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RESUMEN

El estudio del control de la proyeccién axonal a lo largo del eje longitudinal
del tubo neural nos ha llevado a usar como modelos de estudio a la proyeccién
reticuloespinal romboencefélica en el fasciculo longitudinal medio (FLM) y al tracto
nigroestriado en la rata. Los resultados muestran que el istmo controla la
proyeccion en sentido caudal de las neuronas reticuloespinales romboencefélicas.
En cultivos, el istmo mostré una actividad repelente del crecimiento caudal de las
neuritas reticuloespinales y de subpoblaciones de neuronas reticulares y del rafe.
La falta de sefiales provenientes de esta zona provoca una falta de proyeccion
caudal de las neuronas reticuloespinales. Estos resultados sugieren que sefales
difusibles quimiorrepelentes o no permisivas provenientes del istmo y sefales
ancladas al sustrato en los axones pioneros del FLM se encuentran involucrados
en la direccién caudal de la proyeccion reticuloespinal y podria influenciar otras
proyecciones longitudinales en el romboencéfalo. Dentro del estudio de la
proyeccion dopaminérgica, hemos identificado zonas del neuroepitelio que guian
la proyeccion en sentido rostral hacia su blanco final ubicado en el estriado en
desarrollo. La prosomera 1 y el estriado atraen a las neuritas dopaminérgicas en
desarrollo. Los experimentos de hibridacion in situ mostraron que las semaforinas
se expresan en la prosémera 1 rostral (sema 3C y 3F), la prosdOmera 2 (sema 3A)
y en el estriado (sema 3A). Cuando las semaforinas se expresaron en agregados
celulares y éstos se cultivaron junto con explantes de la sustancia nigra, mostraron
efectos de atraccion (sema 3A y 3C) y de repulsion (sema 3F). Estos efectos se
pueden bloquear mediante el uso de anticuerpos especificos para los receptores
de estas moléculas. Los resultados sugieren que las semaforinas 3A, 3C y 3F
participan en el control de la proyeccion dopaminérgica en sentido rostral hacia su

blanco final.



SUMMARY

We addressed the control of longitudinal axon pathfinding in the developing
brain, including the caudal projections of reticular neurons and the nigrostriatal
mesencephalic tract. Our results showed that the isthmus inhibited caudally
directed axon outgrowth, whereas rostrally directed axon outgrowth was
unaffected. Immunohistochemistry for reticular and raphe neuronal markers
indicated that the caudal, but not the rostral projections of these neuronal
subpopulations were inhibited by isthmic explants. Companion studies in chick
embryos showed that, when the hindbrain was surgically separated from the
isthmus, caudal reticulospinal axon projections failed to form and that descending
pioneer axons of the medial longitudinal fasciculus play an important role in the
caudal reticulospinal projection. These results suggest that diffusible
chemorepellent or nonpermissive signals from the isthmus and substrate-anchored
signals on the pioneer FLM axons are involved in the caudal direction of
reticulospinal projections and might influence other longitudinal projections in the
brainstem. In the study of nigrostriatal projections we have identified
neuroepithelial regions that guide the rostral projection of the dopaminergic
mesencephalic neurons to the final target in the developmental striatum. Our data
showed that prosomere 1 and the striatum can attract the dopaminergic neurite
outgrowth during rat development. In situ hybridization experiments demonstrated
that semaphorins are expressed in the prosomere 1 (sema 3C and 3F), prosomere
2 (sema 3A) and striatum (sema 3A). When semaphorins were expressed in
cellular aggregates and cultured with substantia nigra explants, they show
attractive (sema 3A y 3C) and repulsive (sema 3F) effects. These effects can be
blocked using specific antibodies for semaphorins receptors. These results suggest
that semaphorins participate in the control of the rostral dopaminergic projection to

their final target.
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INTRODUCCION

El Sistema Nervioso Central (SNC) de los mamiferos esta constituido por una
compleja red de circuitos neuronales interconectados de forma muy compleja, que
en su mayoria se forman durante el desarrollo embrionario (Daston y Koester,
1996). Estos circuitos se establecen por la proyeccion estereotipica de axones en
crecimiento desde su sitio de origen hasta sus células blanco, en respuesta a
sefales guia detectadas por receptores localizados en su extremo distal, el cono
de crecimiento (Mueller, 1999; Kanki y Kuwada, 2000).

La proyeccion axonal esta controlada por sistemas que se pueden clasificar
en sefiales de corto y de largo alcance (Tessier-Lavigne y Goodman, 1996;
Varela-Echavarria y Guthrie, 1997). Los mecanismos de corto alcance consisten
en moléculas ancladas a la membrana celular o a la matriz extracelular. Entre este
tipo de sefiales podemos citar a las proteinas slit (Brose y Tessier-Lavigne, 2000),
a moléculas de adhesion celular como NCAM y L1 y a las efrinas y sus receptores
(Kury et al.,, 2000). Los mecanismos de largo alcance consisten en sefales
secretadas que difunden desde su sitio de sintesis formando gradientes en el
tejido circundante. Ejemplos de sefiales de largo alcance lo constituyen las
semaforinas de secrecion, las netrinas y las proteinas BMP (por las siglas del
inglés Bone Morphogenetic Proteins).

Algunos de los grupos de moléculas descritos guian el crecimiento axonal a
lo largo de rutas circunferenciales en el tubo neural en desarrollo, esto es, a lo
largo de rutas ortogonales a su eje longitudinal (Kaprielain, Imondi y Runko, 2000).
Destacan entre ellas las netrinas (Kennedy et al., 1994; Colamarino y Tessier-
Lavigne, 1995; Chan et al., 1996; Ren et al., 1999), BMP’s y slit (Kidd, Bland y
Goodman, 1998; Van Vactor y Flanagan, 1999; Wang et al., 1999; Rajagolapan et
al., 2000) en la proyeccion de las neuronas comisurales espinales. Estas neuronas
proyectan ventralmente desde la porcion dorsal del tubo neural y atraviesan la
linea media para después proyectar en sentido ascendente. Estas neuronas
inician la proyecciéon ventral alejandose de la placa del techo que expresa la

proteina BMP-7 (Augsburger et al., 1999); en su proyeccién ventral, son atraidas
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hacia la placa del piso (PP), en la linea media ventral, que expresa netrina-1
(Serafini et al., 1996). Posteriormente, las proteinas slit, que se expresan también
en la linea media, controlan el cruce en la placa del piso, evitando que los axones
crucen nuevamente (Rothberg et al., 1990).

Sin embargo, los mecanismos que guian el crecimiento axonal a lo largo del
eje longitudinal del tubo neural son menos conocidos. Este trabajo forma parte de
un programa de investigacion amplio en el que se estudian estos mecanismos vy,
como modelos de proyeccion longitudinal hemos iniciado el estudio de la
proyeccion reticuloespinal en el romboencéfalo y de la via nigroestriatal en el
mesencéfalo. Durante el desarrollo embrionario, los axones reticuloespinales
siguen una ruta descendente ipsi o contralateral en el fasciculo longitudinal medial
(FLM) hasta la region cervical de la médula espinal que determina la posicion de
las extremidades superiores en relacion con el resto del cuerpo; la via
dopaminérgica sigue un trayecto ascendente ipsilateral desde el mesencéfalo

caudal hasta la regién del prosencéfalo que da lugar al estriado.
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a) Neuronas reticuloespinales romboencefélicas

Las neuronas de la formacion reticular del romboencéfalo dan lugar a varias
proyecciones, incluyendo la via reticuloespinal originada en las neuronas
reticuloespinales cuyos axones se unen de forma ipsilateral al FLM o proyectan a
través de la placa del piso antes de unirse al FLM contralateral (Glover y
Petursdottir, 1988; Easter y Frankfurter, 1993; Parent, 1996; Bélanger et al., 1997;
Auclair, Marchand y Glover, 1999). Tanto en embriones de pollo como de
roedores, las neuronas reticuloespinales se encuentran organizadas en columnas
longitudinales con nucleos localizados en niveles especificos del eje longitudinal
(Glover y Petursdottir, 1988; Clarke y Lumsden, 1993; Glover, 1993; Auclair,
Marchand y Glover, 1999). Dos columnas se encuentran en la médula
(rombémeras 6 a 8); una de ellas proyecta ipsilateralmente y la otra de forma
contralateral. La columna ipsilateral se continla en el puente (rombomera 1 a 5)
mientras que la contralateral es interrumpida a nivel de la prosémera 5 (Mastick y
Easter, 1996). Las neuronas serotonérgicas y adrenérgicas son otras poblaciones
que siguen proyecciones longitudinales en el romboencéfalo en desarrollo. Las
neuronas serotoneérgicas se desarrollan en el romboencéfalo rostral y dan lugar a
los nucleos caudales lineales, al nucleo dorsal del rafe, al ndcleo medial del rafe y
al grupo B9 de Dalhstrom y Fuxe (Dalhstrom y Fuxe, 1964; Aitken y Tork, 1988). A
pesar de que la mayoria de las proyecciones de estos ndcleos son en sentido
ascendente, el nucleo dorsal y medio del rafe también tienen proyecciones
descendentes claramente definidas en la rata adulta (Vertes, Fortin y Crane,
1999). En contraste, el nucleo serotonérgico caudal tiene principalmente
proyecciones caudales (Parent, 1996). Se ha mostrado que las neuronas positivas
para feniletanolamina-N-metiltransferasa (PNMT) que se desarrollan en el
romboencéfalo rostral, dan lugar a centros adrenérgicos en el puente que
presentan tanto proyecciones ascendentes como descendentes (Shimada,
Takatsuji y Wanaka, 1998).

En el romboencéfalo de anfibios, la direccion de crecimiento caudal de las
neuronas reticuloespinales Mauthner es influenciada por la polaridad del tubo

neural. Las neuronas Mauthner presentes en fragmentos neuroepiteliales
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romboencefalicos transplantados homotdpicamente pero en orientacion inversa de
a acuerdo a su eje longitudinal, proyectan inicialmente de forma ascendente de
acuerdo al eje original del implante. Sin embargo, la mayoria de ellas viran
caudalmente siguiendo la proyeccion normal de acuerdo a la polaridad del tubo
neural del hospedero (Hibbard, 1965). La fuente de tales sefales de orientacion no
es clara, pero podria residir en informaciéon de patrones locales, en tractos
pioneros preexistentes o en algunos centros organizadores localizados en distintas
posiciones a lo largo del eje neural, produciendo sefiales difusibles que guian el
crecimiento. Esta ultima idea podria ser de gran relevancia toda vez que se ha
encontrado que la placa del piso (PP) actia como un organizador, y que influye en
la guia axonal a lo largo del eje dorsoventral del tubo neural (Tanabe y Jessell,
1996; Tessier-Lavigne y Goodman, 1996). Otros centros organizadores que
controlan patrones de desarrollo en el eje rostrocaudal incluyen al istmo, a la
region organizadora del prosencéfalo (Lumsden y Krumlauf, 1996; Houart,
Westerfield y Wilson, 1998; Rubenstein et al., 1998), y posiblemente a la zona
limitans intratalamica (Larsen, Zeltser y Lumsden., 2001; Zeltser, Larsen y
Lumsden, 2001). El papel de estas regiones en la proyeccion axonal no ha sido
investigado. En este trabajo se examind el posible papel del istmo en la guia
axonal, ya que esta zona actla como un organizador de patrones de desarrollo y
diferenciacion del mesencéfalo, el cerebelo y el romboencéfalo rostral (Lee et al.,
1997; Wassarman et al., 1997; Martinez et al., 1999; Irvin y Mason, 2000).
También hemos investigado si los axones descendentes del FLM originados en el
mesencéfalo, podrian proveer informacion de sefiales guia. Utilizando
experimentos in vitro e in vivo, hemos encontrado que el istmo es una fuente de
sefales difusibles que afectan a poblaciones de axones romboencefalicos de
proyeccion caudal, incluyendo a los reticuloespinales y del rafe, y que los axones
descendentes del FLM del mesencéfalo juegan un papel critico en la proyeccién
caudal reticuloespinal. Estos resultados indican que el istmo actia como un
organizador del crecimiento axonal al producir sefales guia, sefales inhibidoras o

activando sistemas de guia axonal que conducen las proyecciones descendentes
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desde las rombOmeras rostrales. Nuestros resultados indican que el FLM actua

como un tracto pionero para proyecciones descendentes del tallo cerebral.
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b) Neuronas dopaminérgicas nigroestriatales

El tracto nigroestriado participa en el control motor al modular el
funcionamiento de las neuronas estriatales. Sus fibras hacen sinapsis con las
neuronas pequefias y grandes del estriado dorsolateral (Beckstead, Domesick y
Nauta, 1979; Lin y Rosenthal, 2003). En este sitio liberan dopamina, la cual activa
receptores D1 y D2, causando, respectivamente, una disminucion de la
excitabilidad de la membrana y una disminucion de Ila liberacion de
neurotransmisor por parte de las neuronas colinérgicas estriatales. Ambos efectos
provocan una disminuciéon de la frecuencia de descarga de las neuronas
estriatales. Ademaés, este tracto estd evolutivamente conservado en los
vertebrados y es posible identificarlo mediante el uso de anticuerpos contra la
hidroxilasa de tirosina (TH), enzima limitante en la sintesis de dopamina. En el
humano, el origen de la enfermedad de Parkinson, es la muerte de estas
neuronas.

Durante el desarrollo embrionario de la rata, el tracto nigroestriado inicia su
proyeccion en las porciones ventral y caudal del mesencéfalo, donde se localiza la
sustancia nigra (SN) en desarrollo, originandose en el dia 12 de gestacion (E12).
Su proyeccion inicial es hacia la parte dorsal del tubo neural, alejandose de la PP.
En el E12.5, la mayoria de las neuronas dopaminérgicas mesencefalicas (NDM)
ya han proyectado dorsalmente. Entre E12.5 y E13, las neuritas viran y proyectan
rostralmente, dirigiéndose hacia el prosencéfalo. Esta region del cerebro en
desarrollo estd dividida en dominios transversos o prosomeras (Puelles y
Rubenstein, 1993). Asi, los axones dopaminérgicos proyectan hacia el diencéfalo,
que incluye a las prosomeras 1 a 4 y posteriormente, en E15, llegan a la
prosomera 5 (p5), que en estadios posteriores da lugar al estriado (fig. 1)
(Nakamura et al., 2000). Durante el periodo postnatal, la formacién de nuevas
sinapsis dopaminérgicas con las neuronas estriatales continla y es incluso

probable que contribuya a la maduracion del estriado (Antonopoulos et. al, 2002).
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Figura 1. Proyeccion de las neuronas dopaminérgicas mesencefalicas de la
sustancia nigra. La proyeccion dopaminérgica en la rata comienza en el E12.5 y los

primeros axones dopaminérgicos llegan a su blanco final, el estriado, en el E15.5.

En el cerebro maduro, las neuronas dopaminérgicas estan concentradas en
dos zonas del mesencéfalo: el area tegmental ventral (VTA) y la sustancia nigra
(SN). Las proyecciones del VTA hacia el estriado ventromedial (nicleo accumbens
y tubérculo olfatorio) forman el tracto mesolimbico y la proyeccion hacia la corteza
forma el tracto mesocortical. Por su parte, las proyecciones de la SN hacia el
estriado dorsolateral (caudado-putamen) forman el tracto nigroestriado (Moore y
Bloome, 1978; Beckstead, Domesick y Nauta, 1979; Van der Kooy, 1979).

A pesar de que las sefales mas importantes que guian al tracto nigroestriatal
hasta el estriado aun se desconocen, existen algunas moléculas que han sido
implicadas en algunos aspectos de esta proyeccion.

Las proteinas slit-1 y 2 se expresan en la parte ventral del mesencéfalo y
diencéfalo en E12.5 y E13.5 cuando las NDM proyectan dorsalmente, y la
ausencia de estas proteinas ventraliza la proyeccién nigroestriatal en su curso por
el diencéfalo (Bagri et al., 2002) lo que supone que este sistema participa en la
determinacion de la posicion dorsoventral de este tracto; ademas se ha
demostrado que estas neuronas expresan los receptores robo-1 y robo-2 que son
los receptores para las proteinas slit (Marillat et al., 2002). Recientemente, se ha
determinado que la netrina-1 y la proteina slit-2 contribuyen a la determinacion
dorsoventral de la proyeccion de las NDM (Lin, Rao e Isacson, 2005).

Cuando se cocultiva, la PP inhibe el crecimiento de las NDM (Tamada,

Shirasaki y Murakami, 1995). La netrina-1 se expresa en la PP, en la porcion
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ventral del mesencéfalo (Funato, Saito-Nakasato y Takahashi, 2000) y en el
estriado (Livesey y Hunt, 1997; Braisted et al., 2000; Hamasaki et al., 2001) lo que
hace posible que esta molécula se encuentre implicada en la regulacion de la
proyeccion inicial dorsal del tracto referido. Sin embargo, esto no ha sido
demostrado directamente.

La efrina B2 también ha sido implicada en la organizacion local de la zona
blanco de las neuronas dopaminérgicas, al dirigir la proyeccion hacia el estriado
dorsolateral y excluirlas del estriado ventromedial donde se expresa el receptor
EphB (Yue et al., 1999).

A pesar de toda la informacion anterior, se desconocen la mayoria de los
sistemas de moléculas que controlan la proyeccién hasta su blanco final. En este
estudio nos propusimos identificar sefiales que llevan a cabo tal funcién. Para ello
se disefid un sistema en geles de colagena en el que se cultivaron explantes del
mesencéfalo conteniendo a las NDM en desarrollo con explantes de otras zonas
del neuroepitelio circundante. Esto permitié evaluar el efecto de diversas zonas del
neuroepitelio en desarrollo en el crecimiento dopaminérgico. Ademas encontramos
que algunas de las semaforinas del grupo 3 presentan patrones de expresion que
podrian estar relacionados con las rutas de proyeccion de la via dopaminérgica.
Por ejemplo, la semaforina 3F se expresa en el mesencéfalo dorsal y la
semaforina 3C se expresa en el mesenceéfalo ventral. Por otro lado, en estudios de
otros laboratorios se ha descrito que la semaforina 3F se expresa en pl (Funato,
Saito-Nakasato y Takahashi, 2000) y que las semaforinas 3A y 3F se expresan en
el estriado (Marin et al., 2001), zonas por las cuales proyectan las NDM.

La expresion de moléculas de la familia de las semaforinas a lo largo de la
ruta de proyeccion dopaminérgica, sugiere su participacion en la orientacion del
crecimiento hacia su blanco final. Por ello se propuso averiguar el posible papel de
las semaforinas en el control de la proyeccidén longitudinal nigroestriatal. En la
primera etapa llevamos a cabo una busqueda méas amplia de regiones del
neuroepitelio con posible actividad quimiotrépica. Posteriormente, desarrollamos

métodos para determinar el posible papel de las semaforinas de secrecion en esta
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actividad quimiotropica y la participacion de los receptores de membrana

correspondientes.
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Hipotesis:

El istmo actia como un organizador de la proyeccion longitudinal de las neuronas
reticuloespinales romboencefélicas en desarrollo.

Las semaforinas de la clase lll, que constituyen moléculas secretadas, participan
en el control de la proyeccion longitudinal rostral de las neuronas dopaminérgicas

mesencefalicas.

Objetivo general:

Estudiar los mecanismos de control de la proyecciéon axonal longitudinal en el
cerebro en desarrollo evaluando el posible papel del istmo en el control del
crecimiento caudal de las neuronas reticuloespinales romboencefélicas y el papel
de las semaforinas de la clase Ill en el control de la proyeccion nigroestriatal.

Objetivos particulares:

1.- Evaluar el efecto del istmo sobre el crecimiento caudal de explantes de
rombencéfalo rostral (r2-r3) en cultivos en geles de colagena.

2.- ldentificar a las poblaciones neurales cuyo crecimiento axonal es afectado por
el istmo.

3.- Analizar el efecto in vivo de la ausencia de la region del istmo sobre la
proyeccion reticuloespinal en embriones de pollo.

4.- Identificar zonas del neuroepitelio embrionario que tienen un efecto
guimiotrépico sobre el crecimiento de los axones dopaminérgicos in vitro.

5.- Analizar mediante hibridacion in situ el patron de expresion de las semaforinas
de la clase IlI.

6.- Determinar el efecto sobre el crecimiento de los axones dopaminérgicos de las
semaforinas que se expresen en las zonas del cerebro con actividad quimiotropica
para los mismos.

7.- Analizar la participacion de las semaforinas en los efectos quimiotropicos de

explantes neuroepiteliales por medio del bloqueo de sus receptores.
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ANIMALES, MATERIALES Y METODOS

ANIMALES

Para los ensayos in vitro en geles de colagena para axones reticuloespinales se
utilizaron embriones de rata Wistar de 14.5 dias de gestaciéon (E14.5). El dia de
deteccion del tapon vaginal se consideréo como dia 0.5. Es importante aclarar que la
eutanasia de animales por dislocacion cervical esta aprobada por la norma sobre
especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio, NOM-062-Z00-1999, que se encuentra dentro del Catalogo de Normas
Oficiales Mexicanas (SECOFI, 1999).

En los ensayos in vitro realizados con las neuronas dopaminérgicas
mesencefalicas se utilizaron embriones de dos estadios de desarrollo: con
embriones E13.5 se realizaron cocultivos de las NDM junto con explantes de
prosomera 1 (p1), p2 y p3 y con E14.5 se realizaron los cultivos con el estriado. En
ambos casos, las ratas fueron sacrificadas mediante dislocacién cervical e
inmediatamente después se realizé una incision abdominal para extraer todos los
embriones y ponerlos en solucion Ringer fria. De cada embridon se extraen los
explantes de neuroepitelio y se conservan en Ringer frio.

Se utilizaron embriones de pollo de la cepa White Leghorn que fueron
incubados a los estadios de Hamburger y Hamilton (HH) deseados (Hamburger y
Hamilton, 1951) para marcaje con dextran fluorescente, microcirugias in ovo o en

hibridacion in situ.

MATERIALES

Anticuerpos primarios:

Anticuerpo contra triptéfano hidroxilasa, # de catalogo AB 15567, Chemicon
Internacional Inc., Temecula, Cal., USA.

Anticuerpo contra feniletanolamina-N-metiltransferasa, PNMT, # de catalogo

AB110, Chemicon Internacional Inc., Temecula, Cal., USA.
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Anticuerpo contra la descarboxilasa del acido glutamico, GAD, # de catalogo
AHP360, Serotec, USA.

Anticuerpo contra sustancia P, # de catadlogo AB1566, Chemicon Internacional Inc.,
Temecula, Cal., USA.

Anticuerpo contra tirosina hidroxilasa: Rabbit anti-tyrosine hydroxylase polyclonal
antibody, # de catalogo AB151, Chemicon Internacional, USA.

Anticuerpo contra tirosina hidroxilasa: Mouse anti-tyrosine hydroxylase monoclonal
antibody, # de catalogo MAB5280, Chemicon Internacional, USA.

Neuropilina-1, # de catalogo sc-5541, Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA.
Neuropilina-2, # de catalogo sc-7242, Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA.

Anticuerpos secundarios:

Anticuerpo anti-conejo, conjugado a Cy'™3, # de catalogo 111-166-003, Jackson
Immunoresearch Laboratories, Inc., West Baltimore Pike, USA.

Anticuerpo anti-raton, conjugado a fluoresceina, # de catalogo 115-096-003,
Jackson Immunoresearch Laboratories, Inc., West Baltimore Pike, USA.

Anticuerpo anti-conejo, conjugado a peroxidasa, # de catalogo 111-036-003,
Jackson Immunoresearch Laboratories, Inc., West Baltimore Pike, USA.

Anticuerpo Anti-DIG (anti-digoxigenin-AP Fab fragments) # de catalogo 1 093 274,

Roche.

Otros reactivos:

Diaminobencidina, # de catalogo D-5905, Sigma, St. Louis, MO, USA.

Triton X-100, # de catalogo X198-07, J.T. Baker.

Tween 20, # de catalogo X251-07, J.T. Baker.

Metanol, # de catalogo 9070-03, J.T. Baker.

Proteinasa K, # de catalogo 25530-015, GibcoBRL.

Glutaraldehido 50%, # de catalogo 16310, Electron Microscopy Sciences.

NBT (4-nitro blue tetrazolium chloride, # de catalogo 1 383 213, Roche.

BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate), # de catalogo 1 383 221, Roche.
Sacarosa, # de catalogo 4072-01, J.T. Baker.
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Perdxido de hidrogeno al 30%, # de catalogo 2186-01, J.T. Baker.

DABCO/Glicerol 0.21 M.

0.233 grs. de DABCO (# de catalogo D-2522, SIGMA, St. Louis, MO, USA) se
disuelven en 800 ul de agua MQ, mas 200 ul de tris (# de catalogo 4109-06, J.T.
Baker) 1M pH 8 y 9 ml de glicerol (# de catalogo 2136-02, J.T. Baker). Se deja en
agitacion toda la noche. Almacenar a -20 °C.

Soluciones de hibridacion in situ:

Buffer de hibridacion: Formamida (# de catalogo 4028-01, J.T. Baker) 25 ml, SSC
pH 4.5 12.5 ml, heparina (# de catalogo H-5263, Sigma) (50 mg/ml) 50 ul, Tween-20
500 ul, Yeast RNA (# de catalogo 109 223, Roche) (20 mg/ml) 125 ul, SSDNA (# de
catalogo D-7656, Sigma) (10 mg/ml) 250 ul, aforar con agua a 50 ml.

Solucién |: Formamida 25 ml, SSC pH 4.5 10 ml, SDS (sodium dodecyl sulfate, # de
catalogo 15525-017, Invitrogen)) 10% 5 ml, aforar con agua a 50 ml.

Solucion II: NaCl 2M 12.5 ml, Tris 1M pH 7.5 500 pl, Tween-20 10% 500 ul, aforar
con agua a 50 ml.

Solucion Ill: formamida 25 ml, SSC pH 4.5 5 ml, aforar con agua a 50 ml.

Solucién NTMT: NaCl 2M 2.5 ml, Tris pH 9.5 1M 5 ml, MgCl, 2M 1.75 ml, Tween-20
10% 500 pl, aforar con agua a 50 ml.

Soluciéon MABT: acido maléico (P460-07, J.T. Baker) 0.1 M, NaCl 150mM y Tween-
20 0.1%.

SSC 20X: NaCl 3M, citrato de sodio (# de catalogo 364605, J.T. Baker) 0.3M pH
4.5.

Extraccion de colagena. Se utilizaron colas de rata congeladas a —20 °C, las
cuales se descongelaron a temperatura ambiente, se esterilizaron en alcohol al
70% por 10 minutos y se les practicé una extraccion mecanica de las fibras de
colagena con pinzas. Las fibras se aislaron de los demas tejidos y se colocaron en
una caja de petri estéril con etanol al 70% por 15 minutos. Después se recolectaron
en un tubo tratando de quitarles el etanol usado, se afadié acido acético al 0.1% y
con agitacion lenta por un dia completo, a fin de disolver la colagena. Al dia

siguiente la solucién se diluyd un poco (por la adicion de 300ml de agua
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desionizada) y se centrifugd por 30 minutos a 4 °C a 21000 xg. Por ultimo, se
recolecto el sobrenadante y se almacend a 4 °C hasta el momento de usarlo. A este
extracto crudo de colagena se le adicionaron los otros componentes para formar la
mezcla del gel de colagena utilizada en los cultivos.

La mezcla del gel de colagena se prepardé con 300 microlitros (ul) de D-MEM
(# de catalogo 12100-038, Gibco), 100 ul de colagena, 10 ul de NaCl 1.537 My 10
ul de bicarbonato de sodio al 7.5% (# de catalogo 25080-094, Gibco). La mezcla se

mantuvo en hielo hasta el momento de ser usada.

SOLUCIONES:

Medio Opti-Mix: Optimem 70% (# de catalogo 51985-034, Gibco), nutrimix f-12
23.5% (# de catalogo 10565, Gibco), suero fetal bovino 4.7% (# de catalogo 16000-
044, Gibco) y penicilina/estreptomicina 1:100 0.5% (# de catalogo 15140-122,
Gibco).

Fijador: Paraformaldehido al 3.5% (# de catalogo P6148, Sigma) en PBS/pH 7.3.
Solucion de Ringer: 0.1232 M de NaCl (# de catalogo 3624-05, J.T. Baker), 0.0015
M de CaCl2-2H20 (# de catalogo 1332-01, J.T. Baker) y 0.0049 M de KCI (# de
catalogo 3040-01, J.T. Baker).

Solucién PBS pH 7.3: 0.0014 M de NaCl, 0.0026 M de KCI, 0.0042 M de Na;HPO4
(# de catalogo 3828-01, J.T. Baker) y 0.0014 de KH2PO4 (# de catalogo 3246-01,
J.T. Baker).

METODOS

1. Inmunohistoquimica.

1.- Fijar los embriones con paraformaldehido al 3.5.

2.- Realizar 6 lavados en PBS/triton 1%, 15 minutos cada uno.

3.- Lavar dos veces con PBS/Tritdbn 1%/peréxido de hidrogeno1% una hora a

temperatura ambiente.
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4.- Incubar en solucion PBS/Tritdon 1%/suero de cabra 10% durante 3 horas a
temperatura ambiente.
5.- Incubar el anticuerpo primario durante 72 horas a 4 °C.
6.- Lavar con PBS/Tritdn 1% durante 1 dia completo haciendo 6 cambios a 4 °C.
7.- Incubar el anticuerpo secundario en PBS/Triton/suero de cabra 10% durante 1
dia completo a 4 °C.
8.- Lavar con PBS/triton al 1% durante 1 dia completo.
9.- Revelar con diaminobencidina:
a) Disolver una tableta de DAB de 20 mgrs en 20 ml de tris 0.1M pH 7.2,
centrifugar antes de usar.
b) Incubar en esta solucion durante 2 horas a temperatura ambiente.
c) Disolver otra tableta como en el inciso a y afadir 6 pl de peréxido de
hidrogeno por cada 10 ml de solucién.
d) Incubar con esta solucion hasta alcanzar el contraste y color deseado de la
reaccion.

e) Lavar rapidamente con PBS

2. Hibridacion in situ.

Los embriones de pollo fueron fijados y se les realizd hibridacion in situ como
se describe enseguida. Se usaron sondas para Lhx-1, Lhx-3 e Islet-1 (Tsuchida et
al., 1994) proveidas por el Dr. S.L. Pfaff, The Salk Institute for Biological Studies La
Jolla, California, USA.

Método

1.- Disecar los embriones en PBS.

2.- Deshidratar los embriones en series de metanol/PBT (25%, 50%, 75%) por 15
minutos cada una.

3.- Lavar dos veces con metanol al 100% por 10 minutos cada una.

4.- Rehidratar los embriones en series de metanol/PBT (75%, 50%, 25%) por 10
minutos cada una.

5.- Lavar dos veces con PBT, 10 minutos cada una.
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6.- Aclarar los embriones con perdxido de hidrégeno 6% en PBT por 1 hora.

7.- Lavar los embriones 3 veces en PBT, 10 minutos cada una.

8.- Tratar con proteinasa K (10 ug/ml en PBT) por 20 minutos a temperatura
ambiente sin agitacion. Detener la digestién de la proteinasa K reemplazando con
una solucion de paraformaldehido al 3.5%, glutaraldehido al 0.2% y tween-20 al
0.1% durante 20 minutos.

9.- Lavar dos veces con PBT durante 10 minutos cada una.

10.- Agregar a los embriones 4 ml de buffer de hibridacién para la prehibridacién e
incubar al menos por una hora a 70 °C.

11.- Reemplazar la solucion de hibridacidn con la solucion de hibridacién
precalentada con la sonda e incubar los embriones por 1 dia a 70 °C. La
concentracion total de la sonda no debe exceder 1 pg/ml.

Lavados post-hibridacion, se realizan a 70 °C y con soluciones precalentadas.

12.- Lavar 3 veces con la solucidon I, 30 minutos cada una.

13.- Lavar 1 vez con una mezcla 1:1 de la solucion | y la solucion I, por 30 minutos.
14.- Lavar 3 veces con la solucion Il, 30 minutos cada una.

15.- Lavar 3 veces con la solucién lll, 30 minutos cada una.

16.- Enjuagar a temperatura ambiente con MABT 3 veces por 10 minutos cada una.
17.- Reemplazar la solucion MABT con MABT/suero de cabra al 15% y preincubar
por 3 horas

18.- Reemplazar con solucion fresca con el anticuerpo anti-DIG 1:3000 e incubar
toda la noche a 4 °C.

19.- Lavar 6 veces con MABT, una hora cada una.

20.- Lavar 3 veces con NTMT por 10 minutos cada una.

21.- Incubar con la solucion colorante NBT/BCIP (agregar 4.5 pl de NBT y 3.5 pl de
BCIP por cada mililitro de NTMT) a temperatura ambiente hasta que se desarrolle la
tincion deseada.

22.- Detener la reaccién lavando 3 veces con NTMT, 10 minutos cada una.

23.- Fijar con paraformaldehido al 3.5% en PBS toda la noche para preservar la

tincion.
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3. Cultivos de neuronas reticuloespinales en geles de colagena.

Explantes de romboencéfalo de embriones de rata en E14.5 fueron disecados
y cultivados por 48 horas en geles de colagena. La region usada para evaluar a los
explantes (contiene neuronas romboencefalicas de proyeccion longitudinal) fue un
explante de rombomera 2 y 3. El borde rostral de cada explante fue marcado con
rojo carmin con una aguja de tungsteno previo a la diseccion. Los explantes fueron
cultivados de 200 a 500 ym de distancia de los explantes de istmo (contendiendo
mesencéfalo caudal y rombdmera 1 rostral), rombdmera 8 6 neuroepitelio cervical
(Fig. 2). Después del periodo de cultivo, se observaron los geles en el microscopio
de contraste de fases y después se fijaron con paraformaldehido al 4.5% en PBS
para realizar inmunohistoquimica. Para contar los axones en los explantes sin tefir
obtenidos bajo contraste de fase se identificaron los axones que se extienden
desde el borde caudal del explante romboencefalico y se dibujaron mediante una
camara lucida. Fue contado el numero total de axones o de fasciculos axonales
saliendo de los bordes rostrales y caudales del explante. Después se determind la
media de crecimiento para cada condicion y se hicieron comparaciones estadisticas
con la prueba t (P=0.05).
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Crecimiento
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Figura 2. Tipos generales de proyecciones descendentes en el romboencéfalo y el
sistema de cultivo para su estudio. (A) Se representan los dos tipos principales de
proyecciones de r2-r3 en un diagramade montaje plano del romboencéfalo. Las neuronas que
proyectan de forma ipsi y contralateral, siguiendo el fasciculo longitudinal medio (FLM) se
muestran en color negro; las neuronas ipsi y contralaterales que proyectan en el fasciculo
longitudinal lateral (FLL), se muestran en color blanco. Las neuronas reticuloespinales
proyectan hacia blancos especificos localizados en la médula espinal (Glover y Petursdottir,
1991). No se muestran las proyecciones ascendentes y todas las poblaciones son simétricas,
pero para su simplicidad solo se muestran las de un lado del romboencéfalo. El diagrama
también muestra el origen de los explantes utilizados para los cultivos en geles de colagena
para estudiar las proyecciones longitudinales, el explante de r2-r3 y el istmo. La flecha negra
muestra el sitio entre r4 y r5 donde se aplicé el marcador fluorescente Dil al FLM para marcar
de forma retrograda las neuronas del explante de r2-r3 de proyeccién caudal. Se muestran
también un diagrama de un explante de romboencéfalo rostral (B) y uno similar cocultivado
junto con el istmo (C). Las lineas punteadas en (B) indican la forma como fue dividido el
explante en cuadrantes. El crecimiento rostral y caudal se encuentran indicados en los bordes
rostral y caudal del explante, respectivamente. Mes- mesencéfalo; I-istmo; r1-r6, rombomeras
1-6; PP-placadel piso. (A) Figuraadaptadade Clarke y Lumsden, 1993.

Algunos explantes de rombémera 2 y 3 fueron marcados de forma retrégrada
con Dil antes del cultivo. Basados en su trayectoria normal in vivo, los axones
reticuloespinales de r2 y r3 deberian proyectar por el borde caudal de r3 a ambos
lados de la placa del piso (PP). Para evaluar ésto, las neuronas reticuloespinales
del explante de r2 y r3 fueron marcadas retrégradamente a nivel de la unién de r4-

r5 con Dil antes de la obtencién del explante. Aplicando el Dil en este nivel, nos
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aseguramos que las neuronas marcadas en r2-r3 eran solo aquellas que
presentaban una proyeccion longitudinal caudal. Los embriones fueron cultivados
hasta que el marcador llegd a la r3, en este momento, se obtuvieron los explantes
de r2-r3 y fueron cultivados en geles de colagena. Los cultivos fueron analizados
usando microscopia confocal ensamblando imagenes con intervalos de 5-10 um.
Los axones fueron contados de la misma forma como se describi6é anteriormente.
Para determinar el efecto del istmo en el angulo de crecimiento de los axones
en los explantes en cultivo, se realizaron cultivos en los que el istmo fue colocado
perpendicular al borde caudal del explante de r2-r3. En esta configuracion el lado
mas cercano al istmo se afectdé mas que el otro. Posteriormente, se obtuvieron
imagenes en camara lucida de los bordes caudales de los explantes usando
microscopia de contraste de fases. Las imagenes digitales de los dibujos se
importaron a un programa de graficos, donde fueron afadidas lineas rectas sobre la
proyeccion del tercio distal de los axones en crecimiento. El angulo de cada una de
las lineas se midi6 de manera digital con relacion al borde caudal del explante; la
media de los angulos fue determinada para cultivos en presencia o ausencia de
explantes del istmo. Se realizaron comparaciones estadisticas para las medias de

los angulos mediante la prueba t (P=0.05).

4. Microcirugias en embriones de pollo.

Las microcirugias fueron realizadas en embriones de pollo en estadio HH12.
Se realiz6 una ventana en el cascarén del huevo con tijeras curvas y se inyecto
tinta china al 10% en PBS por debajo de la yema para visualizar al embrion. Las
cirugias implicaron cortar de forma transversal en el romboencéfalo a nivel de la
unién de la rombémera 1 con la 2, separando el istmo del romboencéfalo restante o
seccionando completamente el mesencéfalo a niveles rostrales o caudales. En
cada caso, una pequefia banda de tejido se removidé para asegurar que los dos
extremos del neuroepitelio no se unieran nuevamente. Después de la cirugia, se
agregaron algunas gotas de solucion Ringer, conteniendo penicilina-estreptomicina
a una dilucion de 1:50. Las gotas fueron colocadas encima del embridn, la pieza del

cascaron removida fue colocada nuevamente, sellandola con cinta adhesiva.

28



Después, los huevos operados fueron incubados por 2 dias en una incubadora
humidificada a 39 °C hasta que los embriones alcanzaron los estadios HH19 a 22.
Sélo aquellos embriones con una apariencia normal después de los 2 dias de
incubacion se analizaron y después se usaron para realizar marcaje axonal
retrogrado de neuronas motoras o reticuloespinales, para hibridacion in situ o para
inmunohistoquimica para GAD. Las neuronas reticuloespinales marcadas en cada
mitad de las rombomeras 2, 3 y 4 se contaron en microscopia de fluorescencia y se

hicieron comparaciones entre los grupos utilizando la prueba t de student (P< 0.05).

5. Marcaje axonal retrégrado de axones reticuloespinales.

Para llevar a cabo el marcaje de la proyeccion caudal de las neuronas
reticuloespinales romboencefalicas se utilizaron embriones de rata de E14.5. Los
embriones se fijaron a una superficie de silicon y sumergidos en solucién Ringer. Se
expuso la cara ventral del romboencéfalo y se realizé6 una seccion ventral del
neuroepitelio a nivel del limite entre la rombomera 4 y rombdmera 5 con una aguja
de tungsteno, seguido por la aplicacion local de 1 pl de solucion de Dil (0.5% en
DMSO; Molecular Probes, Inc., Eugene, OR). A continuacién se incubd por 2 horas
a 37 °C y con CO; al 5%, después de este lapso, se obtuvieron los explantes de
rombomera 2 y 3 (r2 y r3) para ser cultivados en geles de colagena como se
describidé anteriormente. Para marcar con dextran conjugado con rodamina (10,000
M.W., Molecular probes, Inc.), los embriones fueron fijados a la superficie de silicon
y se colocd un cristal de dextran en un corte transversal realizado a nivel de la
rombomera 5. A continuacion, los embriones se incubaron durante 3 horas a 30 °C
en solucidon Ringer con una mezcla de gases de O, al 95% y CO; al 5% (Auclair,
Marchand y Glover, 1999). Después del periodo de incubacién, se obtuvieron los
explantes de r2 y r3 para ser cultivados en geles de colagena en presencia o
ausencia de istmo. Después de 24 horas de cultivos se obtuvieron fotomicrografias
en el microscopio confocal a intervalos de 10 ym y se contaron los cuerpos
celulares marcados en el neuroepitelio. La media del numero de células marcadas
por explante de los cultivos control y de los cultivados en presencia de istmo fueron

comparados estadisticamente mediante la prueba t de student (P=0.05).
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El marcaje de neuronas reticuloespinales romboencefalicas en embriones de
pollo usando dextran conjugado con rodamina y FITC se realiz6 de la siguiente
manera: los embriones se fijaron a una superficie de silicon y sumergidos en medio
D-MEM vy se realizé un corte transversal a nivel de r6-r7, aplicando inmediatamente
el dextran fluorescente utilizando unas pinzas finas. Para marcar el ganglio del
trigémino se realizd también la aplicacion del dextran fluorescente en el sitio de
corte del ganglio del trigémino. Después del marcaje, los embriones fueron
incubados por 2 horas en el mismo medio a 37 °C en una atmdsfera de CO2 al 5%
y posteriormente fijados con paraformaldehido al 4.5%. Este método de marcaje fue
utilizado para visualizar a las neuronas reticuloespinales y motoras del trigémino

después de las microcirugias in ovo.

6. Sistema de cultivo para el crecimiento de axones dopaminérgicos.

El desarrollo de un método adecuado de cultivo fue de gran importancia ya
que nos permitié evaluar la actividad quimiotrépica de los explantes utilizados. En
este trabajo se utilizaron cultivos en geles de colagena. Esta es una matriz
semisdlida que proporciona un sustrato permisivo para el crecimiento axonal y la
formacion de gradientes de moléculas difusibles con propiedades quimiotropicas
(Guthrie y Lumsden, 1994) para los propdsitos descritos en las siguientes
secciones. Como fuente de neuronas dopaminérgicas de proyeccidén ascendente se
utilizé el nucleo mesencefalico dopaminérgico del mesencéfalo caudal y ventral
(Fig. 3A). Una vez obtenidos los explantes dopaminérgicos, fueron montados en un
gel de colagena y se mantuvieron en cultivo por 48 horas. En un ensayo tipico en
las cajas de cultivo de 4 pozos, se ponen 30 ul del gel, esparciéndose hasta formar
un disco de aproximadamente 6 mm de diametro y se deja solidificar 15 minutos en
la incubadora. Al término de este tiempo, las cajas se encuentran listas para montar
el cultivo, para ello, los explantes ya cortados que se encuentran en solucion Ringer
se toman con una micropipeta, se colocan sobre el gel de colagena y se extrae el
exceso de liquido (Fig. 3B). Posteriormente, se colocan 30 ul de la mezcla de
colagena sobre los explantes y se esparce de forma uniforme sobre la superficie del

gel que se colocd al inicio, cubriendo por completo los explantes. Por ultimo, se
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mantienen 15 minutos en la incubadora para permitir la solidificacion de esta
segunda capa de gel. Transcurrido este tiempo, se colocan 200 ul del medio de
cultivo Opti-Mix y se incuban por 48 horas a 37 °C en una atmésfera de CO2 al 5%.
Al terminar este lapso, los cultivos son fijados con paraformaldehido al 3.5% dentro
de las mismas cajas de cultivos de 4 pozos (Fig. 3C). El crecimiento de las neuritas
se visualizd mediante la inmunotincion contra tirosina hidroxilasa que nos permitié
analizar a las neuritas dopaminérgicas. En algunos experimentos se afnadieron 100

pg/ml de medio, de anticuerpos especificos contra los receptores a npn-1y npn-2.

o

1mm

Figura 3. Cultivos en geles de coldgena para axones dopaminérgicos
mesencefalicos. Para cultivar los explantes del nucleo dopaminérgico se realizé un corte
que incluyera ambos nucleos y se cultivd en geles de colagena que permiten el crecimiento

de las neuritas dopaminérgicas.

7. ldentificacion del tejido fuente de moléculas quimiotrépicas para axones
dopaminérgicos mesencefalicos.

Se hicieron cultivos en geles de colagena de explantes del nucleo de las NDM
junto con explantes de otras partes del tubo neural. De este modo, se evalu6 el
efecto de distintas partes del tubo neural sobre el crecimiento de las neuritas
dopaminérgicas. En caso de que el explante produjera moléculas
quimiorrepelentes, éstas difundirian por el gel, creando un gradiente de
concentracion que inhibiria o desviaria el crecimiento de las neuritas
dopaminérgicas; si se produjesen moléculas quimioatrayentes, el crecimiento se
veria favorecido en direccion hacia la fuente de las moléculas atrayentes. Se

utilizaron explantes de regiones cercanas al nucleo de las NDM, zonas de las rutas
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de proyeccioén y su blanco final. Tomando en cuenta la disposicién anatémica del
nucleo dopaminérgico, se esperaba que las regiones caudales, como el istmo,

repelieran el crecimiento y las rostrales, lo atrajeran.
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Estrategia experimental

a) Proyeccion reticuloespinal romboencefalica

Para identificar el papel de la region del istmo sobre la proyeccion caudal de
las neuronas reticuloespinales romboencefalicas realizamos inicialmente cultivos
en geles de colagena de explantes de istmo junto con explantes de romboencéfalo
rostral (rombOmeras 2 y 3, r2-r3), las cuales contienen grupos de neuronas
reticuloespinales de proyeccion caudal en crecimiento. Para llevar a cabo el
Objetivo 1 cultivamos el borde caudal del explante romboencefalico junto al istmo,
cultivamos durante dos dias y analizamos el efecto de la presencia del istmo sobre
el numero de neuritas creciendo en el borde caudas del explante.

Para el Objetivo 2 se realizaron técnicas de inmunohistoquimica para
identificar poblaciones neurales que fueran afectadas por el istmo. Utilizamos
anticuerpos contra sustancia P, GAD, serotonina y noradrenalina para identificar
distintas poblaciones neurales y evaluar el efecto del istmo sobre ellas.

Una vez que se determind el efecto del istmo sobre el crecimiento caudal de
neuronas reticuloespinales romboencefalicas en cultivos in vitro, se realizaron
microcirugias en embriones de pollo para evaluar el efecto de la ausencia del
istmo sobre la proyeccion reticuloespinal romboencefalica in vivo, cumpliendo con
el Objetivo 3. En este experimento se secciond el tubo neural a nivel de la unién
del istmo con la rombomera 2, provocando una falta de continuidad entre el istmo
y el romboencéfalo rostral. Como parte de este objetivo también se realizdé un
corte a nivel de mesencéfalo caudal, separando el NIC (inicio méas rostral del FLM)
del romboencéfalo y permitiendo la continuidad entre el istmo y el romboencéfalo
rostral, ésto permitido evaluar el efecto de la ausencia del tracto pionero sobre la

proyeccion caudal de las neuronas reticuloespinales romboencefalicas.

b) Proyeccion nigroestriatal mesencefalica
Para evaluar el efecto sobre el crecimiento neuritico causado por las zonas
adyacentes al nucleo de las NDM se utilizaron cultivos en geles de colagena. Esta

matriz semisdlida permite el crecimiento neuritico y la formacién de gradientes
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quimicos. Los cultivos incluyeron al nucleo bilateral de las NDM junto con
explantes de diversas regiones del cerebro en desarrollo. Al término de los
cultivos, se realizé inmunohistoquimica contra la hidroxilasa de tirosina. Esto nos
permitid evaluar el efecto causado por los explantes experimentales sobre el
crecimiento dopaminérgico.

Para llevar a cabo el Objetivo 4, se utilizaron embriones de ratas Wistar de
13.5 6 14.5 dias de gestacion de los cuales se obtuvieron explantes del nucleo de
la sustancia nigra y de las zonas adyacentes a ella, como el istmo y las
prosomeras caudales. Se cocultivaron por dos dias en geles de colagena para
determinar el efecto causado por cada explante sobre el crecimiento de las
neuritas dopaminérgicas.

Para el Objetivo 5, se realizaron hibridaciones in situ utilizando sondas para
neuropilina-2, semaforina 3A, 3C, 3E y 3F. Las sondas disponibles para las
semaforinas son de raton, por lo que se tomaron en cuenta los estadios
equivalentes en rata. Esto nos permitié identificar aquellas semaforinas cuyo
patron sugiere una funcién de acuerdo a los resultados del Objetivo 4.

Cuando se identificaron a los candidatos a ejercer los efectos quimiotrépicos
sobre el crecimiento dopaminérgico, estos fueron expresados en células HEK293.
Se realizaron transfecciones de vectores de expresion para las semaforinas 3A,
3C y 3F, se hicieron agregados de estas células y se cocultivaron junto con
explantes del ndcleo de la sustancia nigra. Esto permitio evaluar el efecto
especifico de estas moléculas sobre el crecimiento neuritico como se plantea en el
Objetivo 6.

Una vez identificadas las semaforinas que presentaban una actividad
quimiotropica in vitro, se realizaron ensayos en los cuales se bloquearon los
receptores que median su respuesta. Estos ensayos se realizaron en cultivos de
las NDM junto con explantes de plr, de estriado y con agregados celulares
transfectados con las semaforinas. Con esto se cumplié el Objetivo 7.



RESULTADOS

Axones reticuloespinales romboencefalicos
1.- El istmo presenta una actividad difusible que inhibe el crecimiento caudal
de axones romboencefélicos.

Para evaluar si existen sefiales moleculares difusibles que orienten el
crecimiento caudal de axones romboencefalicos, se cultivaron en geles de
colagena, explantes de r2 y r3 provenientes de embriones de rata de E14.5 (Fig.
2B). El gel de colagena es una matriz semisdlida que permite el crecimiento de
neuritas y el establecimiento de gradientes de moléculas quimiotrépicas.

Cuando estos explantes fueron cultivados por 48 horas, hubo un crecimiento
neuritico abundante en todos los bordes del explante. Basados en su trayectoria
normal in vivo, los axones reticuloespinales de r2 y r3 deberian proyectar por el
borde caudal de r3 a ambos lados de la placa del piso. Cuando se realizé el
marcaje axonal retrogrado con Dil se observdo que las neuronas marcadas
proyectaron exclusivamente por el borde caudal del explante rombencefalico, las
neuronas marcadas constituyeron sélo el 10% del crecimiento total de este borde
caudal. Los axones marcados fueron axones en regeneracion, mientras que es
muy probable que el resto sean axones de neuronas que aun no habian iniciado
su proyeccion al momento del marcaje.

Estos resultados sugieren que los axones que proyectan caudalmente in vivo
lo hacen de la misma forma in vitro e indica que el explante de r2-r3 mantiene su
polaridad rostrocaudal. Las regiones del neuroepitelio que podrian producir
sefales quimiotropicas para la proyeccion longitudinal de axones
romboencefalicos en r2-r3 incluyen a zonas rostrales a la r2 y caudales a la r3
(Fig. 2C). Cuando se evaluo el efecto de la r8 6 de la médula espinal cervical
sobre el crecimiento del borde caudal del explante de r2-r3, no se encontrd
ninguna diferencia significativa en comparacion con los explantes control, lo que
refleja que esta zona no ejerce ningun efecto quimiotrépico (Fig. 5E).

Para evaluar el efecto del istmo como fuente de senales guia, se cocultivd

cerca del borde caudal del explante de r2-r3, el cual habia sido marcado con Dil
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(Fig. 4A). En estos experimentos, el crecimiento de axones del borde caudal del
explante romboencefalico disminuyd drasticamente en comparacion con los
controles y las neuritas marcadas con Dil también se inhibieron de forma
significativa (P< 0.05) (Fig. 4B). La cuantificacién de axones no marcados mostro
una disminucion del crecimiento caudal del 80% (Fig. 4C). Esto sugiere que la
region del istmo podria ser una fuente de sefales difusibles inhibidoras o
repulsivas para axones romboencefalicos de proyeccion caudal in vivo (Fig. 5A 'y
5B), sin embargo, la activacion indirecta de otros mecanismos moleculares

también podria explicar estos resultados.
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Figura 4. Crecimiento axonal de explantes marcados con Dil. (A) Crecimiento axonal
del borde caudal de un explante de r2-r3 conteniendo las neuronas de proyeccion caudal
que fueron marcadas retrégradamente previo al cultivo. (B) Crecimiento del borde caudal
de un explante de r2-r3 marcado con Dil cocultivado junto con un explante de istmo. (C)
Efecto del explante de istmo sobre el crecimiento caudal de neuritas marcadas con Dil. Ca-
Dil= cultivos control marcados con Dil (n= 15); Ca-Dil/l= explantes marcados con Dil
cocultivados junto con el istmo (n=14). Barra, 200 pm.
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Para evaluar si el efecto inhibidor mostrado por el istmo es especifico para
axones de crecimiento caudal (Fig. 5C), se realizaron cultivos en los cuales el
istmo se cultivd junto al borde rostral del explante de r2-r3. Como el crecimiento
del borde rostral del explante romboencefalico podria corresponder a axones que
in vivo se dirigen hacia el istmo, no se esperaba que el istmo causara una
disminucién del crecimiento neuritico en este borde (Fig. 5D). Los resultados no
mostraron efecto alguno. Esto indica una especificidad para el borde caudal e
implica que el istmo podria ser responsable de la orientacion de las proyecciones

longitudinales en sentido caudal a través de un mecanismo repulsivo o inhibidor.
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Figura5. Elistmoinhibe elcrecimiento caudal de los axones romboencefalicos de
proyeccion caudal. Explantes de romboencéfalo rostral (r2-r3) fueron cultivados solos
(A) ojunto conexplantes de istmo (B). Los resultados de los experimentos de los cultivos
control y cocultivos son mostrados en (C) (Ca, crecimiento caudal del cultivo control, n=
46; Cal/l, crecimiento caudal en presencia de istmo, n=41), (D) (Ro, crecimiento rostral
del cultivo control, n=22; Ro/l, crecimiento rostral en presencia de istmo,n=22) y (E) (Ca,
crecimiento caudal del cultivo control, n=14; Ca/r8, crecimiento caudal en presencia de
r8,n=7; Ca/CNe, crecimiento caudal en presencia de neuroepitelio cervical, n= 14).
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La actividad repulsiva también podria causar un cambio en la direccion del
crecimiento de axones de proyeccion caudal en adicion a los efectos de inhibicion
descritos. Para distinguir entre estas dos posibilidades, se realizaron cultivos en
los que el istmo fue colocado perpendicular al borde caudal del explante de r2-r3
(Fig. 6A y 6B). En esta configuracién el lado mas cercano al istmo es mas
afectado que el otro. Al comparar el angulo medio de los axones del lado mas
lejano al istmo, encontramos que el angulo de crecimiento del borde caudal de r2-
r3 fue diferente en presencia del istmo. La media de los angulos en los controles
fue de 68° (Fig. 6C), mientras que en presencia del istmo, fue de 111°
(significativo, P< 0.05) (Fig. 6D) indicando un cambio en el angulo de crecimiento,
alejandose del istmo (Fig. 6E).

La evidencia sugiere que la regiéon del istmo secretaria moléculas
quimiorrepulsivas que participarian en el control de las proyecciones
descendentes del rombencéfalo. Esta actividad podria ser la misma que causa
inhibicién del crecimiento caudal del explante de r2-r3, cuando el borde caudal de
r3 es confrontado con la region del istmo en los cultivos in vitro.

Experimentos adicionales se llevaron a cabo para descartar que el istmo
tuviera efectos negativos en la sobrevida de las neuronas reticuloespinales en los
explantes de r2-r3. Neuronas reticuloespinales de embriones de rata de E14.5
fueron marcados retrogradamente de forma bilateral mediante la aplicacién de
dextran rodamina a nivel de r5 por 3 horas. Al término de este periodo, el
marcador habia viajado hasta llegar a la region del istmo, asegurando que el
marcaje del explante de r2-r3 habia sido completo. Después se obtuvo el explante
de r2-r3 y se cultivd solo o con el istmo junto al borde caudal de r3. Después del
periodo de incubacién, se contabilizé el numero total de cuerpos celulares
marcados en todos los explantes de r2-r3. Después del cultivo, encontramos
marcaje de forma predominante en dos columnas a cada lado de la placa de piso.
En caso de que el istmo afectara la sobrevivencia de las neuronas
reticuloespinales, se veria una disminucion en el numero de células marcadas en
los cultivos de r2-r3 con istmo. Los resultados no mostraron diferencias en la

media de células marcadas para ambos experimentos (Fig. 6F y 6G). Esto indica
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que el istmo no ejerce efectos negativos en la sobrevida de las neuronas
reticuloespinales (Fig. 6H) y apoya la idea de que los efectos de los experimentos

anteriores, afectan especificamente el crecimiento axonal.
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Figura 6. El istmo repele el crecimiento caudal de los explantes de romboencéfalo
rostral (A-E). Explantes de romboencéfalo fueron cultivados solos (A) o junto con explantes
de istmo colocados a un lado y perpendiculares al borde caudal de r3 (al lado derecho del
explante en B). En esta configuracion, el borde de r3 no fue confrontado con el istmo y uno de
los lados (derecho) estuvo mas cerca de su influencia que el lado contralateral (izquierdo). Se
midieron los angulos de los axones en crecimiento de la mitad izquierda del borde de r3 tanto
enlos cultivos control como enlos cultivados junto con el istmoy el promedio se muestraen (C)
yen (D), controlesy cocultivos respectivamente. En (E), control n=12 y cocultivon=12.

El istmo no ejerce efectos negativos sobre la sobrevida de las neuronas
reticuloespinales (F-H). Las neuronas reticuloespinales fueron marcadas retrogradamente
en el FLM a nivel de r5 con dextran rodamina. Después del marcaje, se obtuvieron explantes
de r2-r3y se cultivaron solos o junto con explantes de istmo como se muestra en la figura 1.
Después de 48 horas de cultivo, se obtuvieronimagenes confocal y se conté el numero total de
cuerpos celulares marcados en cada uno de los explantes. (F) explante control. (G) explante
cocultivado junto con el istmo. En (H), control n= 9. Escala 250 um. La barra en (A) aplica
tambiénen (B).La barraen (F)aplica también en (G).
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2.- El istmo inhibe el crecimiento de neuritas de poblaciones especificas.
Para evaluar si el istmo tenia efectos sobre poblaciones neuronales distintas
a las neuronas reticuloespinales, realizamos cultivos en geles de colagena
similares a los anteriores, seguidos de inmunohistoquimica con anticuerpos para
identificar distintas poblaciones neuronales (Fig. 7). Los anticuerpos dirigidos
contra la triptéfano hidroxilasa (TrpH) y para la sustancia P, fueron usados para
identificar neuronas del rafe (Parent, 1996), el anticuerpo contra feniletanolamina-
N-metiltransferasa (PNMT) se us6 para neuronas adrenérgicas y el anticuerpo
contra la glutamato descarboxilasa para identificar neuronas del rafe y del sistema
reticular (Parent, 1996). En cultivos en geles de colagena, el crecimiento caudal de
neuronas positivas para TrpH (Fig. 7A y 7E), sustancia P (Fig. 7B y 7F) y GAD
(Fig. 7D y 7H) se inhibieron por el explante de istmo (significativo, P< 0.05),
mientras que las neuritas positivas para PNMT no se inhibieron de forma
significativa (Fig. 7C y 7G). Los resultados sugieren que el istmo inhibe el
crecimiento de proyecciones reticulares y de neuronas del rafe pero no a neuronas
adrenérgicas (Fig. 8A). El crecimiento rostral de los cuatro tipos de neuritas no fue
afectado por el istmo (Fig. 8B). Asi, el efecto del istmo es especifico para algunas
subpoblaciones neuronales, basado en los patrones anatdmicos de proyeccion y
en el fenotipo del neurotransmisor.
TrpH Substancia P PNMT
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Figura7.Elistmoinhibeel crecimiento caudal de neuronas positivas aserotonina, sustanciaP
y adrenalina. Explantes de romboencéfalo (r2-r3) fueron cultivados solos o junto con explantes de
istmo adyacentes al borde caudal o rostral de los explantes romboencefalicos. Después del cultivo,
se realizd inmunohistoquimica con anticuerpos contra triptéfano hidroxilasa (TrpH), sustancia P,
feniletanolamina-N-metiltransferasa (PNMT) y descarboxilasa del acido glutamico (GAD). (A-D) El
crecimiento del borde caudal de r3 en los controles. (E-H) Crecimiento del borde caudal de r3
cultivados junto con explantes de istmo. (Barra 250 ym).

40



A 300 7 [OCa WmCal/l
S
T © 200
© =
23
8 c
£ ©100 |
o
: FI—LI— 41
0
TpH Qst P PNMT GAD
B 300 .
) ORoO WmRo/l
2.,
© 8 200
T ‘=
23
T C
gg 100 |
(@]
: i
0

TpH Qst P PNMT GAD

Figura 8. El istmo inhibe el crecimiento caudal de poblaciones neuronales
especificas del romboencéfalo. (A) Efecto del istmo sobre el crecimiento caudal de
neuritas romboencefalicas positivas para triptéfano hidroxilasa (TrpH), sustancia P
(Sust P), feniletanolamina-N-metiltransferasa (PNMT) y glutamato descarboxilasa
(GAD). (B) Efecto del istmo sobre el crecimiento rostral de las poblaciones
romboencefalicas definidas en (A). La barra de la izquierda de cada par muestra el
promedio de crecimiento de los cultivos control de explantes de r2-r3 (Ca,
crecimiento caudal; Ro, crecimiento rostral). La barra del lado derecho muestra el
promedio de crecimiento de los cocultivos de r2-r3 junto con el istmo (Ca/l y Ro/l). La
n para cada setde experimentos fue de: crecimiento caudal: TrpH (14, 14), sustancia
P (14, 14), PNMT (14, 14) y GAD (15, 15); crecimiento rostral: TrpH (15, 15),
sustanciaP (16,16), PNMT (15, 15)y GAD (14, 14).

3.- Las proyecciones caudales del romboencéfalo proyectan de forma
aberrante en ausencia del istmo.

Los resultados anteriores indican que el istmo secreta moléculas que inhiben
el crecimiento de neuronas de proyeccion caudal en el romboencéfalo rostral in
vitro. Para determinar si la presencia del istmo es requerida para la proyeccion

correcta de los axones reticuloespinales in vivo, se realizaron cirugias in ovo en
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embriones de pollo eliminando la regién del istmo. Para prevenir la difusiéon de
moléculas del istmo al romboencéfalo rostral, el tubo neural de embriones de pollo
del estadio HH12 fue seccionado completamente en la unién de r1 y r2 y se
removié una banda de tejido, evitando que la regeneracion del tubo neural uniera
los dos extremos (Fig. 9A). Asi, la operacion separa la regién del istmo del
romboencéfalo caudal en un estadio en que las neuronas reticuloespinales no han
proyectado. A los animales control les fue seccionado el tubo neural a nivel mas
rostral de la union del mesencéfalo con el diencéfalo. Después de las operaciones,
los embriones se cultivaron hasta el estadio HH19-22; se seleccionaron los
embriones que tuvieran un aspecto normal y con una discontinuidad del tubo
neural a nivel del corte. Cuando se marco el FLM a nivel de la union de r6-r7 tanto
en los controles como en los operados, las neuronas reticuloespinales de los
animales control se localizaron en los niveles rostral y bulbar como se describio
previamente (Fig. 9A) (Glover y Petursdottir, 1988; Auclair et al., 1999). EI FLM
marcado podia ser observado a ambos lados de la placa del piso, mientras que los
cuerpos celulares se encontraban alineados transversalmente a lo largo del eje
longitudinal del tubo neural (Fig. 9B). En la mayoria de los embriones con
secciones a nivel de la unién r1-r2, no se detectdé marcaje en las neuronas
reticuloespinales a nivel de r2 y r3 aun cuando la estructura de las rombomeras
presentaba un aspecto normal. A nivel de la r4, el nUumero de neuronas marcadas
se encontraba reducido en un 70% y la proyeccion de los axones presentaba
alteraciones (Fig. 9C). Las neuronas reticuloespinales de r5 y r6 se marcaron
frecuentemente y presentaban una proyecciéon normal. Estos resultados sugieren
que en ausencia del istmo, las neuronas reticuloespinales del romboencéfalo
rostral fallan en enviar su proyeccién caudal, mientras que las neuronas
reticuloespinales localizadas caudalmente en el romboencéfalo mantienen su
proyeccion normal. Existen también otras explicaciones posibles para los
resultados obtenidos: a) es posible que la falta de istmo pueda causar de forma
secundaria, una falla en la proyeccién reticuloespinal en sentido caudal, debido a
una alteracion en el patron de desarrollo a nivel de r2-r4 y por ende la

diferenciacion de las neuronas reticuloespinales, o b) que se afecten el
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crecimiento y guia de tractos axonales descendentes del mesencéfalo que

podrian servir como tractos pioneros para los axones reticuloespinales.
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Figura 9. Las neuronas reticuloespinales romboencefalicas fallan en su proyeccion
caudal en ausencia de las sefiales derivadas del istmo. Eltubo neural de embriones de
pollo en estadio HH 12 fue seccionado in ovo enuno de los tres niveles axiales para evaluarel
efecto del istmo en la proyeccion caudal de las neuronas reticuloespinales. Después de la
operacioén, los embriones fueron sellados e incubados por dos dias mas, al término, se
realiz6 marcaje axonal retrégrado de las neuronas reticuloespinales y de las neuronas
motoras del trigémino. (A) Diagrama del romboencéfalo en montaje plano que muestra las
lineas azules horizontales en los niveles axiales del tubo neural donde fueron realizados los
cortesin ovo.Apesar de que el marcaje fue realizado en embriones estadio HH12, los niveles
de los cortes se muestran en un embridon mas grande. En las cirugias de control, el corte se
realizé rostral al mesencéfalo (corte-RMes). En las cirugias experimentales, el corte se
realizé en la unidonde r1-r2, separando al istmoy r1 del resto del romboencéfalo (corte-r1/2) o
rostral al istmo pero caudal al Nucleo Intersticial de Cajal (NIC) (Corte-cMes). Las flechas de
color verde indican el sitio donde se aplico el dextran-FITC para marcar retrogradamente a
las neuronas reticuloespinales, las cuales se muestran en color verde. Para su simplicidad,
séblo se indica el lado izquierdo del FLM. Se muestra al NIC y a los grupos reticuloespinales:
rostral, bulbar y vagal (Glover y Petursdottir, 1991). La flecha roja indica el sitio donde se
aplicé el dextran-rodamina para marcar el nucleo motor del trigémino (mV), el cual se
extiende enr2 yr3. (B) Cirugia controlcon un corte rostral al mesencéfalo (corte-rMes); tanto
las neuronas reticuloespinales como las del trigémino aparecen normales. (C) Cirugia
experimental con el corte enla uniénr1-r2 (corte-r1/2). Las neuronas reticuloespinales de r2-
r3 no pudieron ser marcadas retrégradamente y el nucleo motor del trigémino aparece
normal. El area marcada en r4 aparece en (D) a un mayor aumento y con mayor contraste
para mostrarlos cuerpos celulares marcados que pierden la organizacién normal vista en los
embriones control. (E) Cirugia control con el corte rostral al istmo y caudal al NIC (corte-
cMes). Las neuronas reticuloespinales aparecen normales, pero en menor nimero en
comparacion con los controles. (F) Efecto de las transecciones a nivel del tubo neural en las
proyecciones reticuloespinales. Después de cada cirugia, las neuronas reticuloespinales
marcadas retrogradamente fueron contadas enr2,r3 yr4. N en corte-rMes: 6; corte r1/2: 7;
cortecMes: 7. Barraen (B, C,E): 500 um.
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Para evaluar la posibilidad de que la falta del istmo en las microcirugias
afecta el patron de desarrollo de las rombomeras rostrales y por tanto la
diferenciacion o sobrevivencia de las neuronas reticuloespinales, se realizaron los
siguientes experimentos. La inmunohistoquimica con anticuerpos contra GAD en
embriones HH21 marca una subpoblacion de neuronas reticulares (Parent, 1996),
éstas presentan de forma predominante proyecciones longitudinales en el
romboenceéfalo rostral, con un fuerte marcaje del FLM (Fig. 10A y 10C). En este
estadio, sélo las neuronas reticuloespinales se encuentran proyectando dentro del
FLM (Glover y Petursdottir, 1991). Se pueden observar cuerpos neuronales
positivos para GAD en la placa basal a nivel de r2-r4 alineados transversalmente a
lo largo del eje del romboencéfalo. Este arreglo es semejante al de los marcajes
retrogrados de las neuronas reticuloespinales. También se observaron
proyecciones ascendentes desde la parte caudal del romboencéfalo, situadas
lateralmente al FLM, mostrando conos de crecimiento (Fig. 10C). En general, la
inmunotincion contra GAD marca cuerpos neuronales y axones longitudinales en
el FLM que parecen corresponder a las neuronas reticuloespinales y axones
longitudinales ascendentes del romboencéfalo caudal. La inmunohistoquimica
contra GAD de los embriones de HH21 seccionados en r1-r2, revelé cuerpos
neuronales en la porcion basal de r2-r3 en un numero similar al encontrado en los
embriones control (Fig 10D y 10F). Sin embargo, encontramos un desarreglo en el
sentido de la proyeccion; las proyecciones fueron cortas, aberrantes y en diversas
direcciones (Fig. 10B y 10 E). Algunos axones muestran proyecciones en circulo,
ascendentes y de forma lateral, ademas de que no se formo la proyeccion del FLM
a nivel de r2-r4. Las proyecciones ascendentes de rombomeras caudales también
fueron observadas de forma normal. Estos resultados sugieren que el numero de
neuronas reticuloespinales diferenciadas es normal en los animales seccionados,
pero que los axones fallan al proyectar en su trayectoria normal en ausencia de las
sefales provenientes del romboencéfalo rostral a r2. Los resultados también
muestran que las proyecciones ascendentes de las rombomeras caudales no
requieren de las senales rostrales provenientes de r1 ¢ del istmo para poder

proyectar hasta la r2. Estudios realizados en paralelo mostraron que



aproximadamente el 15% de las neuronas ipsilaterales y el 30% de las neuronas
contralaterales se tifien con anticuerpos contra los factores de transcripcion Lhx1 y
Lhx2, mientras que una subpoblacion de neuronas ipsilaterales (13%) expresan
Lhx3 (Cepeda-Nieto, Pfaff y Varela-Echavarria, 2005). Para evaluar el efecto de la
seccion a nivel de r1-r2 en la generacion de poblaciones neuronales que incluyen
a las neuronas reticuloespinales, realizamos hibridaciones in situ para Lhx1 y Lhx3
en embriones seccionados (Fig. 10H y 10J) y encontramos que los patrones de
expresion son idénticos a los controles (Fig. 10G y 10 I). Estos resultados sugieren
que la diferenciacion reticuloespinal no se afecta por la microcirugia. En otro
experimento para evaluar la diferenciacion neuronal correcta en los embriones,
observamos el patron de proyeccion del nucleo motor del trigémino, el cual se
encuentra a nivel de r2-r3. Realizamos marcaje axonal retrégrado del nucleo motor
del trigémino en los embriones seccionados (Fig. 9C) y encontramos que el patron
de proyeccion es igual al encontrado en los controles (Fig. 9B). Ademas, la
hibridacion in situ de Islet-1, un marcador de neuronas motoras (Tsuchida et al.,
1994; Varela-Echavarria, Pfaff y Guthrie, 1996), mostré una distribucion normal de
las neuronas motoras en los embriones seccionados (Fig. 10K y 10L). Estos
resultados sugieren que la microcirugia con seccion a nivel de r1-r2 no produce
defectos en la diferenciacion, y que la ausencia de marcaje de neuronas
reticuloespinales en r2-r3 podria ser debida a una guia axonal aberrante. Es decir,
las neuronas reticuloespinales se diferencian de forma normal pero fallan al

proyectar en sentido caudal.
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Control/Corte rMes

No. de células

Figura 10. Lafaltadelistmo alterala proyeccién descendente de axones positivos
a GAD en el romboencéfalo pero no alteran la expresion de marcadores para
neuronas reticuloespinales ni de neuronas motoras. Se utilizaron
inmunohistoquimicas con anticuerpos anti-GAD en embriones control (A,C)y con seccion
en r1-r2 (B, E). Las imagenes en (A) y en (B) fueron obtenidas enfocandose en los
cuerpos celulares positivos a GAD y en el FLM. Las imagenes en (C) y en (E) fueron
obtenidas de los mismos especimenes mostrados en (A) y en (B), respectivamente, pero
enfocandose en las proyecciones ascendentes. Las flechas en (B) muestran la
discontinuidad en las proyecciones longitudinales. Se muestra el numero de células
positivas a GAD en cada mitadde r2y r3 en el control (D) y en los embriones seccionados
en r1-r2 (F). La n fue de: D, 12; F, 9. La hibridacion in situ fue realizada en embriones
seccionados en el mesencéfalo rostral (G, I, K) y en los seccionados en r1-r2 (H, J, L),
utilizando sondas para Lhx-1 (G, H), Lhx-3 (I, J) e Islet-1 (K, L). Se indican en cada figura
r2, r4 y r6 para referencia. En (E) y (F) se muestran los sitios de salida de los axones
motores del trigémino (mV). La flecha en K muestra la localizacion de un fragmento del
ganglio geniculado (gVIl) como referencia anatdémica. El ganglio se encuentra a nivel de
r4, pero debido al proceso del montaje de la pieza aparece en la union de r4-r5. La barra
de escalaen (A) (0.5 mm)también aplicaen (B), (C)y (E). Labarraen (G) (1 mm) también
aplica en (H-J). Labarra en (K) también aplicaen (L).

La segunda posible explicacion de los resultados es que las fibras pioneras

del FLM que descienden desde el nucleo Intersticial de Cajal (NIC), localizado en

la unién del diencéfalo con el mesencéfalo, proveen un substrato para la

fasciculacion de axones de proyeccion caudal en el romboencéfalo. Para evaluar

el efecto del NIC sobre la proyeccion de las neuronas reticuloespinales

46



romboencefalicas se realizé un corte a nivel del mesencéfalo caudal, separando el
mesencéfalo caudal del NIC, pero manteniendo la continuidad del istmo con el
romboencéfalo rostral. En estos embriones, la proyeccién caudal de las neuronas
reticuloespinales de los niveles r2-r3 se redujo en un 50% y las del nivel r4, en un
30%. Estos experimentos muestran que ademas de las senales difusibles que
provienen del istmo, el FLM interviene en la proyeccion de las neuronas

reticuloespinales.
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Tracto Nigroestriado
1. Sistema de evaluacién del efecto quimiotrépico sobre las neuronas
dopaminérgicas mesencefalicas (NDM).

Los cultivos de explantes bilaterales de las NDM mostraron que el
crecimiento axonal dopaminérgico in vitro ocurre en dos fasciculos de axones
simétricos en longitud y en angulo de proyeccién en relacion con el explante.
Tomando en cuenta ésto, se disefid un sistema de cultivo que permitio detectar
efectos de atraccién 6 de repulsién de explantes neuroepiteliales sobre axones
dopaminérgicos.

En los cultivos, dos explantes experimentales de la misma region del
neuroepitelio se colocaron en una configuracion en sentido diagonal con respecto
a la linea media de los explantes bilaterales de las NDM como se ilustra en la
figura 11B.

Cuando ninguno de los dos fasciculos de axones dopaminérgicos de un
explante bilateral de las NDM hizo contacto con los explantes experimentales, se
dio la calificacion de 0; cuando uno solo de los fasciculos contactdé a uno de los
explantes, la calificacion fue de 1 vy, finalmente, si los dos fasciculos
dopaminérgicos contactaron ambos explantes, formando una linea diagonal, la
calificacion fue de 2 (Fig. 11B). Con este sistema, una tendencia a un valor de 0
con respecto a los cultivos control, indica repulsion, mientras que una tendencia a
un valor de 2, revela atraccion. Con los resultados obtenidos se realizé un analisis
no paramétrico con la prueba de Kruskal-Wallis y se analizaron las diferencias
entre los grupos mediante una prueba de U de Mann-Whitney. De esta forma, se
comparo el efecto de los explantes experimentales sobre el crecimiento de los

axones dopaminérgicos.
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Figura 11. Sistema de evaluacién del crecimiento dopaminérgico. El efecto
quimiotrépico de los explantes experimentales sobre el crecimiento de neuritas
dopaminérgicas fue determinado como se observa en la figura. Un aumento en la
frecuencia de calificaciones de cero nos hablé de repulsion y el de calificaciones de 2, de

atraccion.

2. Laplry el estriado atraen a las neuritas de las NDM.

Cuando las NDM se cultivaron junto con la p1r (Fig. 12B), se encontraron
calificaciones de 2 en el 70% de los casos (n=20) (Fig. 12D). Cuando las NDM se
cocultivaron junto con la p3 (Fig. 12A) hubo una ausencia total de respuestas de 2.
Estos experimentos fueron comparados con cultivos de NDM junto con explantes
de p3 como controles negativos ya que en experimentos previos, no mostraron
efecto alguno en los axones dopaminérgicos. Otras de las zonas del neuroepitelio
como p2 y el istmo carente de PP no mostraron efectos trépicos sobre los axones
dopaminérgicos.

Para evaluar el efecto del blanco final sobre el crecimiento de las NDM se hicieron
cultivos en geles de colagena de embriones de rata de E14.5 colocando explantes
de estriado junto al explante dopaminérgico (Fig. 12C). En este estadio del
desarrollo, las primeras NDM ya se encuentran en el diencéfalo. Estos
experimentos mostraron que el estriado también atrae la proyeccion
dopaminérgica, las calificaciones de 2 correspondieron al 35% de los casos (n=20)

(Fig. 12D). La tabla 12D muestra que sélo en presencia de la p1r y el estriado, se
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encuentran crecimientos en diagonal con calificaciones de 2. La prueba no

paramétrica de Kruskal-Wallis fue significativa. H (2, N= 60) = 25.89724. P=<0.05.
Los resultados anteriores muestran que la p1r podria actuar como una zona

organizadora intermedia que atrae el crecimiento de las neuronas dopaminérgicas

y que el estriado podria actuar como atrayente para la fase final de la proyeccion.

A

Figura 12. La plr y el estriado atraen el crecimiento de las neuritas dopaminérgicas.
Cuando realizamos los cultivos de explantes dopaminérgicos junto a la p1r y el estriado,
ambos mostraron una atraccion del crecimiento. La tabla muestra que ambos explantes
tuvieron calificaciones de 2. La prueba de Kruskal-Wallis fue significativa. H (2, N= 60) =
25.89724 p =.0000.

3. Las semaforinas 3A, 3C y 3F se expresan en regiones del neuroepitelio
con accion tropica sobre la proyeccion nigroestriatal.
Una vez determinado que las zonas de la p1r y el estriado tienen efectos

quimiotropicos sobre el crecimiento de neuritas dopaminérgicas, analizamos qué
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semaforinas se expresan en estas zonas mediante hibridacién in situ en
embriones de ratdn. Estos estudios mostraron que las semaforinas 3A, 3C y 3F se
expresan en las rutas de proyeccién de las NDM. La semaforina 3A se expresa en
la p2 y en el estriado. En la p2, su expresion inicia alrededor del E10 de ratén (Fig.
13A y 13B) y persiste hasta el E15; en el estriado se expresa en el E14, cuando
las NDM arriban a su blanco final (Fig. 13C).

La semaforina 3C se expresa en la regién del mesencéfalo ventral, cerca de
las NDM. Se encuentran dos franjas de expresién paralelas al eje longitudinal del
tubo neural y ademas se presenta una expresion dorsoventral en la p1r (Fig. 13D y
13E). La semaforina 3F por su parte, se expresa en E12 principalmente en la zona
dorsal del mesencéfalo y en la p1r (Fig. 13F). Para el siguiente estadio, la
expresion se encuentra localizada soélo en la p1r (Fig. 14A).

Ya que las NDM crecen en sentido rostral cuando la semaforina 3C se
expresa en el mesencéfalo ventral y hacia la p1r cuando ésta se encuentra
expresando semaforinas 3C y 3F, es probable que estas semaforinas se

encuentren involucradas en el control de la proyeccién rostral de este nucleo.
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Figura 13. Las semaforinas 3A y 3C se expresan en las rutas de proyeccion
dopaminérgica. La semaforina 3A muestra un patrén de expresion en el estriado justo
cuando los axones dopaminérgicos llegan a su blanco final. La semaforina 3C muestra un
patrén de expresion desde el inicio de la proyeccion dopaminérgica que podria estar

relacionada con el control de la proyeccion.
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Debido a que las semaforinas 3A, 3C podrian ser las responsables de los
efectos de atraccion y la semaforina 3Fde los efectos de repulsion encontrados en
los cultivos, se evalué si las NDM expresaban los receptores para estas
moléculas. Las neuropilinas 1 y 2 son los receptores conocidos para las
semaforinas 3A, 3C y 3F (Kolodkin y Ginty, 1997; Shimizu et al., 2000). La
semaforina 3A se une a un homodimero de npn-1, la semaforina 3C se une a
heterodimeros de npn-1y 2, y la semaforina 3F se une a homodimeros de npn-2
(Giger et al., 1998). Los resultados de hibridacion in situ para npn-2 mostraron que
la regién del nucleo de las NDM es positiva (Fig. 14F).

Para evaluar la expresion de la npn-1 y npn-2 en las NDM se realizaron cultivos en
geles de colagena y después se les hizo inmunohistoquimica con anticuerpos
contra estas moléculas. Los resultados mostraron que muchas de las neuritas que
crecen del explante mesencefalico hacia explantes de p1 son positivas para npn-1
y npn-2 (Fig. 14B y 14E). Ademas, la doble inmunohistoquimica con anticuerpos
fluorescentes para npn-1y TH en el mesencéfalo en E13 (fig 14D) revela neuritas
positivas para este receptor en esa region.

Los patrones de expresion de las semaforinas del grupo 3 sugieren su posible
papel en el control del crecimiento dopaminérgico hacia el estriado. Los resultados
muestran que la semaforina 3A se expresa en el blanco final, la semaforina 3C se
expresa en dos franjas longitudinales en el mesencéfalo ventral y en p1 vy la
semaforina 3F en la region dorsal del mesencéfalo y posteriormente en p1. El
explante de NDM usado en los cultivos in vitro muestra la expresion de npn-1'y
npn-2 en neuritas que responden a p1 y la hibridacién in situ para npn-2 muestra
que en la regién del nucleo de las NDM se encuentra un patron positivo para esta

molécula.
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Figura 14. La region del explante mesencefalico expresa los receptores neuropilina
1 y 2 durante el desarrollo. El explante dopaminérgico mesencefalico expresa los

receptores a las semaforinas durante la proyeccion inicial y en su llegada al estriado.



4. Las semaforinas 3A, 3C y 3F tienen efectos quimiotropicos sobre las NDM
en cultivo.

Los resultados anteriores mostraron que las semaforinas 3A, 3C y 3F
presentan patrones de expresion en zonas con actividad quimiotropica in vitro.
Para determinar si los axones dopaminérgicos responden a estas semaforinas, se
realizaron cultivos de las NDM junto con agregados celulares expresando estas
moléculas.El nucleo de las NDM se cultivo junto con células 293 transfectadas con
vectores de expresion para las semaforinas 3A, 3C, 3E 6 3F (Fig. 8).

Los cultivos con agregados celulares expresando la semaforina 3C
mostraron una respuesta de atraccion similar a la encontrada en el explante de
p1r, en el 35% de los casos se observaron calificaciones de 2 (Fig. 15C y 15 F).
Este efecto no se encontrd en cultivos con agregados de células no transfectadas
(Fig. 15A).

Cuando se cocultivaron células expresando a la semaforina 3F, que se
expresa en la p1r, junto con explantes de las NDM, el crecimiento dopaminérgico
fue repelido, las calificaciones de 0 se presentaron en el 85% de los casos (Fig.
15E). En la mayoria de los casos, los fasciculos de axones dopaminérgicos
evitaron a los agregados celulares que expresaban esta semaforina, dando por
resultado muchas calificaciones de 0 (Fig. 15F).

Cuando los agregados celulares transfectados con la semaforina 3A fueron
cultivados junto con las NDM de embriones de E14.5, la respuesta ejercida fue de
atraccion, el 30% de los casos presentaron calificaciones de 2 (Fig. 15B y 15F). Se
observd un crecimiento dirigido hacia los agregados celulares de cada lado que
expresan esta semaforina. Cuando los cultivos se realizaron con NDM de E13.5,
no se encontroé esta respuesta. Estos datos muestran que in vitro, las neuronas
dopaminérgicas no responden a la semaforina 3A en estadios tempranos de
proyeccion, pero responden con atraccion en estadios posteriores.

También se realizaron los cultivos de las NDM junto con agregados celulares
que expresaban a la semaforina 3E como un control negativo. Esta semaforina
muestra un patron de expresion ubicuo en el mesencéfalo y en el diencéfalo, lo

que sugiere que no se encuentra involucrada en el control de la direccion de la
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proyeccion de las NDM. Cuando los explantes del nucleo de las NDM se
cocultivaron junto con agregados celulares que expresaban esta semaforina, no
hubo ningun efecto tropico (Fig. 15D). ElI comportamiento del crecimiento fue
similar a cultivos control con células no transfectadas (Fig. 15F).

El efecto de atraccién causado por la semaforina 3C que se expresa en la
p1r, que también causa atraccion, sugiere que esta molécula podria ser la
responsable de controlar la proyeccién rostral in vivo. La semaforina 3A expresada
en el estriado en desarrollo fue capaz de atraer el crecimiento dopaminérgico in
vitro, lo que sugiere su participacion en la proyeccion al blanco final. Es probable
también que la semaforina 3F se encuentre inhibiendo el crecimiento dorsal de la
proyeccion dopaminérgica al expresarse en la porcion alar del neuroepitelio
mesencefalico. En analisis estadistico mediante la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis fue significativa, H (4, N= 100) = 50.86583 p =.0000. Mostré un
efecto significativo en la atraccidon de las semaforinas 3A y 3C y en el rechazo

ejercido por la semaforina 3F,
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Figura 15. Las semaforinas 3A, 3C y 3F ejercen efectos quimiotropicos sobre la
proyeccion dopaminérgica in vitro. Cuando las semaforinas 3A, 3C y 3F fueron
expresadas en agregados celulares, mostraron efectos quimiotrépicos de atraccion (3A y
3C) y de rechazo del crecimiento (3F). La grafica muestra las calificaciones de 2 para las
semaforinas 3A y 3C, mientras que las calificaciones para la 3F fueron principalmente de
0. Kruskal-Wallis test: H (4, N= 100) = 50.86583 p=<0.05. La n=20 para cada experimento.
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5. Anticuerpos contra los receptores para semaforinas reducen los efectos
quimiotrépicos causados por la plry las semaforinas 3A, 3Cy 3F.

Los resultados anteriores muestran que la p1r, el estriado y las semaforinas
3A, 3C y 3F ejercen efectos quimiotrépicos sobre el crecimiento neuritico de las
NDM. Si la atraccion de las NDM hacia la p1r y el estriado se encuentra mediada
por sefales moleculares dependientes de las semaforinas 3A y 3C,
respectivamente, y el rechazo de las NDM es mediado por la semaforina 3F, el
bloqueo de los receptores para estas moléculas anularia la respuesta detectada
en los cultivos (Fig. 16A). Para determinar esto, se realizaron cultivos en geles de
colagena, anadiendo al medio de cultivo anticuerpos contra npn-1 y 2 que
bloquean la respuesta de las neuritas a las semaforinas 3A, 3C y 3F. Los
experimentos se realizaron en el Laboratorio del Dr. Alex L. Kolodkin en el Johns
Hopkins Medical School (JHMS) en Baltimore, MD, USA.

En los cocultivos de p1r con las NDM, la adicién del anticuerpo contra npn-1
bloqued casi por completo la atraccién observada en los cultivos control de NDM
mas p1r sin anticuerpo. El grupo control mostré un 60% de calificaciones de 2,
mientras que cuando fue afadido el anticuerpo contra npn-1, las calificaciones de
2 solo se presentaron en el 10% de los casos. Cuando se anadié el anticuerpo
contra npn-2, la respuesta de atraccion también disminuyd, las calificaciones de 2
se presentaron en el 15% de los casos. Cuando se afadieron los dos anticuerpos
simultaneamente, la respuesta fue similar a las anteriores, se bloqued
parcialmente la respuesta de atraccion mediada por la p1r, calificaciones de 2 en
el 15% de los casos (Fig. 16B). Los valores de 2 encontrados en los cultivos de las
NDM junto con la p1r fueron disminuidos de forma significativa con la adicion de
los anticuerpos al medio de cultivo, la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis fue
de: H (3, N=100) = 29.76756 p =.0000 (Fig. 12B y 16B).
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Figura 16. Los anticuerpos contra los receptores a semaforinas anulan los efectos
quimiotrépicos mostrados por la plr y por el estriado. Cuando se agregé al medio de
cultivo de explantes dopaminérgicos junto con la p1r el efecto de atraccién disminuyd de
forma significativa, Kruskal-Wallis test: H (3, N= 100) = 29.76756 p=<0.05; mientras que
para el caso del estriado no hubo efecto significativo. n=20 para cada experimento.

Estudios similares se llevaron a cabo para determinar si el efecto atrayente
del estriado es también bloqueado por estos anticuerpos. Dado que la semaforina
3A parece ser la molécula atrayente del estriado, se esperaba que los anticuerpos
contra npn-1 bloquearan la respuesta, mientras que los anticuerpos contra npn-2
no tendrian ningun efecto. Los resultados mostraron que los anticuerpos contra
npn-1y npn-2, no fueron capaces de inhibir la respuesta de atraccidn ejercida por
el estriado (Fig. 16C). Esto sugiere que la zona del estriado podria ejercer
atraccion del crecimiento dopaminérgico por alguna otra molécula, ademas de la
semaforina 3A.

Para confirmar la capacidad de los anticuerpos de bloquear la respuesta

quimiotropica de las semaforinas, se anadieron los anticuerpos al medio de cultivo

59



de las NDM junto con agregados celulares expresando a la semaforina 3A, 3C y
3F. Cuando las NDM fueron cocultivadas junto con agregados celulares
expresando a la semaforina 3A, las calificaciones de 2 fueron del 30%; la adicion
al medio de cultivo del anticuerpo contra npn-1 bloqued la respuesta de atraccion
causada por esta semaforina, las calificaciones de cero fueron nulas, la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis fue significativa: H (1, N= 40) = 11.70000 p =.0006
(Fig. 17A). También se observo una disminucion significativa de la respuesta de
atraccion causada por la semaforina 3C expresada en agregados celulares con la
adicién al medio de cultivo de los anticuerpos contra npn-1 6 npn-2, Los controles
presentaron un 40% de calificaciones de 2, con una reduccién al 15% en
presencia del anticuerpo contra npn-1y de 20% con el anticuerpo contra npn-2. La
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis fue significativa: H (2, N= 60) = 6.815691
p =.0331 (Fig. 17B).

Cuando se anadié el anticuerpo contra npn-2 al medio de cultivo en
cocultivos de las NDM junto con agregados celulares expresando a la semaforina
3F, la respuesta de repulsion causada por esta semaforina fue reducida (Fig.
17C). Los controles mostraron calificaciones de 0 en un 50% de los casos,
mientras que en presencia del anticuerpoo contra npn-2, las calificaciones de 0 se
presentaron sélo en el 0.5% de los casos. La prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis fue significativa: H (1, N= 40) = 9.902822 p =.0017. Debido a que la
atraccion de las NDM causada por la p1r también es bloqueada por anticuerpos
contra las neuropilinas, es muy probable que este efecto tropico en la p1r sea

mediado por la semaforina 3C.
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Figura 17. Los anticuerpos son especificos para los receptores a semaforinas. El
uso de los anticuerpos dirigidos contra los receptores a semaforinas en cultivos,
disminuyeron de manera significativa (P= 0.05) los efectos mostrados por las semaforinas
in vitro. (A) El anticuerpo contra npn-1 disminuye el efecto de atraccién ejercido por la
semaforina 3A, prueba de Kruskal-Wallis significativa: H (1, N= 40) = 11.70000 p <0.05.
(B) Los anticuerpos contra npn-1y npn-2, disminuyen el efecto de atraccién causado por
la semaforina 3C, prueba de Kruskal-Wallis significativa: H (2, N= 60) = 6.815691 p <0.05.
(C) El anticuerpo contra npn-2 bloquea el efecto de repulsion causado por la semaforina
3F, prueba de Kruskal-Wallis significativa: H (1, N=40) = 9.902822 p <0.05.

Los resultados anteriores muestran una posible participacion de las semaforinas al
controlar la proyeccion longitudinal ascendente de las NDM, sin embargo queda
pendiente evaluar esta posibilidad in vivo y analizar en detalle los mecanismos de

respuesta a estas moléculas.
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DISCUSION

A. Neuronas reticuloespinales

El istmo es una fuente de sefiales difusibles que afectan la proyeccién de
axones romboencefalicos caudales.

Experimentos in vitro mostraron que el crecimiento caudal de explantes de
romboencéfalo rostral es inhibido por explantes del istmo. Cuando el istmo fue
colocado a un lado del explante de r2-r3, las neuritas viraron creciendo alejandose
de él, lo que sugiere un efecto repulsivo del crecimiento caudal. Este efecto parece
ser especifico para neuronas de proyeccion caudal positivas para serotonina,
sustancia P y GABA. El crecimiento rostral de estos tipos de neuronas no se vio
afectado por el istmo y para las neuronas PNMT-positivas ni el crecimiento rostral
ni el caudal se afectd. La respuesta diferencial inducida por el istmo sugiere un
efecto especifico para axones caudales del rafe (positivas a sustancia P y TrpH) y
reticuloespinales (positivas a GAD), mientras que las neuronas adrenérgicas no se
ven afectadas. Esto sugiere que el istmo podria secretar un componente del
sistema de control de navegacién longitudinal en el romboencéfalo y ser
importante para aquellas neuronas que se desarrollan cercanos al mesencéfalo,
rl, r2 y r3. De esta forma, en los embriones de pollo que fueron seccionados in
ovo a nivel de r1-r2, la proyeccion caudal de las neuronas reticuloespinales estuvo
alterada desde r2 hasta r4, siendo normal en r5. La accion de moléculas derivadas
del istmo sobre rombdmeras rostrales ha sido observada por la habilidad del istmo
y FGF-8 para inhibir la expresion de Hox-A2 en r1 (Irving y Mason, 2000).

La ausencia de la proyeccion reticuloespinal en los embriones seccionados a
nivel de rl-r2 también podria ser debida a defectos en la diferenciacion
reticuloespinal ocasionados por la ausencia del istmo. Se ha demostrado que el
FGF-8 secretado por el istmo regionaliza a rl y esta influencia podria afectar
indirectamente a r2 y r3 (Irving y Mason, 2000). Sin embargo, este morfégeno no
parece ejercer sus efectos a través de los limites de las rombomeras. Estudios de

transplante de rombomeras en embriones de pollo han mostrado que la identidad
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de las rombémeras rostrales es muy refractaria a los cambios locales en el
ambiente al tiempo en que se realizaron las cirugias en nuestro estudio (Guthrie et
al., 1992; Kuratani y Eichele, 1993; Itasaki et al., 1996; Grapin-Botton, Bonnin y Le
Duourain, 1997). Por esta razon, es dificil que la identidad de las rombomeras
pudiera cambiar por la ausencia del istmo. Es importante recordar que no se
encontraron cambios en el ndamero de neuronas positivas para GAD
(reticuloespinales) en los embriones seccionados cuando los comparamos con los
controles. Tampoco se encontraron cambios en los patrones de expresion en el
romboencéfalo rostral de Lhx1 y Lhx3, que son marcadores para subpoblaciones
de neuronas reticuloespinales (Tsuchida, et al., 1994). Ademas, la diferenciacién,
migracion y guia axonal del nucleo motor del trigémino en r2-r3 fue normal en los
embriones seccionados a nivel de rl-r2. Asi, es probable que la falta de
proyecciones caudales reticuloespinales se deba a la ausencia de sefiales que
difunden desde el istmo y que directa o indirectamente afectan la proyeccién
caudal. Estos resultados son consistentes con el papel del istmo como
organizador de la proyeccion caudal de neuronas reticuloespinales mediante la
produccion de moléculas difusibles quimiorrepelentes o no permisivas que

determinan la proyeccion caudal de forma normal en el romboencéfalo rostral.

Los axones mesencefalicos del FLM participan en la proyeccion
reticuloespinal romboencefalica.

En los experimentos en los que se secciond el FLM del NIC sin alterar la
continuidad entre el istmo y el romboencéfalo rostral, encontramos que la
proyeccion de los axones reticuloespinales del romboencéfalo rostral se redujo en
un 50% a nivel de r2-r3 y un 30% a nivel de r4 comparado con los controles no
operados. Esto implica que el tracto formado por el NIC juega un papel importante
en la proyeccién romboencefalica a lo largo del FLM, quizas proveyendo una ruta
pionera sobre la cual fascicula el crecimiento axonal. Esto sugiere que la falla en la
proyeccion reticuloespinal de los embriones seccionados a nivel de rl1-r2 es un
efecto compuesto por la falta de sefales derivadas del istmo y por la ausencia del

tracto pionero provisto por el FLM. En contraste, la ablaciéon con laser del
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equivalente del NIC en embriones del pez cebra, el nacleo mif, no afecta la
proyeccion de las neuronas reticuloespinales romboencefélicas (Metcalfe y Hatta,
1989). A pesar de que los axones mesencefalicos no parecen ser necesarios para
la proyeccion correcta de los axones romboencefalicos en el pez cebra, estos
axones parecen ser necesarios para la correcta proyeccion reticuloespinal en el

cerebro de pollo.

Naturaleza de las sefales guia para los axones longitudinales pioneros.
La naturaleza molecular de la actividad de guia axonal de la region del istmo o las
moléculas involucradas en el crecimiento fasciculado al FLM no fue determinado
en este estudio. De las moléculas que se expresan y secretan en el istmo, el FGF-
8 no parece ser el causante debido a su restriccion funcional por los limites de las
rombémeras (Irving y Mason, 2000). Wnt-1, del cual se sabe que se asocia a la
matriz extracelular (Jue et al., 1992; Schryver, Hinck y Papkoff, 1996), es poco
probable que alcance el nivel de r2-r4 donde seria requerido como molécula
responsable para controlar la proyeccion caudal a este nivel. De las familias
conocidas de moléculas guia secretadas, algunos miembros de las semaforinas
de la clase 3 muestran patrones de expresion consistentes con este papel (datos
no mostrados). Sin embargo, en estudios realizados en nuestro laboratorio
encontramos que la electroporacion ectopica de las semaforinas 3A, 3C, 3F y 3E
en pollo no mostraron ningun efecto en el patréon de proyeccién de los axones
reticuloespinales (Meléndez y Varela-Echavarria, resultados no publicados).
Estudios futuros de éstas y otras moléculas involucradas en la guia axonal en
el romboencéfalo en desarrollo, incluyendo aquellas que afectan al NIC, podrian
permitirnos identificar componentes de los sistemas de guia longitudinal en el
cerebro en desarrollo. En el romboencéfalo, se propone que estas sefales
involucran moléculas difusibles que se forman en la region del istmo y que podrian
actuar como sefales inhibitorias o quimiorrepelentes junto con sefales ancladas
en axones mesencefalicos descendentes que sirven como un sustrato para el

crecimiento fasciculado.



B. Neuronas dopaminérgicas mesencefalicas

El tracto nigroestriado sigue principalmente una proyeccién rostral a lo largo del
eje longitudinal del tubo neural. Durante su proyeccion inicial, este tracto proyecta
en direccion dorsal en el mesencéfalo y, cerca del surco limitante, cambia de
direccion para proyectar en sentido ascendente hacia su blanco final ubicado en la

prosomera 5, que finalmente constituira al estriado.

Zonas del neuroepitelio embrionario atraen el crecimiento de las NDM.
Nuestro trabajo se centrd en estudiar inicialmente cuales son las zonas del
neuroepitelio que tienen un efecto trépico sobre la proyeccidén rostral de las
neuritas dopaminérgicas mesencefalicas (NDM). Utilizando cultivos en geles de
colagena, pudimos identificar a la prosémera 1 rostral como una zona que atrae el
crecimiento dopaminérgico in vitro. Cuando se cultivaron explantes conteniendo
NDM junto al explante de plr, las neuritas dopaminérgicas crecieron hacia la
ubicacion del explante prosomérico, esta conducta de crecimiento no se observé
en los controles ni con el resto de las zonas evaluadas (p2, p3 e Istmo). Cuando
los cultivos de NDM se realizaron junto con el estriado, el blanco final de la
proyeccion nigroestriatal, las neuritas dopaminérgicas también fueron atraidas
hacia el estriado. Los resultados sugieren que existen zonas localizadas a lo largo
de la ruta de proyeccion dopaminérgica que, mediante atraccién, guian la

proyeccion en sentido ascendente.

Las semaforinas ejercen efectos quimiotropicos sobre axones
dopaminérgicos.

Una vez determinadas a la plr y el estriado como zonas que ejercen efectos
quimiotropicos para los axones dopaminérgicos, lo siguiente fue identificar si las
zonas que mostraban un efecto sobre el crecimiento expresaban moléculas
quimiotropicas. Los analisis mediante hibridacion in situ mostraron que la
semaforina 3A se expresa en el estriado, el blanco final de la proyeccion

dopaminérgica. La semaforina 3C muestra un patréon de expresion en el
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mesencéfalo ventral y en la plr. La semaforina 3F tiene una expresion en el
mesencéfalo dorsal y en la p1ir.

Cuando estas moléculas fueron expresadas en agregados celulares y
cultivadas junto con las NDM encontramos que ejercian efectos quimiotropicos
sobre el crecimiento neuritico. Las semaforinas 3A y 3C causaron atraccion del
crecimiento, y la semaforina 3F produjo rechazo.

Para determinar la especificidad de los efectos causados por estas
semaforinas sobre el crecimiento de las NDM afiadimos anticuerpos especificos
contra los receptores de las semaforinas 3A, 3C y 3F. Los anticuerpos fueron
capaces de disminuir la respuesta de atraccion de la semaforina 3A pero no la
causada por el estriado. Cuando los anticuerpos se afiadieron a los cultivos de las
NDM con agregados expresando semaforina 3C o con plr, el efecto de atraccion
también disminuyéo de forma significativa. En los cultivos de agregados
expresando semaforina 3F con las NDM, el rechazo del crecimiento también
disminuy6 de forma significativa.

Los resultados sugieren la participacion de las semaforinas en el control de la
proyeccion dopaminérgica. La expresion de las semaforinas concuerda con la ruta
y con el tiempo de desarrollo en el cual se lleva a cabo la proyeccién. En el inicio
de la proyeccion, la semaforina 3F podria ser la encargada de restringir a los
axones dopaminérgicos a la region basal del neuroepitelio, limitando la proyeccion
mas alla del surco limitante. En la plr, la semaforina 3C podria ejercer un efecto
de atraccion sobre los axones dopaminérgicos. No es claro, sin embargo, cual
seria el papel de la semaforina 3F, dado que ésta tiene efectos repelentes y los
explantes de plr, que expresan ambas semaforinas, tuvieron un efecto neto de
atraccion. Entre las posibilidades se puede mencionar que la respuesta a
semaforina 3F se module o inhiba por la presencia de semaforina 3C, que una
mayor abundancia de semaforina 3C resulte en un efecto atractivo neto o que la
funcién de la semaforina 3F sea la de inhibir el crecimiento dopaminérgico hacia la
region dorsal del diencéfalo. En ratones con mutaciones nulas de Pax-6, un factor
de transcripcién (Mastick et al., 1997; Pratt et al., 2000; Jones et al., 2002), las
NDM proyectan aberrantemente hacia la region dorsal de pl y p2 (Mastick et al.,
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1996; Kawano et al., 1999; Vitalis et al., 2000). Si el efecto del semaforina 3F es
inhibir esa proyeccion dorsal, es posible entonces que la ausencia de Pax6 resulte
también en la ausencia de expresion de semaforina 3F.

La semaforina 3A estaria atrayendo la proyeccion hacia el estriado. Los
resultados de este estudio mostraron que las NDM de embriones E14.5
respondieron a semaforina 3A y no asi las de E12.5. Esto puede deberse a que
las NDM comienzan a responder a la semaforina 3A hasta que su proyeccion
longitudinal se encuentra mas alld de la p2, siendo entonces atraidas por el
estriado. Por esto es probable que la semaforina 3A expresada en la p2 no
participe activamente en el control de la proyeccion dopaminérgica. En
consistencia con esta idea, explantes de p2 no tuvieron efectos tropicos sobre los
axones dopaminérgicos.

A pesar de que los anticuerpos especificos para neuropilina-1 bloquearon
parcialmente el efecto de semaforina 3A sobre axones dopaminérgicos, el efecto
atrayente del estriado no fue inhibido. Esto sugiere la existencia de otras
moléculas en el estriado que podrian ser responsables del efecto atrayente del
estriado junto con semaforina 3A. Los resultados de este estudio nos hacen
suponer que la semaforina 3F podria contribuir, junto con la netrina-1 y las
proteinas slit (Funato, Saito-Nakasato y Takahashi, 2000; Bagri et al., 2002;
Marillat et al., 2002; Lin, Rao e lIsacson, 2005) a determinar la posicion y
proyeccion dorsal inicial en el mesencéfalo de los axones dopaminérgicos. La
netrina-1 y las proteinas slit, expresadas en la porcion ventral del mesencéfalo y la
placa del piso, repelerian a los axones dopaminérgicos dirigiendo su crecimiento
en sentido dorsal mientras que la semaforina 3F, expresada en el mesencéfalo
dorsal, impediria la proyeccion al mesencéfalo alar. La semaforina 3C intervendria
en la proyeccion longitudinal ascendente mediante su expresion longitudinal en el
mesencéfalo y seguiria atrayendo el crecimiento fuera del mesencéfalo mediante
su expresion en la plr. La semaforina 3A contribuiria, junto con otras moléculas
aun no conocidas, a la atraccion del crecimiento dopaminérgico al blanco final,
lugar donde la efrina B2 organizaria la especificidad final de las neuronas

dopaminérgicas estriatales al estriado dorsolateral (Yue et al., 1999).
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Mecanismos de proyeccién axonal longitudinal en el SNC en desarrollo.

Los resultados obtenidos sugieren la existencia de un sistema de control
multimolecular de la navegacion axonal para axones longitudinales que podria
consistir en fuentes de moléculas guia a lo largo del eje longitudinal del tubo
neural.

La evidencia obtenida in vitro e in vivo muestra que la proyeccién caudal de
los axones originados en el romboencéfalo rostral es en parte controlada por
sefiales que difunden de la region del istmo. La existencia de otras fuentes de
sefales para el control de la proyeccion de axones longitudinales en el
romboencéfalo también se sugiere por la proyeccion normal ascendente de otras
poblaciones neuronales en ausencia del istmo. El NIC, el origen mas rostral del
FLM, también parece formar parte del sistema que guia la proyeccion
reticuloespinal romboencefalica. ElI NIC inicia su proyeccion de forma mas
temprana que las neuronas reticuloespinales. La ausencia de su proyeccion
provoca una disminucién de la proyeccion reticuloespinal en el romboencéfalo
rostral. Esto podria deberse a que el NIC sirve como tracto pionero dentro del
romboencéfalo para la proyeccion reticuloespinal rostral.

En cuanto a la proyeccion dopaminérgica mesencefélica, estudios previos
llevados a cabo por Nakamura y colaboradores (2000) mostraron que la ausencia
del istmo y el diencéfalo no alteraban el sentido de la proyeccion rostral de este
tracto en cultivos organotipicos. Ellos propusieron que las sefales que guian la
proyeccion de los axones dopaminérgicos en el mesencéfalo no dependen de
zonas rostrales o caudales a éste y que son las sefales polarizadas dentro del
mesencéfalo las que determinan esa proyeccion. Nuestros resultados sugieren
que la semaforinas 3C y 3F, expresadas en el mesencéfalo podrian controlar la
proyeccion longitudinal ain en ausencia del resto del neuroepitelio.

En resumen, los resultados de este trabajo sugieren que el control de la
proyeccion longitudinal en el cerebro en desarrollo involucra zonas especificas a lo
largo de este eje que actuan como blancos intermedios y organizan el crecimiento
axonal de manera diferencial de distintas poblaciones neurales. Sin embargo, el

control de la proyeccion longitudinal en la médula espinal parece involucrar otros
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mecanismos. En la médula espinal de roedores, existe una expresion en gradiente
rostro-caudal decreciente de Wnt4 en la region ventral del tubo neural que
determina que los axones comisurales viren en direccion rostral una vez que han
cruzado la placa del piso (Lyuksyutova et al., 2003). Estudios adicionales son
necesarios a fin de averiguar si ademas existen a lo largo de la médula espinal
regiones discretas que, como en el cerebro en desarrollo, determinen el

crecimiento a lo largo del eje longitudinal de otras poblaciones neuronales.
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CONCLUSIONES

El istmo funciona como una zona que organiza la proyeccion descendente de las
neuronas reticuloespinales romboencefalicas. Afecta de forma especifica a
algunas subpoblaciones neuronales, inhibiendo el crecimiento caudal de
proyecciones reticulares y de neuronas del rafe pero no a neuronas adrenérgicas
ni tampoco las proyecciones rostrales.

El NIC participa en el control de la proyeccion caudal de las neuronas
reticuloespinales romboencefalicas rostrales probablemente al proporcionar un
sustrato para su crecimiento fasciculado.

Las regiones de la plr y del estriado tienen efectos trépicos sobre axones
nigroestriatales dopaminérgicos y probablemente participan en su proyeccion in
vivo.

Las semaforinas 3A y 3C atraen el crecimiento en las NDM mientras que la
semaforina 3F repele el crecimiento de las NDM en cultivos in vitro.

Las semaforinas 3A (estriado), 3C (mesencéfalo y plr) y 3F (mesencéfalo dorsal y
plr) podrian estar involucradas en el control de la proyeccion de las NDM a su
blanco final.

El control de la proyeccién longitudinal en el cerebro en desarrollo involucra zonas
discretas a lo largo de este eje que organizan el crecimiento axonal de manera

diferencial de distintas poblaciones neurales.
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Abstract

We have addressed the control of longitudinal axon pathfinding in the developing hindbrain, including the caudal projections of reticular
and raphe neurons. To test potential sources of guidance signals, we assessed axon outgrowth from embryonic rat hindbrain explants
cultured in collagen gels at a distance from explants of midbrain—hindbrain boundary (isthmus), caudal hindbrain, or cervical spinal cord.
Our results showed that the isthmus inhibited caudally directed axon outgrowth by 80% relative to controls, whereas rostrally directed axon
outgrowth was unaffected. Moreover, caudal hindbrain or cervical spinal cord explants did not inhibit caudal axons. |mmunohistochemistry
for reticular and raphe neuronal markers indicated that the caudal, but not the rostral projections of these neuronal subpopulations were
inhibited by isthmic explants. Companion studies in chick embryos showed that, when the hindbrain was surgically separated from the
isthmus, caudal reticulospinal axon projections failed to form and that descending pioneer axons of the medial longitudinal fasciculus (MLF)
play an important role in the caudal reticulospinal projection. Taken together, these results suggest that diffusible chemorepellent or
nonpermissive signals from the isthmus and substrate-anchored signals on the pioneer MLF axons are involved in the caudal direction of

reticulospinal projections and might influence other longitudinal axon projections in the brainstem.

© 2003 Elsevier Science (USA). All rights reserved.

Keywords:Axon guidance; Axon pathfinding; Hindbrain; Isthmus; Reticulospina neurons; Raphe neurons; Inhibition, Chemorepulsion, MLF

Introduction

During the early development of the vertebrate neural tube,
thefirst axonal tracts are established in a stereotypica manner,
following either circumferentid or longitudina pathways.
Combinations of these two basic types of projection set up an
axon “scaffold,” which subsequently gives rise to the more
complex pathways observed in later neurd development. Inthe
spinal cord and brainstem, several guidance cues have been
implicated in the control of circumferentia pathfinding deci-
sions (Mudler, 1999; Tessier-Lavigne and Goodman, 1996;
Varela-Echavarria and Guthrie, 1997), while the systems con-
trolling axon growth along longitudina routes have remained

* Corresponding author. Fax: +52-442-238-1038.
E-mail addressvarela@calli.inb.unam.mx (A. Varela-Echavarria).

more elusive. Axon projectionsin the hindbrain offer asuitable
mode for the study of longitudinal axon guidance; ascending
or descending longitudinal projections originate from ipsilat-
eral or contrdaeral neurons which follow media or latera
longitudina tracts (Fig. 1A) (Clarke and Lumsden, 1993).
Neurons of the reticular formation give rise to a number of
projections, including a reticulospind pathway originating in
reticulospina neurons, which either joinsthe ipsilateral media
longitudinal fasciculus (MLF) or extends across the floor plate
to join the contralateral MLF (Auclair et a., 1999; Glover and
Petursdottir, 1988; Parent, 1996). In both chick and rodent
embryos, reticulospinal neurons are organized in longitudinal
columns with particular nuclel located at specific axial levels
(Auclair et a., 1999; Glover and Petursdottir, 1988). Two
columns are present in the medulla (rhombomeres r6—+8), one
projecting ipsilaterally and the other projecting contralateraly.

0012-1606/03/$ — see front matter © 2003 Elsevier Science (USA). All rights reserved.

doi:10.1016/S0012-1606(02)00033-7
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Fig. 1. General types of descending projections from the hindbrain and a culture system for their study. (A) Two main types of projections representative
of r2—r4 are shown on a diagram of a flat-mounted brainstem. Ipsilaterally and contralaterally projecting neurons that follow a medial tract, the medial
longitudinal fasciculus (MLF), are shown in black. Ipsilaterally and contralaterally projecting neurons that follow a lateral pathway, the lateral longitudinal
tract (LLT), are shown in white. Reticulospinal neurons follow the MLF en route to spina targets as indicated by the black neurons (Glover and Petursdottir,
1991). Ascending projections are not shown. All neurona populations are symmetrical, but each one is shown here on only one side of the hindbrain for
simplicity. Figure adapted from Clarke and Lumsden, 1993. The diagram aso shows the origin of the r2-r3 and isthmic explants employed for culture in
collagen gels to study longitudinal axon projection. The black arrowhead shows the point in the r4—r5 boundary where the fluorescent tracer Dil was applied
to the MLF for the retrograde labeling of r2-r3 neurons with caudal projection. A diagram of an r2—+3 explant (B) and a similar explant cocultured with an
explant from the isthmus (C) are shown. The crossed dashed lines in (B) illustrate the way in which the crosshair graticule was placed to divide the explant
into four quadrants. The rostral and the caudal outgrowths are indicated on the rostral and the caudal edges of the explant, respectively. Mb, midbrain; I,

isthmus; r1-r6, rhombomeres 1-6; fp, floor plate.

The ipsilateral column continues into the pons (r1—+5) while
the contralatera one is interrupted at the level of r5. Other
neuronal types which follow longitudina pathways in the de-
veloping hindbrain are the serotonergic and the adrenergic
neurons. The serotonergic neurons that develop in the rostral
hindbrain give rise to the cauda linear nucleus, the dorsa
raphe nucleus, the median raphe nucleus, and the B9 group of
Dahstrom and Fuxe (Aitken and Tork, 1988; Dahstrom and
Fuxe, 1964). Although the main projections of these nuclel are
ascending, the dorsal and the median raphe nuclel aso have
clearly defined descending projections in the adult rat (Vertes
et d., 1999). The caudd serotonergic nuclei, in contrast, have
predominantly caudal projections (Parent, 1996). The phe-
nylethanolamine-N-methyltransferase (PNMT)-positive neu-

rons which develop in the rostral hindbrain are likely to give
rise to the adrenergic centers in the pons, which have both
rostral and caudal projections (Shimada et al., 1998).

Early experiments on the developing amphibian hind-
brain indicated that the direction of growth of axons of
the reticulospinal, Mauthner neurons is influenced by the
longitudinal polarity of the neural tube. Mauthner neu-
rons contained in hindbrain grafts that were reversed
along their rostrocaudal axis initially projected in an
ascending pathway according to the original polarity of
the graft. Most of them, however, eventually turned cau-
dally to follow the normal projection according to the
polarity of the host neural tube (Hibbard, 1965). The
source of such axon guidance information is unclear, but
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Fig. 2. Axon outgrowth from Dil-labeled explants. (A) Axon outgrowth from the caudal edge of an r2—r3 explant containing caudally projecting neurons that
were |abeled retrogradely with Dil prior to culture. (B) Axon outgrowth from the caudal edge of a Dil-labeled r2—r3 explant cocultured with an explant from
the isthmus. (C) Effect of the isthmic explants on the caudal outgrowth of Dil-labeled neurites. Ca-Dil, Dil-labeled control cultures (n = 15); Ca-Dil/l,
Dil-labeled explants cultured with isthmic explants (n = 14). Scale bar, 200 pm.
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Fig. 3. The isthmus inhibits caudal outgrowth of longitudinally projecting hindbrain axons. Explants from the rostral hindbrain (r2-r3) were cultured in
collagen gels alone (A) or adjacent to explants from the isthmus (B). The results from several experiments with control cultures and cocultures are shown
in (C) (Ca, caudal edge cultured alone, n = 46; Call, caudal edge cocultured with isthmus, n = 41), (D) (Ro, rostral edge alone, n = 22; Ro/l, rostral edge
with isthmus, n = 22), and (E) (Ca, caudal edge aone, n = 14; Calr8, cauda edge with r8 explants, n = 7; Ca/lCNe, caudal edge with cervica

neuroepithelium, n = 14).

might reside in local patterning information, in preexist-
ing pioneer tracts, or in afew discrete organizing centers
at distinct positions along the neuraxis, producing long-
range, diffusible guidance cues. The latter ideais partic-
ularly appealing since one organizing center, the floor
plate, has been shown to have both patterning and axon
guidance influences across the dorsoventral axis of the
neural tube (Tanabe and Jessell, 1996; Tessier-Lavigne
and Goodman, 1996). Other organizing centers that pat-
tern the rostrocaudal axis include the midbrain-hindbrain
boundary, or isthmus, a forebrain patterning region
(Houart et al., 1998; Lumsden and Krumlauf, 1996;
Rubenstein et al., 1998), and possibly the zona limitans
intrathalamica (Larsen et al., 2001; Zeltser et al., 2001).
The possible role of these regions in influencing axon
projections has not been investigated, however. In this
study, we have examined a possible axon guidance role
of the isthmus, which has been shown in numerous stud-
ies to act as an organizer in the patterning and differen-
tiation of the midbrain, cerebellum, and rostral hindbrain
(Irving and Mason, 2000; Lee et al., 1997; Martinez et
al., 1999; Wassarman et al., 1997). We also investigated
whether descending MLF axons that originate in the
midbrain might provide guidance information. Using

both in vitro and in vivo approaches, we found that the
isthmusis a source of diffusible signals that influence the
growth of specific populations of caudally projecting
hindbrain axons, including those of reticulospina and
raphe neurons, and that the descending MLF axons from
the midbrain play a critical role in reticulospinal caudal
projection. These findings implicate the isthmus as an
axon growth organizer by producing guidance or inhibi-
tory molecules or activating guidance systems that gov-
ern descending projections from the rostral rhom-
bomeres. Our results also indicate that the MLF acts as a
pioneer tract for descending brainstem projections.

Materials and methods
Animals

For in vitro assays, E14.5 Wistar rat embryos were used;
the day of detection of the vaginal plug was defined as day
0.5. White Leghorn chick embryos were incubated to the
desired Hamburger and Hamilton (HH) stage (Hamburger
and Hamilton, 1951) for fluorescent dextran labeling, in ovo
surgery, or in situ hybridization.
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Fig. 4. The isthmus deflects caudal outgrowth from hindbrain explants (A—E). Hindbrain explants (r2-r3) were cultured alone (A) or with an isthmic explant
placed to one side and perpendicular to the caudal edge of r3 (to the right of the explant in B). In this configuration, the r3 edge was not confronted with
the isthmus and one side (right) was closer to its influence than the contralateral one (left). The angles () of all the axons growing from the left half of the
r3 edge in both control cultures and cocultures were measured, and their average was calculated as shown in (C) and (D), which correspond to control and
cocultures, respectively. In (E), control n = 12 and coculture n = 12. The isthmus does not have a negative effect on the survival of reticulospinal neurons
(F-H). Reticulospinal neurons were labeled retrogradely from the MLF in r5 with rhodamine—dextran. Following the labeling, r2-r3 explants were obtained
and cultured in collagen alone or adjacent to isthmic explants as shown in Fig. 1. After 48 h of culture, confocal images were obtained and the total number
of labeled cell bodies were counted in each explant. (F) A control explant. (G) A coculture with isthmus. In (H), control n = 9 and coculture n = 9. Scale

bars, 250 um. Bar in (A) applies aso to (B). Bar in (F) applies aso to (G).

Collagen gel cultures

Explants of E14.5 rat embryo brainstem were dissected
free of mesenchyme and cultured for 48 h in collagen gels
as previously described (Varela-Echavarria et a., 1997).
The region used for the test explant (containing hindbrain
longitudinally projecting neurons) was rhombomere 2 (r2)
and r3 (Fig. 1). Therostral end of each explant was labeled
with carmine powder by using a tungsten needle prior to
dissection. These explants were cultured 200500 um away
from explants of isthmus (containing caudal midbrain and
rostral rl; Fig. 1A and C), rhombomere 8, or cervical neu-
roepithelium. After the culture period, gels were observed
under phase contrast and then fixed in 4.5% paraformalde-
hyde in PBS for immunostaining. Axon counts of unstained
explants were scored blind under phase contrast as follows.
A graticule with crosshairs was placed such that its axes ran

diagonally to the explant borders (Fig. 1B). Axons extend-
ing from the explant were then drawn with a cameralucida,
and the total number of axons or axon fascicles extending
from the rostral or caudal quadrants were counted. The
mean outgrowth from rostral and caudal quadrants was then
determined for each culture condition, and statistical com-
parisons (P = 0.05 level) were made by using the Student’s
t test.

Some r2—r3 explants were labeled retrogradely with Dil
before culture (see below). These cultures were analyzed by
using confocal microscopy assembling images obtained at
5-10 um z-intervals into a single image. Axon counts were
determined as described above.

To determine the angle of axon growth from cultured
explants, camera lucida drawings of the outgrowth from
caudal explant borders were made by using phase contrast
microscopy. Digital images of the drawings were imported
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into a graphics program, and straight lines were drawn on
top of each axon or axon bundle since most of them had
straight pathways. In the case of axons that did not grow in
a straight line, a line was drawn that best fit the distal third
of the axon. The angle of each line was digitally measured
relative to the caudal explant border. Axons were grouped
into two categories, those growing on either side of the
explant floor plate. A mean angle of growth was then de-
termined for each category. Statistical comparisons of the
average angle of growth were made by using the Student’s
t test (P = 0.05).

Antibodies and immunostaining

After culture, collagen gels were fixed in 4.5% parafor-
maldehyde and immunostained as previously described
(VarelarEchavarria et a., 1997) with antibodies against the
following proteins. tryptophan hydroxylase (AB15567,
1:50; Chemicon International Inc., Temecula, CA), phe-
nylethanolamine-N-methyltransferase (PNMT) (AB110,
1:100; Chemicon International Inc.), glutamic acid decar-
boxylase (GAD) (AHP360, 1:2000; Serotec, Raleigh, NC),
substance P (AB1566, 1:5000; Chemicon International
Inc.), and the appropriate secondary antibodies coupled to
horseradish peroxidase (1:1000, goat anti-mouse and goat
anti-rabbit; Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.,
West Grove, PA). Color developing was performed with
diaminobenzidine. Axons were counted as described for
unstained culturesin the previous paragraph. The polarity of
control r2—r3 explants cultured alone was marked by mak-
ing cuts at the rostral edge of each gel.

In ovo operations in chick embryos

In ovo microsurgery of stage 12 chick embryos was
performed by making awindow in the eggshell with curved
scissors and injecting 10% chinaink in PBS (Pelikan) into
the yolk underneath the embryo to visualize it. Surgeries
involved either cutting transversely across the hindbrain at
the r1—+2 boundary, to separate the isthmus from the re-
maining hindbrain, or sectioning completely acrossthe mid-
brain at rostral or caudal levels (see Fig. 7A). In each case,
a small strip of tissue was removed in order to ensure that
the two edges of the neuroepithelium did not heal together.
After the surgery, a few drops of Howard's ringer solution
containing penicillin-streptomycin (Life Technologies,
Rockville, MD) at a 1:50 dilution were dispensed on top of
the embryo, and the piece of eggshell removed was placed
back on the window, sealing it with cellophane adhesive
tape. This was followed by incubation for 2 days in a
humidified incubator at 39°C, after which time the embryos
reached stages 19-22. Only those embryos with normal
appearance after the 2-day incubation period were further
analyzed. Embryos were then used for retrograde |abeling of
motor or reticulospina neurons, in situ hybridization, or
GAD immunostaining. Labeled reticulospinal cells in each

half of rhombomeres 2, 3, and 4 were counted under a
fluorescent microsope, and statistical comparisons (P =
0.05 level) were made by using the Student’s t test.

Retrograde labeling with fluorescent dyes

Dil labeling of caudally projecting rat hindbrain neurons
was performed by pinning E14.5 rat embryos ventral side up
in silicon gel immersed in Ringer solution, exposing the
hindbrain, and sectioning its ventral aspect (approximately
at r4—5 boundary) with atungsten needle followed by local
application of 1 wl of Dil solution (0.5% in DMSO; Mo-
lecular Probes, Inc., Eugene, OR). After incubation of the
whole dish at 37°C in a 5% CO, incubator for 2 h, neuro-
epithelial explants (r2—r3) were obtained and cultured in
collagen gels as described above. For labeling with rhodam-
ine-conjugated dextran (10,000 M.W; Molecular Probes,
Inc.), embryos were pinned down as above and a crysta
attached to the tip of a minutien pin was applied to the MLF
in r5. Embryos were incubated for 3 h at 30°C in a Ringer
solution bubbled with 95% O, and 5% CO, (Auclair et al.,
1999). After this incubation period, r2— r3 explants were
obtained and used for culture in collagen gels in the pres-
ence or absence of the isthmus. Following 48 h of culture,
confocal optical sections at 10-um z intervals spanning the
whole thickness of the explant were obtained and projected
onto a single image, and the number of labeled cell bodies
was counted. The mean number of labeled cells per explant
from control cultures and cocultures with ishtmus was then
determined, and statistical comparisons (P = 0.05 level)
were made by using the Student’s t test.

Retrograde labeling of chick hindbrain reticulospina
neurons was performed as previously described (Varela
Echavarria et a., 1996), using FITC and Rhodamine-con-
jugated dextran. Dextran labeling of reticulospinal neurons
was performed on chick embryos which were pinned down
ventral side up in D-MEM medium by transecting the MLF
bilaterally at r6—7 levels and applying tracer to the cut
neuroepithelial edge using fine forceps. Labeling of trigem-
inal motor neurons was done by using the same procedure
applying the fluorescent tracer to the proximally transected
trigeminal ganglion. Following labeling, the embryos were
incubated for 2 h in the same medium at 37°C in a5% CO,
atmosphere and fixed in 4.5% paraformaldehyde. This la
beling method was used to visualize reticulospinal and tri-
gemina motor neurons in chick embryos following in ovo
surgery.

Probes and in situ hybridization

Chick embryos were fixed and in situ hybridized as
described (Varela-Echavarria et a., 1996) using probes for
Lhx-1, Lhx-3, and Idet-1 (Tsuchidaet a., 1994) (kind gift of
Dr. S.L. Pfaff).
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Fig. 5. Theisthmus inhibits the caudal outgrowth of specific hindbrain neuronal populations. Hindbrain explants (r2—+3) were cultured alone or with explants
from the isthmus adjacent to their caudal or rostral edge followed by immunostaining with antibodies for tryptophan hydroxylase (TrpH), sustance P (sP),
phenylethanolamine-N-methyltransferase (PNMT), and glutamic acid decarboxylase (GAD). (A-D) The caudal outgrowth from the r3 edge of explants
cultured aone. (E-H) The caudal outgrowth of explants cultured with isthmic explants. Scale bar, 250 pm.

Results

The isthmus has a diffusible activity which inhibits the
outgrowth of caudally projecting hindbrain axons

In order to test whether diffusible cues control caudal
axon projections in the rat developing brainstem, we cul-
tured bilateral r2—r3 hindbrain explants from E14.5 rat em-
bryos in a collagen matrix which is permissive for axon
growth. To keep track of the polarity of the explants, their
rostral edges were labeled with carmine powder. When such
explants were cultured alone for 48 h, we observed abun-
dant outgrowth extending from all four sides of the explants.
Based on their normal trajectory in vivo, r2—3 reticul ospi-
nal axons should extend from the caudal r3 explant border
on either side of the floor plate (included in our explants).
To test this idea, caudally projecting r2—r3 neurons were
labeled retrogradely from the MLF at the r4—5 boundary in
intact rat embryos by using the lipophilic tracer Dil (Fig.
1A). Applying the dye at the r4—r5 boundary ensured the
labeling within r2—3 of only those neurons with a caudal
longitudinal projection. Embryos were incubated until the
dye traveled into r3, at which time r2—+3 explants were
obtained and cultured in a collagen gel. At the end of the
culture period, the neurons thus labeled projected exclu-
sively from the caudal explant border, although labeled
neurites constituted only about one-tenth of the total caudal
outgrowth (Fig. 2A). Thisis not surprising since Dil-labeled
axons are by definition regenerating, while a number of
other axons will grow de novo from the explants. In a small
number of cases, a few labeled neurites projected from
rostral explant borders, which could correspond to the ros-
tral branch of bifurcating axons labeled from their caudal

branch. This result supports the idea that axons which ex-
tend caudally in vivo also do so in vitro and indicates that
the r2—3 explants retain their rostrocaudal polarity; it also
seems likely that rostrally projecting neurons maintain their
normal pathways, although we did not test this directly.
Quantitation of the total number of unlabeled axons or axon
bundles showed that, in these control explants, cultured
alone, there were approximately equal numbers of axons
growing from the rostral and caudal explant borders (Fig.
3C and D).

Regions of the neuroepithelium that might produce guid-
ance cues for the longitudinally projecting hindbrain neu-
rons in our explants include those rostral to r2 or caudal to
r3. We tested the effect of juxtaposing r8 or cervical spinal
cord explants with r2—r3 explants on caudally projecting
neurons and observed no change in the numbers of axons
relative to controls, reflecting neither an inhibitory effect or
a growth-enhancing activity (Fig. 3E). We tested the poten-
tia role of the midbrain—hindbrain boundary or isthmus as
a source of axon guidance cues, by coculturing isthmic
explants adjacent to the caudal border of an r2—r3 explant,
which had been labeled with Dil as described above. In
these experiments, axon outgrowth from caudal explant
borders was drastically inhibited relative to controls (Fig.
2), and quantitation of the labeled axons showed that this
result was significant. Similar quantitation on unlabeled
explants revealed that the isthmus caused an 80% inhibition
of caudal outgrowth (Fig. 3A—C). This suggests that the
isthmic region could be a source of diffusible inhibitory or
repulsive cuesfor caudally directed hindbrain axonsin vivo,
although an indirect effect by the activation by the diffusible
signal of other guidance systems could also be invoked to
explain these results.
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To test the specificity of the isthmic inhibition on the
caudal outgrowth, similar cultures were done in which the
rostral explant border was placed adjacent to the isthmic
explants. Since the outgrowth from this r2 edge would be
expected to correspond with axons which grow toward the
isthmus in vivo, no inhibition would be expected in this
culture configuration. Nevertheless, a dight, nonsignificant
reduction in the rostral axon outgrowth was observed (Fig.
3D). This inhibition, which was studied no further, may
correspond to a small number of caudally projecting neu-
rons from rostral r2 which project into the gel rostrally when
the continuity with rl and the isthmus is interrupted. Thus,
the isthmus did not inhibit rostral outgrowth significantly,
indicating specificity for the caudal axon outgrowth and
implying that the isthmus might be responsible for orienting
the caudal longitudinal axon projections via an inhibitory or
chemorepulsive mechanism. It may be noted that, by quan-
titating effects on caudal outgrowth, we are documenting
effects of the isthmus on reticulospinal axons which may
have already made the choice to grow caudally in response
to preexisting isthmic signals or other cues. Thus, we have
revealed the ability of axons to reiterate their pathfinding
behavior in vitro.

A repulsive activity might also be expected to cause a
change in the direction of growth of caudal axons in addi-
tion to the inhibitory effect described. To distinguish be-
tween these two possibilities, cultures were done in which
the isthmic explant was placed to one side and perpendic-
ular to the caudal edge of the r2—+3 explant. In this config-
uration, the r3 caudal edge was not facing the isthmus and
one side was closer to its influence than the contralateral
one. In such cultures, the growth on the side closest to the
isthmus showed a reduced outgrowth compared with the
side away from it (Fig. 4B). For this reason, the average
angle of caudal growth (relative to the caudal explant bor-
der) was then determined for the contralateral side of the
explant and compared with the equivalent measurement of a
randomly selected side in control explants cultured alone.
The average angle of growth in control explants was found
to be 68°, while in cultures with the isthmus, it was found
to be significantly different at 111°, indicating a change in
the direction of growth away from the isthmus (Fig. 4A-E).
Although we did not measure growth cone turning in these
assays, this evidence suggests that the midbrain—hindbrain
region might secrete chemorepulsive molecules that could
be involved in descending projections from the hindbrain.
This activity may be the same activity that causes inhibition
of caudal growth when the r3 edge is confronted with the
isthmus in culture. In our cultures, the isthmic effect was
more easily quantitated with the culture configuration that
caused inhibition of growth. For this reason, we continued
our studies with this configuration.

Experiments were also done to rule out the possibility of
negative effects of the isthmus on reticulospina neuron
survival in the r2—r3 explants. Reticulospinal neurons from

E14.5 rat embryos were labeled from the MLF (bilaterally)
at r5 level with rhodamine—dextran for 3 h. At the end of
this period, the dye had been transported as far as the
isthmic region, indicating that labeling at r2—+3 was com-
plete. The r2—r3 explants were then obtained and cultured in
collagen gels alone or with the isthmus adjacent to their r3
edge. After the incubation period, the total number of la
beled cell bodies within the explants was counted blind. Fig.
4F shows a low-magnification view of a control explant
cultured alone in which the cell bodies can be seen predom-
inantly in two columns adjacent to the floor plate. If the
isthmus had a negative effect on reticulospinal neuron sur-
vival, a smaller number of labeled cells would be expected
in the coculture with isthmus (Fig. 4G) than in the culture of
r2 alone. No significant difference was found between the
average number of cellsin cocultures and cultures of r2—3
alone (Fig. 4H). This indicates that the isthmus does not
have a negative effect on reticulospinal neuron survival and
supports the view that the effects observed in the previous
experiments are directly on axonal growth. It should be
noted that the use of rhodamine-dextran did not alow the
visualization of axonal processes after culture, since, within
a few hours of incubation, a particulate distribution of the
dye in the axons was observed and later it only remained in
the cell bodies. This contrasts with the results obtained with
Dil under similar culture conditions in which axonal pro-
cesses were till detected after the 48-h culture period.

Outgrowth of specific populations of hindbrain neurites is
inhibited by isthmic explants

In the experiments on cauda outgrowth, the total axon
outgrowth was quantitated, perhaps conflating differential
responses by specific neuronal populations. We therefore
conducted similar culture experiments followed by immu-
nostaining with antibodies which label several neuronal
populations. Antibodies for tryptophan hydroxylase (TrpH)
and substance P were used to identify subpopulations of
raphe neurons (Parent, 1996), anti-phenylethanolamine-N-
methyltransferase (PNMT) was used for adrenergic neu-
rons, and anti-glutamate decarboxylase (GAD) for
GABAergic neurons which form part of the raphe or retic-
ular system (Parent, 1996). In collagen cocultures, the cau-
dal outgrowth of TrpH-, substance P-, and GAD-positive
axons was inhibited by isthmic explants, while PNMT-
positive axon outgrowth was not inhibited significantly
(Figs. 5 and 6A). The rostral outgrowth of all four types of
neurites was largely refractory to the effect of the isthmus
(Fig. 6B). Taken together, these data suggest that the isth-
mus inhibits the growth of caudally projecting reticular and
raphe neurons, but not those of adrenergic neurons. Thus,
the effect of the isthmus is specific to some neuronal sub-
populations, based on their anatomical projection pattern
and neurctransmitter phenotype.
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Fig. 6. Theisthmus inhibits the outgrowth of hindbrain specific neuronal populations. (A) Effect of the isthmus on the caudal outgrowth of hindbrain neurites
positive for tryptophan hydroxylase (TrpH), substance P (sP), phenylethanolamine-N-methyltransferase (PNMT), and glutamate decarboxilase (GAD). (B)
Effect of theisthmus on the rostral outgrowth of hindbrain neuronal populations defined asin (A). The bar on the left of each pair shows the average outgrowth
of control cultures of r2-r3 explants alone (Ca, caudal outgrowth; Ro, rostral outgrowth). The bar on the right shows the average outgrowth of cocultures with
isthmus (Ca/l and Ro/l). The n numbers for each data set were: Caudal outgrowth: TrpH (14, 14), substance P (14, 14), PNMT (14, 14), and GAD (15, 15);
Rostral outgrowth: TrpH (15, 15), substance P (16, 16), PNMT (15, 15), and GAD (14, 14).

Caudally projecting hindbrain axons project aberrant in
the absence of isthmic signals

Our results indicate that the isthmus secretes molecules
that inhibit the outgrowth of caudally projecting brainstem
neurons in vitro. To determine whether the isthmus is re-
quired for the correct caudal projection of reticulospinal
axons, we attempted to remove the isthmic influence by
microsurgery on chick embryos in ovo. To prevent the
diffusion of molecules from the isthmus to the rostral hind-
brain, the neural tube of stage 12 embryos was sectioned
completely at the r1—r2 boundary and a small strip of tissue
was removed (r1-2-cut, Fig. 7A). It should be noted that this
stage (HH12) corresponds with a time before the first re-
ticulospinal neurons become postmitotic (HH14; Lumsden
and Keynes, 1989). Thus, this operation separated the isth-
mic region from the hindbrain (from r2 caudally) at a stage
when the reticulospinal projection has not begun. Control
operations were performed by sectioning transversely the
midbrain near its rostral end (rMb-cut, Fig. 7A). After the
operations, the embryos were incubated to stage 1922, and
inspection showed that the cut ends had healed over sepa-
rately, resulting in complete discontinuity between the two
regions of the neuroepithelium. When the MLF was labeled
at the level of the r6—7 boundary in control and operated

embryos, reticulospina neurons were labeled in control
embryos throughout the hindbrain and were particularly
localized to rostral and bulbar levels, as previously de-
scribed (Fig. 7A and B). (Auclair et a., 1999; Glover and
Petursdottir, 1988). The MLF was labeled and could be
observed flanking the floor plate, while the cell bodies of
labeled reticulospinal neurons were aligned transversely rel-
ative to the long axis of the neural tube. In most of the r1—+2
transected embryos, however, such labeling failed to reved
reticulospinal neurons in r2 and r3, although the rhombo-
meric structure had anormal appearance (Fig. 7C and F). In
r4, the number of labeled neurons was reduced by approx-
imately 70%, and their long axis showed a random orien-
tation (box in Fig. 7C, and Fig. 7D and F). Reticulospinal
neurons were often labeled within r5 and r6 and projected
normally. These results suggest that, in the absence of the
isthmic influence, rostral hindbrain reticulospina neurons
fail to project caudally, while more cauda neurons can still
pursue their normal pathway.

Two factors complicate this simple interpretation; it is
possible that removal of the isthmic influence might cause
the failure of reticulospinal projections secondarily, due to
changes in neurona patterning and differentiation at the
r2—r4 level, or to changes in the growth and guidance of
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Fig. 7. Hindbrain reticulospinal neurons fail to project in the absence of isthmus-derived signals. The neural tube of stage 12 chick embryos was sectioned
in ovo at one of three axial levels to assess the effect of the isthmus in reticulospinal neuron caudal projection. After the operation, the eggs were sealed and
incubated for 2 more days when retrograde labeling of reticulospinal neurons and trigeminal motor neurons was performed. (A) Diagram of a flat-mounted
chick hindbrain shown with blue horizontal lines at the axial levels where the neural tube was sectioned in ovo. Although the labeling was done in stage 12
embryos, the levels at which the cuts were made are shown in an older embryo. In control operations, the cut was made just rostral to the midbrain (rMb-cut).
In the experimental operations, the cut was made at the r1-r2 boundary, separating the isthmus and r1 from the rest of the hindbrain (r1-2-cut) or rostral to
the isthmus but caudal to the interstitial nucleus of Cajal (INC) (cMb-cut). Green arrowheads indicate the point where FITC—dextran was applied to label
retrogradely the reticulospina neurons, which are also shown in green. The diagram shows cells labeled from the MLF on the left for simplicity. The INC
and the rostral, bulbar, and vagal clusters are shown (Glover and Petursdottir, 1991). The red arrowhead indicates the point where rhodamine—dextran was
applied to label the trigeminal motor nucleus (mV), which is aso shown in red spanning r2 and r3. Other abbreviations as in Fig. 1. (B) Control operation
with the cut at the rostral midbrain (rMb-cut). Both reticulospinal neurons and the trigeminal motor nucleus appear normal. (C) Experimental operation with
the cut at the r1-r2 boundary (r1-2-cut). Reticulospinal neurons fail to be labeled in r2-r3, but the trigeminal motor nucleus appears normal. The boxed area
inr4isshown in (D) at a higher magnification and with the contrast enhanced to show some labeled cells which lack the normal organization seen in control
embryos. (E) Control operation with the cut rostral to the isthmus and caudal to the interstitial nucleus of Cajal (cMb-cut). Reticulospina neurons appear
normal, but their number is smaller relative to controls. (F) Effect of neural tube transections in reticulospinal projection. Retrograde labeled reticulospinal
neurons were counted in r2, r3, and r4 for each of the transections performed. N numbers for each transection were: rMb-cut, 6; r1-2-cut, 7; cMb-cut, 7. Scale
bars (B, C, E), 500 pum.

other axon tracts which might serve as pioneer tracts for
reticulospinal neurons.

We first set out to analyze the possibility of untoward
effects of the operations in reticulospinal neuron differen-
tiation in the rostral rhombomeres. Immunostaining of stage
21 chick embryos with anti-GAD antibodies which recog-
nize subpopulations of reticular neurons (Parent, 1996) re-
vealed predominantly longitudinal projections in the rostral
end of the hindbrain, including strong immunostaining in
the MLF. At this stage, only reticulospinal neurons are
known to project into the MLF (Glover and Petursdottir,
1991). GAD-positive somata were observed in the basal
plate of r2—r4 aligned transversely relative to the long axis

of the hindbrain (Fig. 8A). This array is reminiscent of
retrogradely labeled reticulospinal neurons. Ascending pro-
jections from the caudal end of the hindbrain were also
detected lateral to the MLF with morphologically distin-
guishable growth cones (Fig. 8C). Overall, GAD immuno-
staining of control embryos revealed neuronal somata and
longitudinal axons in the MLF that appear to correspond to
reticulospinal neurons and ascending lateral axons from the
caudal rhombomeres. In contrast, immunostaining of r1—2
transected embryos incubated to reach stage 21 reveaed
GAD-positive neurons in the basal plate of r2 and r3 in
numbers similar to those found in control embryos (Fig. 8D
and F) but in noticeable disarray and with their short axons
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Fig. 8. Neural tube transectionsimpair the projection of GAD-positive descending axons in the hindbrain but do not affect expression of reticulospinal neuron
and motor neuron markers. Immunostaining was performed in control embryos (A, C) and r1-2-cut (B, E) embryos by using anti-GAD antibodies. Images
in (A) and (B) were obtained by focusing on GAD-positive cell bodies and the MLF. Images in (C) and (E) were obtained from the same specimens shown
in (A) and (B), respectively, but focusing on ascending projections. Arrowheads in (B) indicate discontinuities in longitudinal projections. The numbers of
GAD-positive cells in each half of r2 and r3 in control (D) and r1-2-cut embryos (F) are shown. N numbers were: D, 12; F, 9. In situ hybridization was
performed in rMb-cut (G, |, K) and r1-2-cut (H, J, L) embryos by using probes for Lhx-1 (G, H), Lhx-3 (1, J), and Islet-1 (K, L). r2, r4, and r6 are indicated
in each picture for reference. In (E) and (F), exit points for trigeminal motor axons (mV) are shown. Arrow in (E) indicates the location of a fragment of
the geniculate ganglion (gVI1) for anatomical reference. This ganglion is attached to r4, but due to the mounting process, appears at the r4—5 boundary. Scale
bar in (A) (0.5 mm) aso applies to (B), (C), and (E). Bar in (G) (1 mm) also applies to (H-J). Bar in (K) (1 mm) aso applies to (L).

projecting aberrantly in several directions (Fig. 8B). Axons
with sharp turns, lateral or ascending projections, not de-
tected in control embryos were also observed in operated
embryos. Some axons projected for short distances into the
region normally occupied by the MLF in control embryos,
but no continuous axonal tract was formed in the MLF in
r2—r4. The lateral ascending projections form the caudal
rhombomeres were observed to reach the rostral end of the
transected hindbrain (Fig. 8E). Thus, these results suggest
that reticulospinal neurons differentiate in norma numbers
in r2 and r3 in the rl—2 transected embryos but fal to
follow their normal pathway in the absence influences from
the neuroepithelium rostral to r2. Theseresultsaso reveaed
that ascending axons from the caudal rhombomeres do not
require rostral signals from rl or the isthmusto follow their
ascending path up to r2.

In parallel studies, we have found that, among reticu-
lospinal neurons, 15% of al ipsilateral and 40% of al
contralateral neurons are stained with an antibody that rec-

ognizes the Lhx1 and Lhx2 transcription factors, while a
different population of ipsilateral neurons (20%) expresses
Lhx3 (A.C.C.-N. J. Glover, S.L. Pfaff, and A.V .-E., unpub-
lished observations). To assess the effect of the r1—2 tran-
sections in the generation of neuronal populations that in-
clude subsets of reticulospina neurons, we performed in
situ hybridization analysis for Lhx1 and Lhx3 in r1—+2
transected embryos and found their expression patterns to
be undistinguishable from unoperated embryos (Fig. 8G-J).
These results suggest that reticulospina differentiation is
not likely to be affected by r1—2 transections. As an addi-
tional test for norma neuronal differentiation in the
transected embryos, we examined the neuronal patterning of
the trigeminal motor nucleus, which lies within r2 and r3,
and can be retrogradely labeled from the trigeminal gan-
glion (Fig. 7A). Labeling of embryos sectioned at r1—+2 or
the rostral midbrain revealed normal patterning and axon
projection of the trigemina nucleus compared with the
nonoperated embryos (Fig. 7B and C; and data not shown).
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Moreover, in situ hybridization with a probe for Idet-1, a
motor neuron marker (Tsuchida et al., 1994; Varela-Echa
varria et al., 1996), revealed a normal distribution of devel-
oping motor neurons in embryos sectioned at r1-r2 or the
rostral midbrain (controls) (Fig. 8K and L). Together, these
results and those obtained by immunostaining with GAD
antiboides support the idea that sectioning at the r1—2
boundary does not produce major patterning defects and
that the absence of reticulospinal projection from r2 and r3
is more likely to be a consequence of aberrant axonal
pathfinding. Reticulospinal neurons are likely to differenti-
ate normally but fail to project caudally to the point where
their retrograde labeling can be achieved.

The second possible explanation for our results that we
wish to examine is that the pioneer MLF descending fibers
from the interstitial nucleus of Cagjal (INC), located at the
midbrain— diencephalon boundary, provide a substrate for
fasciculated caudal axon growth in the hindbrain. In the
embryos sectioned at the r1—+2 boundary, this descending
tract is severed, which might result in the failure of the
reticulospinal projection. To assess this possibility, opera-
tions were performed in which the caudal midbrain was
sectioned transversely, separating the isthmus and the INC
such that the caudal projection of the latter was severed
without affecting continuity between the isthmus and the
hindbrain (Fig. 7A). In such operated embryos, the caudal
projection of reticulospinal neurons from r2 and r3 was
reduced by approximately 50% and from r4 by 30% (Fig.
7E and F). These experiments show that, in addition to a
diffusible signal from the isthmus that might act directly or
indirectly on hindbrain descending axons, the MLF plays a
critical role in the caudal projection of reticulospinal neu-
rons, perhaps by providing a substrate for descending fas-
ciculated growth.

Discussion

The isthmus is a source of diffusible signals that affect
hindbrain caudally projecting axons

Our in vitro experiments show that caudal outgrowth of
neurons from rostral hindbrain explants was inhibited by
explants from the isthmus. A change in the angle of growth
was observed when the isthmus was placed lateral to the
r2—r3 explants, therefore suggesting a repulsive effect on
caudal axons although a nonpermissive effect remains an
important possibility. This effect appeared to be specific for
caudally projecting serotonergic, substance P-positive, and
GABAergic neurons. The rostral outgrowth of these neuro-
nal types was not inhibited by the isthmus, and for adren-
ergic axons, neither rostral nor caudal growth was affected.
The differential response to the isthmus suggests a specific
effect on caudal axons of raphe (TrpH- and Substance
P-positive) and reticulospinal (GAD-positive) neurons,
while adrenergic neurons are not affected. Our studies sug-

gest then that the isthmus might secrete a component of a
system of signals governing longitudinal pathfinding in the
hindbrain and may be more important for those neurons
which develop closest to the midbrain, in rl, r2, and r3.
Thus, in embryos in which the neural tube was sectioned at
the r1—+2 boundary, caudal projection of reticulospinal neu-
rons was drasticaly impaired from r2 to r4, but it was
normal from r5. The distance from the isthmus to r5 (ap-
proximately 450 um at the time reticulospinal projection
begins) means that diffusion of molecules from the isthmus
is less likely to operate at this level than at more rostral
levels. Such an action of isthmic-derived signals on the
rostral rhombomeres has been observed in the ability of the
isthmus and FGF8 to inhibit the expression of Hox-a2 inrl
(Irving and Mason, 2000). It should be noted that the sev-
ering of the MLF is also responsible for the drastic reduc-
tion of reticulospinal projection in the r1—r2 transected em-
bryos (see below).

The absence of reticulospinal projection in the rl—2
transected embryos could also be due to patterning defects
in r2—r4 caused by the absence of the isthmic signals. Fgf8
secreted by the isthmus has been demonstrated to patternrl,
although its influence might indirectly extend into r2 and r3
(Irving and Mason, 2000). This morphogen, however, does
not appear to signal directly across rhombomeric bound-
aries. Rhombomere transposition studies in chick embryos
have also shown that the identity of rostral rhombomeresis
largely refractory to local changes in environmental signals
unless they are transposed far caudally into the hindbrain
(Grapin-Botton et al., 1997; Guthrie et al., 1992; Itasaki et
al., 1996; Kuratani and Eichele, 1993). For these reasons, it
is unlikely that the identity of the rostral rhombomeres
would change in r1-r2 transected embryos. Thisisin keep-
ing with the finding that cell bodies immunostained with an
anti-GAD antibody which identified reticulospinal neurons
were found in similar numbers in r2 and r3 in control and
rl—r2 transected embryos. Moreover, no changes were de-
tected in the transected embryos in the patterns of expres-
sioninthe hindbrain of Lhx-1 and Lhx-3, which are markers
for subpopulations of reticulospinal neurons. Furthermore,
trigeminal motor neuron differentiation, migration, and
axon guidance were found to occur normally in the r2—3
territory in r1—2 transected embryos as in control embryos.
Hence, the absence of reticulospinal projection fromr2 to r4
is probably due to the absence of asignal that diffuses from
the isthmus and directly or indirectly affects caudal growth
rather than patterning defects in the operated embryos
which could result in impaired reticulospinal differentiation.

Overadl, our results are consistent with a role of the
isthmus in controlling reticulospina axon projection by
producing diffusible chemorepellent or nonpermissive mol-
ecules which determine the caudal projection of these axons
intherostral hindbrain. It is also possible that the signal that
emanates from the isthmus activates the guidance system
that governs caudal projection in the rostral end of the
hindbrain.
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Midbrain MLF axons are crucial for hindbrain
reticulospinal projection

Our observations on embryos in which the MLF tract
from the INC was sectioned without disrupting the conti-
nuity between the isthmus and the hindbrain showed that
rostral hindbrain reticulospinal axon projections were re-
duced by approximately 50% in r2 and r3 and by 30% in r4
compared with unoperated controls. This implies that this
axon tract plays an important role in the reticulospinal axon
projection, perhaps by providing a pioneer pathway for
fasciculated axon growth. This also implies that the failure
of the reticulospinal projection of r1—+2 transections is the
compounded effect of the absence of the isthmic-derived
signal and the absence of the pioneer pathway provided by
the MLF. In contrast, however, laser ablation of the INC
equivalent in zebrafish embryos, the mif nucleus, did not
affect the projection of the hindbrain reticulospina axons
(Metcalfe and Hatta, 1989). Hence, even though mesence-
phalic MLF axons appear not to be essential for the projec-
tion of hindbrain reticulospinal neurons in zebrafish, in the
avian brain, these axons seem to be critical for sterotypical
reticulospinal pathfinding. This pioneer pathway, however,
islesslikely to beinvolved in the early caudal projection of
other neuronal groups whose axons do not join the MLF and
follow instead lateral descending routes.

Mechanisms of longitudinal axon projection in the
developing CNS

A mechanism for pioneer longitudinal axon pathfinding
might be envisaged to consist of longitudinally restricted
sources of guidance cues distributed along the long axis of
the neura tube followed by the projection of later born
neurons along the pioneer tracts. Thisideawould predict the
existence of several of these sources due to the length of the
neuraxis and the limited range of action of secreted cues. A
second alternative is that the polarity of growth of pioneer
axons depends on a continuous gradient of diffusible or
anchored axon guidance signals along the rostrocaudal axis.
Our results are in part consistent with the first aternative,
since the evidence obtained from in vitro and in vivo ex-
perimental approaches suggests that the caudal projection of
axons originating in the rostral region of the hindbrain isin
part controlled by signals that diffuse from the midbrain—
hindbrain boundary region. In consonance with thisidea is
the finding that the characteristic rostral turning of zebrafish
epiphyseal axonsis prevented when these neurons are trans-
planted caudally into the tectum (Kanki and Kuwada, 2000).
It is therefore likely that the projection of pioneer longitu-
dina tracts in the developing brain is controlled by longi-
tudinally restricted sources of guidance molecules. The ex-
istence of other sources of cues for the guidance of
longitudinal axons in the brainstem is also suggested by the
normal ascending projection of GAD-positive axons and
normal descending projection of reticulospinal axons, both

originating from the caudal rhombomeres in the r1—2
transected embryos.

Nature of the cues guiding pioneer longitudinal axons

The molecular nature of the axon guidance activity of the
midbrain—hindbrain boundary region or the molecules in-
volved in the fasciculated MLF growth was not determined
in this study. Of the molecules expressed and secreted at the
isthmus, FGF8 is not a likely candidate for the chemore-
pulsive activity since its effect seems to be limited by
rhombomeric boundaries (Irving and Mason, 2000). Wnt-1,
which is known to associate tightly to the extracellular
matrix (Jue et a., 1992; Schryver et a., 1996), isunlikely to
reach r2—r4 as it would be required for the molecule respon-
sible for controlling caudal guidance in this region. Of the
known families of secreted guidance molecules, some mem-
bers of the class 3 semaphorins stand out as potential can-
didates for this activity since their expression and that of
their receptor Npn-2 are consistent with such arole (data not
shown). Future studies of the role of these and other mol-
eculesin guiding axons in the devel oping brainstem, includ-
ing those of the INC, will alow us to identify components
of the longitudinally restricted guidance systems in the
developing brain. In the hindbrain, we propose that these
signals involve diffusible molecules form the midbrain-
hindbrain boundary region that may act as chemorepellent
or inhibitory signals along with signals anchored in de-
scending midbrain axons that serve as substrate for fascic-
ulated growth.
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