión 

similar en HH23 y HH30. Es interesante lo observado respecto a la expresión de 

estas isoformas donde se observa que en estadíos tempranos se expresan 

principalmente las isoformas truncadas de la proteína en cambio en HH30 se 

observa que la expresión de EphA4 se debe a la expresión de EphA4-FL 

principalmente. 
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5.3. Expresión de EFNA5 y EphA7 en la placa de techo diencefálico de embriones 

de G. gallus. 

Los estudios de ARNseq mostraron la expresión de transcritos de EFNA5 en la 

zona del prosómero 1 observándose el doble de expresión en estadíos HH23 

comparados con HH30, lo cual fue validado por RT-qPCR. El análisis de 

expresión proteico mediante Western Blot dejó en evidencia la expresión de una 

proteína de 20 kDa aproximadamente que corresponderían al ligando EFNA5. La 

cuantificación de las bandas obtenidas mostró una marcada diferencia de 

expresión diferencial en la proteína, expresándose el triple en HH23 de lo que se 

expresa en HH30. Estos resultados se condicen con los vistos en la cuantificación 

de transcritos para EFNA5 estudiados en la zona. Los resultados de la 

inmunofluorescencia para este ligando en cortes de la zona estudiada muestran 

un patrón de expresión positivo en las células basales que conforman la PTD u 

OSC y, por otro lado, existe una expresión hacia las células de la zona apical. Se 

observa un patrón de expresión hacia la zona del mesencéfalo. Una observación 

con mayor aumento dejó en evidencia la expresión de EFNA5 en células en 

posible diferenciación que estarían cruzando la CP, y que muy probablemente, 

serían las mismas células que estarían migrando hacia el mesencéfalo.  

Es conocida la relación entre EFNA5 como ligando de EphA7, receptor nombrado 

anteriormente y estudiado por nuestro grupo (Depaepe et al. 2005; Miller et al. 

2006; Lee et al. 2013). La interacción de estos resulta en la fosforilación de la 
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tirosina presente en el dominio quinasa, resultando generalmente en la repulsión 

del cono axónico, así como también de las células en migración (Holmberg et al., 

2000). Aunque el efecto principalmente ha sido descrito como repulsivo, existe 

evidencia que indica que también podría promover la adhesión celular, 

permitiendo que axones en crecimiento logren avanzar por lugares que 

generalmente generarían repulsión (Rashid et al., 2005; Lim et al., 2008; Chai et 

al., 2014; Tai & Kromer, 2014). Otros estudios, podrían dar explicación a este 

fenómeno, como los de Holmberg y colaboradores en el año 2000, donde 

describen una isoforma de Epha7 truncada, denominada EphA7-T1, la cual al 

interaccionar con EphA7 inhibe la fosforilación de la tirosina quinasa de la EphA7-

FL resultando en una respuesta de adhesión al interaccionar con EFNA5 

(Holmberg et al., 2000). En el año 2020, se describen dos isoformas EphA7-FL y 

EphA7-T1, donde la primera correspondería a la proteína de tamaño completo de 

112 kDa y la segunda correspondería a la isoforma producto del truncamiento de 

la primera con un peso de 67 kDa.  Se demostró que la interacción de ambas en 

ensayos de cultivo celular resultaría en la inhibición de la fosforilación de EphA7-

FL modulando así la respuesta repulsiva del crecimiento dendrítico y la adhesión 

celular de las neuronas de la corteza cerebral (Holmberg et al., 2000; Leonard et 

al., 2020). Por otro lado, en el año 2015 Lee y colaboradores (Lee et al., 2015) 

describen una isoforma entre 49 – 59 kDa correspondiente a una variante de 

empalme, basados en el trabajo de Oricchio y colaboradores en el año 2011 

(Oricchio et al., 2011). 
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Nuestros resultados muestran la expresión de ARNm de EphA7 en la zona 

estudiada por ARNseq. La cuantificación transcriptómica por secuenciación 

evidenció la expresión no diferencial para EphA7 entre estadios HH23 y HH30. 

Lo cual se condice con los resultados observados en el ensayo de Western-Blot 

para la expresión proteica, donde se observó la expresión de EphA7-FL y EphA7-

T1, con una notoria mayor expresión de la isoforma truncada por sobre la 

isoforma de tamaño completo. Esta isoforma podría estar regulando la repulsión 

axónica en respuesta a la interacción de EphA7 y EFNA5 existente en la zona de 

la PTD.  

Los resultados para la inmunofluorescencia mostraron que EphA7 se estaría 

expresando con el mismo patrón de EFNA5 en cortes frontales de embriones 

HH30 con una mayor expresión hacia las células basales de la PTD por debajo 

de la CP. Por otro lado, no se logra ver el patrón descrito por Stanic y 

colaboradores en 2014, con una expresión exclusiva para EphA7 en la PTDM 

(Stanic et al.,2014), esto podría ser debido a que el corte no hay sido 

completamente recto, otorgando alguna inclinación en el grado de corte, 

observando el patrón horizontal de los resultados, sin olvidar, que la 

inmunofluorescencia en corte nos restringe a un solo plano de estudio lo cual es 

una limitante en el estudio de mapas topográficos. Los cortes longitudinales de 

embriones HH27 muestran cuerpos celulares positivos para EphA7 por debajo 

de la CP. La colocalización de receptor y ligando estaría indicando una posible 

interacción en cis o trans entre las células de la zona que expresan la proteína. 
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Lo cual permitiría la migración de aquellas células en diferenciación marcadas 

con EFNA5. Otra zona cuyo correcto desarrollo está relacionado con la correcta 

expresión de EphA7 y EFNA5 como interactores es la corteza cerebral, en donde 

ambas proteínas por respuestas de tipo repulsiva delimitarían la zona (Iguchi et 

al., 2020). 

Por otro lado, existe evidencia que relaciona la interacción entre EphA7 y EFNA5 

directa o indirectamente con la regulación de la proliferación celular (Conover et 

al., 2000; Holmberg et al., 2005), mostrando que en progenitores corticales 

promueve la apoptosis resultando en la disminución en el tamaño de la corteza 

(Depaepe et al., 2005). Con estos antecedentes se sugiere que EphA7 y EFNA5 

presentes en la PTD serían cruciales en el equilibrio entre la proliferación celular 

y la apoptosis necesaria para la correcta formación del prosómero 1.  

Se propone que ambas proteínas están cumpliendo un papel de migración y 

adhesión celular en la zona, permitiendo la diferenciación y la migración de las 

células que se forman en la PTDM hacia el mesencéfalo. Por otro lado, los 

axones proyectados desde los núcleos de la placa alar en HH30 se encontrarían 

con estas proteínas expresando posiblemente EphA3 u otro receptor Eph en su 

membrana, condicionando así la guía del axón. Por este motivo al inhibir alguna 

de estas moléculas el resultado abarcará mucho más que solo la malformación 

de la CP, observando un efecto negativo en la totalidad de la estructura, 

confirmando el rol morfogénico de la proteína (Stanic et al., 2014).  
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 5.4. Mapas topográficos de Eph/efrinas tipo A en embriones de G. gallus. 

Nuestros resultados de inmunofluorescencia en corte dejan en evidencia un 

patrón de expresión para las moléculas de efrinas en estudio. Dentro de este 

contexto surge la pregunta de si lo que hemos observado realmente corresponde 

a la localización correcta de las proteínas o si solo estamos observando la 

expresión de estas en un solo plano sin observar en su totalidad el mapa 

topográfico en que se estarían expresando, pasando por alto otros planos de 

corte en el cual podríamos ver un cambio en la expresión, e incluso la 

probabilidad de que el corte haya sido realizado con algún grado de inclinación 

observando varios planos a la vez. 

Existe evidencia que las efrinas y receptores Eph están involucradas en la 

formación de mapas topográficos en distintas regiones del encéfalo, tales como 

las observadas en las proyecciones hipocamposeptal, talamocortical, retinotectal 

y olfativa. En todos estos casos se requiere de la expresión complementaria, en 

forma de gradiente, de efrinas y Eph en las regiones de origen y diana de la 

proyección (Martinez & Soriano, 2005). Hansen y colaboradores en el año 2004 

propusieron un modelo de acción de las Eph/efrinas en la formación del mapa 

topográfico retino-colicular, en donde Efrina A expresada en el colículo según un 

gradiente creciente anterior-posterior, actúa sobre axones retinales de forma 

antagónica dependiendo de su concentración: niveles bajos estimulan el 

crecimiento axonal, mientras que niveles altos lo inhiben. Además, la expresión 
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gradual decreciente de Eph a lo largo del eje nasal-temporal produciría la 

respuesta gradual de los axones retinales (Hansen et al., 2004). Dejando así en 

manifiesto la importancia de la expresión en gradiente de estas moléculas en 

proyección axónica y en la formación de nuevas conexiones. 

El estudio de mapas topográficos es realizado mediante ensayos de 

inmunohistoquímica en bloque ya que como se ha mencionado, la 

inmunohistoquímica en corte histológico nos restringe al estudio de un solo plano 

de corte, en cambio al observar el embrión en su totalidad podemos tener un 

mejor acercamiento de como estas proteínas estarían dispuestas en el espacio 

sin tener que extrapolar desde la visualización de un solo plano. 

 5.5. Otras moléculas relevantes expresadas en la zona estudiada. 

Con los estudios de nivel de expresión de los transcritos anotados por ARNseq 

se logró determinar la expresión diferencial existente al comparar ambos estadíos 

de cada una de las moléculas relacionadas con la actividad de las Eph/efrinas. 

Se determinaron dos grupos de moléculas tanto receptores como ligandos, 

correspondientes a los tipos A y B de la familia. Los resultados mostraron que 

uno de los transcritos mayores expresados pertenecientes a la familia de 

Eph/efrinas corresponde a EphB2, un receptor de efrina perteneciente a la 

tipificación B de estas proteínas. Respecto a los ligandos vemos que Efrina B1 

se expresa por sobre Efrina B2 en ambos estadíos. Esto es interesante ya que 
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existe evidencia de que este receptor y ligando estarían relacionados entre sí en 

el establecimiento de las proyecciones cruzadas en el sistema nervioso central 

(Cramer & Miko, 2016). Se ha descrito que Efrina B1 actuaría como ligando de 

EphA4 y, por otro lado, EphB2 podría unir Efrina A5 en el correcto desarrollo del 

sistema nervioso (Gale et al., 1996; Himanen et al., 2004; Qin et al., 2010; 

Himanen, J. 2012).  

En pollos, la rama contralateral de los axones del núcleo magnocelular (NM) en 

desarrollo alcanza y cruza la línea media alrededor de HH23. Casi al mismo 

tiempo, la efrina-B2 se expresa en los axones en crecimiento, mientras que 

EphB2 y EphB5 se expresan a un nivel bajo en las células de la línea media. 

Después de que los axones de NM han crecido a través de la línea media, la 

expresión de ambas moléculas de Eph comienza a aumentar y se extiende desde 

la línea media ventral hacia la línea media dorsal. La sobreexpresión de EphB2 

o la expresión de EphB2 inactiva las quinasas en las células de la línea media 

cambiando el curso de los axones NM, con muchos axones desviados desde la 

línea media. Esto permite que los axones crezcan antes de cruzar cuando EphB2 

se expresa a un nivel bajo, mientras que un aumento posterior en los niveles de 

EphB2 genera una señal repulsiva para evitar que los axones retrocedan 

después de haber cruzado la línea media (Krasewicz & Wei-Ming, 2022). 

Se conocen los roles de los dominios estructurales de Eph y efrina y la identidad 

de sus intermediarios de señalización, pero lo que aún no está claro es la 
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naturaleza de las interacciones de orden superior, por ejemplo, aquellas entre 

grupos de Ephs y efrinas expresadas en las mismas neuronas o en neuronas 

separadas (Klein & kania, 2014) e incluso su comunicación cruzada con 

receptores tirosina quinasa de otras familias como es el caso de los receptores 

FGF (Cecchini & Cornelison, 2021). Existe evidencia que relaciona la actividad 

de FGFR con la de Eph mediante la interacción con el sustrato de FGFR 2α 

(FRS2α) mediador necesario en la activación de la señalización de FGFR (Latko 

et al., 2019). La síntesis de tetrámeros formados por EphA4, FGFR y FRS2α 

activado por ligandos estaría relacionada con la renovación y diferenciación de 

progenitores neurales en embriones de ratones (Sawada et al., 2015). De esta 

manera, las Eph/efrinas ya no solo estarían vinculadas con los procesos de 

neurogénesis o diferenciación neuronal atribuidos a la actividad en respuesta a 

la interacción receptor ligando, sino que también estaría involucrándose en vías 

de señalización de factores de crecimiento tal como se ha observado con FGFR. 

El presente trabajo hace un aporte en entender cómo se desarrolla el prosómero 

1, aportando posibles mecanismos en la guía de los axones de la comisura 

posterior y abre interrogantes tales como que otras moléculas de guía axonal 

están involucradas en este proceso. 
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6. CONCLUSIONES 

• Tanto efrina A5 como EphA4 y EphA7 se encuentran expresadas en el 

prosómero 1 

• Efrina A5 se encuentra expresada en HH30 hacia la región basal de las 

células del OSC por debajo de CP y en el dominio apical del OSC similar a 

EphA7. 

• Efrina A5 se encuentra expresada en células que cruzan la CP y migran hacia 

el mesencéfalo sugiriendo un posible rol en procesos de diferenciación y 

migración celular. 

• Al no poder observar la expresión de efrina A5 y/o EphA7 en la totalidad del 

área, y sabiendo que la expresión de las efrinas forma verdaderos mapas 

topográficos se hace necesario la realización de ensayos de 

inmunohistoquímica en bloque. 

• La alta expresión de moléculas de efrinas de tipo B y la evidencia disponible 

hace necesario el estudio de estas moléculas y su posible interacción con las 

Eph/efrinas de tipo A. 
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