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3.3 OBTENCION DE LOS EMBRIONES.

De acuerdo a nuestro nimero de sondas: ¢33 AS, ¢33 S y TH AS, se
sacrificaron 5§ hembras prefiadas para cada estadio gestacional de 10.5 a 15.5
dias, lo que da un total de 35 hembras sacrificadas para este estudio. Como

promedio, obtuvimos 175 embriones, se utilizaron 20 embriones para cada

estadio embrionario.

3.4 HIBRIDACION IN SITU

Para los estudios de la expresion de ¢33 mediante hibridacién in sifu de

embrion completo, se utilizaron embriones que no tuvieran mas de dos

semanas en metanol absoluto.

3.4.1 EXPRESION DE TH (CONTROL POSITIVO) EN EMBRIONES DE
RATONES SILVESTRES DE 12.5 DIAS DE GESTACION.

Paralelo a cada hibridacién, se corrié la sonda de TH antisentido como
control positivo de la reaccién; se utilizd este gen de la TH debido a que ya se
conoce su patrdn de expresion, y se expresa a nivel de la region mesencefalica.
Lo cual fue de mucha utilidad en la estandarizacion de la técnica. La figura 14

muestra el patrdn de expresion de la sonda de TH antisentido.
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Figura 14. Expresion de TH en embriones de ratén de E12.56. Embriones de 12.5 dias fueron
hibridades con una sonda de RNA antisentido para detectar la expresion de TH. La sefial de
expresion se observa como manchas café oscuro. En este caso se observa a nivel cefalico en
la region mesencefalica e hipotalamo (indicado por las flechas). Los gangiios neuronales de la
médula espinal que expresan TH también presentaron hibridacion positiva (flechas verdes).
0.75X.
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3.4.2 EXPRESION DEL GEN ¢33 DURANTE EL DESARROLLO
EMBRIONARIO DE RATON.

Con el propdsito de conocer la funcién del gen ¢33 y de comprobar su
expresion en la region mesencefalica analizamos embriones de ratén de 10.5 a

15.5 dias de desarrollo.

Los resultados de los analisis de expresién del gen ¢33 obtenidos

mediante hibridacion in situ se muestran en la tabla 6.

Edad gestacional Expresion de ¢33

E10.5 -
E11.5 -
E12.5 +
E13.5 -
E14.5 -
15.5 (cerebro) -

Tabla 6. Resultados de la expresién del gen ¢33

Los embriones analizados fueron de 10.5 dias a 14.5 dias, y cerebros de

embriones de 15.5 dias, la expresién del gen ¢33 se encontrd unicamente en

embriones de 12.5 dias.

El patron de expresion obtenido para cada una de las etapas

gestacionales analizadas se describe en las figuras 15-20.
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ANTISENTIDO

TH (control +)

SENTIDO (control -)

Figura 16. Ausencia de la expresion del gen ¢33 en embriones de raton de 10.5 dias.
Durante este estadio no se observa sefial de expresién en ningin érgano o tejido con la sonda
antisentido (A) y sentido (B). El control positivo de TH si mostré una seiial de reaccion, indicado
por la flecha en embrion de 12.5 dias de desarollo (C). Ay B 1.25X, C 0.75X.
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¢33 ANTISENTIDO ¢33 SENTIDO (-)

Figura 16. Ausencia de la expresién del gen c33 en smbriones de ratén de 11.5 dias.
Durante este estadio no se observa seilal de expresion en ningun 6rgano o tejido con la sonda
antisentido (A) y sentido (B). El control positivo de TH si mostré una seiial de reaccién, indicado
por las fiechas en embrion de 12.5 dias de desarrolio (C). Ay B 1X, € 0.75X.
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¢33 ANTISENTIDO ¢33 SENTIDO (-)

A
TH (control +)

Figura 17. Expresion del gen ¢33 en embriones de E12.5. Durante este estadio se observa
sefal de expresion a nivel de la region mesencefalica, a lo largo de la flexura, con la sonda
antisentido (A), lo cual no ocurre con la sonda sentido (B). En C vemos el control positivo TH
para la reaccion, con su patron caracteristico en embrion de 12.5 dias. 0.75X.
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¢33 ANTISENTIDO

SISENTIDO ()

£ 4

A

Figura 18, Ausencia de la expresién del gen c33 en embriones de ratén de 13.5 dias.
Durante este estadio no se observa sefial de expresion en ningun drgano o tejido con la sonda
antisentido (A) y sentido (B). El control positivo de TH si mostrd una sefal de reaccién, indicado
por las flechas en embrion de 12.5 dias de desarrollo (C). Ay B 0.5X, C 0.75X.
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¢33 ANTISENTIDO ¢33 SENTIDO (-

Figura 19. Ausencia de la expresion del gen c33 en embriones de raton de E14.5 dias de
gestacion. Durante este estadio no se observa seiial de expresion en ningun organo o tejido
con la sonda antisentido (A) y sentido (B). El control positivo de TH si mostré una sefial de
reaccion, indicado por las flechas en embrion de 12.5 dias de desarrollo (C). Ay B 1X, C 0.75X,
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¢33 ANTISENTIDO

T

¢33 SENTIDO (-) TH (control +)

Figura 20. Ausencia de la expresion del gen ¢33 en cerebros de embriones de ratén de
15.5 dias de gestacioén. El las figuras A y B se muestran cerebros de embriones de ratén de
15.5 dias cortados sagitaimente, para mostrar la ausencia de expresion del gen ¢33 que fueron
hibridados con las sondas ¢33 antisentiklo y sentido respectivamente. No se encontrd sefial
positiva para el gen c33. En la figura C la flecha indica la seial de TH en la parte veniral del
mesenceéfalo de un embrion de ratén de 12.5 dias de desarollo. Ay B 1.25X y C 1.75X.
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3.4.3 OBTENCION DE CORTES HISTOLOGICOS A PARTIR DE LOS
EMBRIONES POSITIVOS PARA EL GEN c33.

En las preparaciones histolégicas de los embriones de 12.5 dias de
desarrollo que mostraron sefial positiva para la sonda antisentido c33, se
observé que la sefal esta localizada solo en el mesénquima que rodea a la
flexura mesencefalica.

Figura 21. Expresién del gen c33 en el mesénquima de la flexura mesencefilica en
embrién de raton de 12.5 dias. Se realizaron cortes sagitales de 20um de espesor de la region
mesencefdlica de embriones de 12.5 dias de desarrollo. A y B cortes sagitales de embrion de
ratén a nivel de la region mesencefélica. C la misma region teiiida con hematoxilina y eosina.
Note que el area de expresion comesponde al mesénquima en Ay B. D en el recuadro la regién
que se esta viendo en los cortes. Ay B 5X, C 10X y D 0.75X.
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CAPITULO 4

DISCUSION

Nurrl es un factor de transcripcion que al ser suprimido en un ratén,
ocasiona la pérdida de las neuronas dopaminérgicas mesencefalicas (Saucedo-
Cardenas y cols., 1998). Debido a esta pérdida de neuronas dopaminérgicas
se pensd que Nurr1 esta regulando a algunos genes (Baffi y cols., 1999;
Saturada y cols., 1999) involucrados en los procesos de diferenciacion,
maduraciéon y mantenimiento fenotipico de las neuronas dopaminérgicas
mesencefalicas (Saucedo-Cardenas y cols., 1997; Zetterstrom y cols., 1996) .
Por lo tanto es de gran interés investigar cual es la funcién exacta de Nurr1,
sobre todo por la comparacién con los organismos KO para este gen con los
pacientes con enfermedad de Parkinson, ya que son las mismas neuronas

dopaminergicas de la regidon ventral mesencefalica que degeneran en ambos

Casos.

La estrategia que se siguié para empezar a estudiar a fondo la funcion de
Nurr1 fue realizar la comparacion del RNA de la regidbn mesencefalica de
embriones de raton mutante para Nurr1 con el de embriones de ratén silvestre
mediante un despliegue diferencial de RNAs. Mediante esta técnica se encontrd

que varios genes, entre ellos ¢33, al parecer, habian sido afectados por la
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inactivacién de Nurr1. Al comparar ¢33 en el Genebank se observd que

presentaba alta homologia con un gen en el humano de funcién desconocida.

Al analizar el patron de expresion de ¢33 en el desarrollo embrionario de
raton observamos que la expresion es positiva en el mesénquima que rodea a
la flexura mesencefalica Gnicamente en embriones de 12.5 dias de gestacion. A

diferencia de Nurr1 que se expresa en la parte ventral mesencefalica.

Ademas se observa una mancha a nivel del ventriculo telencefalico con

la sonda ¢33 antisentido, pero ya que se presenta también con la sentido, se

descarta como una sefal positiva de expresion del gen.

Los resultados obtenidos en este estudio confirman la presencia del gen
¢33 en la regidon mesencefalica. Ya que como se mencion6 anteriormente, esta
clona fue obtenida a partir de la region mesencefalica de embriones de ratones
silvestres mediante un despliegue diferencial de RNAs. Cabe sefalar que en
esta region las tres partes importantes que se localizan son: la parte dorsal

mesencefalica, la parte ventral mesencefalica y el mesénquima que esta

rodeando a la flexura mesencefalica.

Puesto que cuando se realizan disecciones para extraer la regién
mesencefadlica como se hizo para el despliegue diferencial de RNAs,
normalmente es muy dificil separar el tejido nervioso del mesénquima, ya que el

embrion de 12.5 dias no mide mas de 7 mm el manejo de esta region es muy
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minucioso. Por ésta razdn, se logro obtener la clona ¢33, que de acuerdo a
nuestros resultados, parece ser que la expresion del gen ¢33 es especifica del
tejido mesenquimatoso de la cabeza durante el desarrollo embrionario, donde
algunas regiones del mesénquima se originan de la cresta neural y el cual da
origen a diferentes tipos celulares del tejido conectivo del adulto. De alli, que la
diferenciacion de estos tipos celulares, podria estar influida por la expresion de
Nurri durante este estadio embrionario, puesto que la expresién de Nurri se

localiza en las neuranas de la region ventral del mesencefalo.

Por ofra parte, la sorpresiva expresion de este gen tan especificamente

localizado en espacio y tiempo, nos genera mucho interes, ya que a estas

edades, el mesénquima embricnario comienza a sufrir procesos de

diferenciaciébn. Generalmente cuando un gen presenta este tipo de

caracteristicas tan especificas, se cree que podria estar relacionado con

procesos de proliferacion y diferenciacion.

Este trabajo, marca la pauta para futuros estudios in vitro, donde se

pueda inducir la diferenciacion del meséngquima embrionario por la presencia de

la expresion del gen ¢33.
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CAPITULO §

CONCLUSIONES

» La expresion del gen ¢33 se restringe al mesénguima embrionario a nivel de
la flexura mesencefalica, a diferencia de Nurr1 que se expresa en las neuronas

de la regién ventral del mesencéfalo.

+ El gen c33 se expresa durante el desarrollo embrionario unicamente a los

12.5 dias en el mesénquima de la region mesencefalica.

« Debido a su corto tiempo de expresidn este gen podria estar involucrado en

procesos de regulacion génica y/o diferenciacion de las células

mesenguimatosas de la regién mesencefalica.

« La expresion de la clona ¢33 esta ausente en las neuronas dopaminérgicas

mesencefalicas.
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