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RESUMEN

En el sistema nervioso central adulto, las paredes de los ventriculos
cerebrales estan cubiertas por células ependimarias multiciliadas que se
especifican a partir de la glia radial, durante los estadios E14-16 en raton y se
diferencian y polarizan durante la primera semana postnatal. 1G9 (también
llamado PPP1R32) es una subunidad regulatoria de la proteina fosfatasa 1, y
posee una expresion restringida a los epitelios multiciliados. En esta tesis hemos
estudiado la expresion y localizacion de IlIG9 durante el periodo de
especificacion, diferenciacion y polarizacion ependimaria de la glia radial desde
el estadio embrionario hasta adulto en cerebro de rata. Analizamos los efectos de
la inhibicion perinatal y adulta de 1G9 en ventriculos laterales. Adicionalmente
utilizamos un modelo in vitro de ependimoma derivado de la glia radial humana
para estudiar la expresion y localizacion de 1G9, y los efectos de su expresion
ectopica. 111G9 se expresa y localiza en la pared ventricular desde el estadio E13
hasta el adulto, con una localizacion celular periférica tipo zénula, adicional a su
localizacion ciliar, con un aumento de los niveles citoplasmaticos en el periodo
perinatal. La inhibicion de 11IG9 genera una denudacion de la pared ventricular y
una gliosis reactiva secundaria en estadio perinatal y adulto. Finalmente, el
modelo in vitro de ependimoma expresa el mensajero de IlIG9, pero no es
detectado a nivel de proteina. Una recuperacion de funcion de 11IG9 genera un
aumento en el area de las células en cultivo. Este trabajo muestra que 11IG9

participa en la regulacion de la diferenciacion, polarizacidon de la glia radial a célula
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ependimaria y la mantencién del fenotipo ependimario mediante la regulacion de

las uniones célula-célula.
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ABSTRACT

In adult central nervous system, the ventricular walls are lined by multiciliated
ependymal cells, which specify from radial glial cells during embryonic E14-16
stages in mice, differentiating and polarizing during the first postnatal week. 111G9
(also PPP1R32) is a protein phosphatase-1 regulatory subunit, and its expression is
restricted to multiciliated epithelia. In this thesis we have studied IlIG9 expression
and localization during specification, differentiation and polarization stages from
radial glial progenitors to ependymal cells, from embryonic to adult stages in rat
brain. We analyzed perinatal and adult I1IG9 inhibition effects on lateral ventricles.
Additionally, we utilized an in vitro ependymoma cell model derived from human
radial glia, to study IlIG9 expression and localization. Finally, we evaluated the
effects of [1IG9 ectopic expression in this cell model. I1IG9 is expressed and localized
in ventricular walls from E13 to adult, in which 1IG9 is located in zonula-like patterns,
in addition to its ciliary localization. It's also highly expressed in perinatal stages
through adulthood in ependymal cytoplasm. 111G9 inhibition generates an ependymal
denudation in lateral ventricles and reactive astrogliosis in perinatal and adult stages.
Finally, 111G9 mRNA is expressed in the ependymoma cell model, but it is not
detected at protein levels. A 11IG9 function recovery increases cell area in vitro. This
work demonstrates that [IIG9 participates in the regulation of the
differentiation/polarization from radial glia to ependyma, and maintenance of

ependymal phenotypes through regulation of cell-cell junctions.
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1. INTRODUCCION

1.1. Epitelio multiciliado en mamiferos adultos.

Las células multiciliadas son células epiteliales especializadas presentes en
mamiferos adultos, que proyectan mdaltiples cilios moviles, y son requeridas en
funciones respiratorias, cerebrales, reproductivas y renales (Spassky y Meunier,
2017). De manera adicional a cumplir funciones de barrera epitelial, decenas a
cientos de cilios moviles son generados por cada célula multiciliada, que se mueven
de manera coordinada y direccional, y permiten dirigir el movimiento del liquido
cefalorraquideo en el cerebro, mover mucus y patdégenos en la traquea, y el

movimiento del oocito en el oviducto.

Estructuralmente, el cilio es un organelo microtubular formado por un
axonema y originado a partir de un cuerpo basal, que se proyecta como una
prolongacion de membrana desde la superficie celular (Del Bigio, 2010). Los cilios
son clasificados por las caracteristicas de su axonema y su capacidad de generar
movimiento. El axonema se compone de 9 pares de microtabulos periféricos.
Algunos cilios poseen un par de microtibulos adicional en la parte central, de lo cual

deriva la nomenclatura 9+2, si posee, 0 9+0 si carece dicho par central.

En la mayoria de las células arrestadas del ciclo celular, es posible encontrar
un unico cilio primario inmdévil. Su estructura axonemal 9+0 carece del par de
microtubulos central. El cilio primario esta involucrado en la deteccidén de sefiales
extracelulares, como Sonic hedgehog, (Shh), Wnt y el sensing del movimiento de

fluidos (Guemez-Gamboa y col. 2014; Kotsis y col. 2013). El axonema presente en
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los cilios de las células multiciliadas presenta una estructura 9+2, que corresponde
a 9 pares de microtubulos periféricos y un par de microtubulos central. Los cilios
caracteristicos de las células multiciliadas protruyen de la zona apical y poseen un

diametro aproximado de 10 pum.

El cilio mévil difiere funcionalmente del cilio primario, en que su motilidad es
posible dada ciertas diferencias estructurales en los componentes del axonema. La
estructura microtubular de los cilios mdviles 9+2 esta formada por un complejo
macromolecular de proteinas interconectadas, que consiste de rayos radiales (radial
spokes), uniones de nexina, hojas centrales y brazos internos y externos de dineina
(Ibafiez-Tallony col., 2003). EI movimiento ciliar en las células multiciliadas depende
de ciclos de fosforilaciones y desfosforilaciones continuas de los brazos de dineina,
gue se encuentran entre cada doblete exterior del axonema ciliar. En un
determinado momento, los brazos de dineina, de un lado del eje del axonema, estan
activos para generar el movimiento en esa direccion, mientras que los demas brazos
de dineinas se encuentran inactivos. Estas modificaciones dependen de las

fosfatasas PP1, PP2A, y de las cinasas CK1 y PKA (Wirschell y col., 2011).

Multiples proteinas ciliares han sido descritas, sin embargo, no se ha
realizado una correcta diferenciacion entre las proteinas efectoras, pertenecientes
al cilio primario (presente en gran parte de las células arrestadas del ciclo celular),
y las proteinas del cilio mévil (presente en las células multiciliadas). Mutaciones en
los componentes de estos organelos resultan en un amplio y variado rango de
patologias conocidas como ciliopatias. Recientemente se han realizado estudios

enfocados en identificar el proteoma de las células multiciliadas (Patir y col. 2020;



Sim y col. 2019), sin embargo, dichos esfuerzos se han enfocado en identificar
algunos candidatos sin abarcar a cabalidad estudios funcionales asociados. Por lo
tanto, es relevante un mayor screening funcional de las proteinas efectoras
involucradas en la diferenciacién, maduracién y funcionalidad del epitelio

multiciliado.

1.2. Epitelio multiciliado en el sistema nervioso central: Las células
ependimarias

En humanos, y otros mamiferos, el sistema nervioso central posee células
multiciliadas que corresponden a las células epiteliales presentes en los plexos
coroideos (CEPC), las células ependimarias de las cavidades ventriculares
cerebrales y del canal espinal, permitiendo la generacion y movimiento del liquido

cefalorraquideo (LCR) (Moreno, M.D. Doctoral Dissertation, 2016).

1.3. Células ependimarias de las cavidades ventriculares del SNC adulto.

Las células ependimarias forman un epitelio que recubre la pared de los
ventriculos cerebrales y se encuentran en contacto directo con el liquido
cefalorraquideo (LCR) (Del Bigio, 2010). Poseen una morfologia cuboidal, nucleo
redondo, membranas que estan interdigitadas con las células vecinas y presentan
uniones adherentes y comunicantes tanto con otras células ependimarias como con
las células troncales neurales adultas presentes en la zona subventricular (Del Bigio

2010; Jimenez y col. 2014). En modelo murino, las células ependimarias expresan



marcadores como CD24, S1008, FoxJ1 y vimentina, y presentan una amplia
superficie apical con aproximadamente 50 cilios largos, de alrededor a 10 pm de
longitud, con estructura 9+2 (Ohata y col. 2014; Spassky y col. 2005; Doetsch y col.

1997; Mirzadeh y col. 2008).

Las células ependimarias poseen uniones adherentes Yy uniones
comunicantes (Bouille y col. 1991), que favorecen la integridad del epitelio, y la
coordinacion del movimiento ciliar a través de las células ependimarias.
Adicionalmente las células ependimarias expresan y localizan proteinas de uniones
estrechas como ZO-1 y Ocludina, pero no Claudina-1 (Lippoldt y col. 2000) o
Claudina-5 (Alvarez y col. 2007). Sin embargo, la inmunolocalizacion es mas débil
y discontinua para proteinas como ZO-1 (van Deurs y Koehler 1979, van Deurs
1980; Dermietzel, 1975; Langlet y col. 2013). Esta caracteristica podria explicar la
permeabilidad del epitelio ependimario, con respecto a la barrera hematoencefalica:
Al administrar diversas moléculas directamente al LCR, estas difunden desde la
pared ependimaria hacia el parénquima cerebral (Brigthman y Reese 1969; Jara y
col. 2016). De esta forma, la pared ependimaria funciona como una barrera
permeable entre el LCR y el parénquima nervioso, lo cual permite la difusion
paracelular de nutrientes desde el LCR y moléculas de desecho desde el

parénquima nervioso.

Las células ependimarias funcionan como una barrera fisica entre el LCR y
el parénquima nervioso, y generan un flujo direccional activo de liquido
cefalorraquideo en la superficie ventricular, por el movimiento ciliar coordinado

(Faubel y col. 2016; Siyahhan y col. 2014; Ibafiez-Tallon y col. 2003).



Adicionalmente cumplen funciones neuroendocrinas, sensoriales y de homeostasis
cerebral. Un estudio en modelo murino demostré que el flujo direccional del liquido
cefalorraquideo, propagado por el movimiento ciliar ependimario, crea un gradiente
quimiorrepelente de moléculas SLIT en direccion caudo-rostral que guian la
migracion parenquimal de nuevos neuroblastos hacia el bulbo olfatorio (Sawamoto

y col. 2006).

La pared de los ventriculos laterales estd compuesta principalmente de
células ependimarias multiciliadas y recubren la superficie del septum, el estriado y
el cuerpo calloso. En la pared del estriado, la zona ventricular y la zona
subventricular conforman el nicho neurogénico principal en el cerebro de mamiferos
adultos (Mirzadeh y col. 2008; Limy Buylla, 2016). En esta zona se generan nuevos
neuroblastos que migran hacia el bulbo olfatorio para convertirse en interneuronas
olfatorias funcionales. La organizacion detallada de esta pared en ratones se
determind mediante microscopia electronica de transmision (TEM, del inglés
Transmission Electron Microscopy), reconstrucciones tridimensionales y diversos
marcadores moleculares (Doetsch y col. 1997; Mirzadeh y col. 2008). Dentro del
nicho neurogénico se encuentran distintos tipos celulares: las células ependimarias
multiciliadas (E1), que componen la mayor proporcion de la superficie epitelial,
células ependimarias biciliadas (E2) de estructura axonemal 9+2 y células
uniciliadas o tipo B1l, que se corresponden con las células troncales neurales
adultas, que poseen un pequefio cilio primario 9+0 en contacto con el LCR
(Mirzadeh y col. 2008). Las células B1 presentan caracteristicas de astrocitos, como

son la presencia de filamentos intermedios de GFAP y una expansién basal que



contacta con los vasos sanguineos (Merkle y col. 2004). Las células B1 dan lugar a
los precursores intermediarios (progenitores de amplificacion transitoria) o células
tipo C, que a su vez generan los neuroblastos o células tipo A. Los neuroblastos
migran tangencialmente de 5 a 6 milimetros hasta llegar al BO, donde dan lugar a
distintos tipos de interneuronas funcionales (Doetsch y col. 1997; Doetsch y col.
2002; Merkle y col. 2007). Estas poblaciones celulares se organizan a manera de
molinillos o “pinwheels”, en los que las células E1 y ocasionalmente alguna E2,
rodean a pequefias agrupaciones de células B1 en el nicho neurogénico (Mirzadeh

y col. 2008; Redmond y col. 2019) (Figura 1).

Hacia el tercer ventriculo, tres tipos de células ependimarias pueden ser
identificadas: Las células E1 con aproximadamente 50 cilios moéviles (Mirzadeh y
col. 2008), las células E2 que presentan dos cilios moviles (Mirzadeh y col. 2008) y
los tanicitos, que presentan un unico cilio de estructura axonemal 9+0 y se
encuentran hacia el area ventral del tercer ventriculo ventral (Bolborea y Dale, 2013;
Mirzadeh y col. 2017). Se determind que los tanicitos aposeen una estructura tipo

E2, mientras que los tanicitos 8 poseen una estructura E3 (Mirzadeh y col. 2017).

El cuarto ventriculo tiene una morfologia romboidal (Figura 2). Una gran
proporcion del epitelio de este ventriculo posee epéndimo multiciliado E1. Hacia la
el area dorsal, conecta a la cavidad subaracnoidea. Hacia el area ventral se
encuentra la linea media, la cual posee un epitelio pseudoestratificado compuesto
por tanicitos E2 (Mirzadeh y col. 2017) que poseen uniones ocluyentes (Felten,

1981). Hacia el area caudal conecta con el canal central de la médula espinal.



Figura 1. Modelo tridimensional del nicho neurogénico adulto en la pared estriatal de
los ventriculares laterales en modelo murino. Esquema del nicho venticular-
subventricular que muestra las células B1 (azul), las células C (verde) y las células A (rojo),
las células ependimarias multiciliadas (E1) (café) y algunas células ependimarias biciliadas
(E2) (rosado). Las células B1 poseen un proceso basal largo que contacta con los vasos
sanguineos cercanos (naranjo), y un proceso apical que interactia con la superficie

ventricular y presenta un anico cilio primario (Mirzadeh y col. 2008).



Plexos
Coroideos

Direccion Tanicitos

flujo LCR

Figura 2. Localizacion de células multiciliadas en sistema nervioso central murino.
Grafica que muestra los cuatro ventriculos cerebrales y el canal espinal donde circula el
LCR. Los ventriculos laterales conectan con la parte medial del tercer. En dicho sitio de
unién, el LCR puede fluir dorsal o ventral (direccion de las flechas). Hacia la zona caudal
del ventriculo lateral, conecta con el cuarto ventriculo via el acueducto de Silvio. En rojo
oscuro se muestra la localizacién de los plexos coroideos. Gran parte del epitelio que
recubre los ventriculos consiste en células ependimarias (E1). La zona en negro hacia el
tercer ventriculo ventral corresponde a tanicitos a- y . VL: ventriculos laterales; 3Vd: tercer
ventriculo dorsal; 3Vv: tercer ventriculo ventral; 4V: cuarto ventriculo; CE: canal espinal.
Adaptado de Eichele y col. 2020.



El canal espinal estd constituido por un epitelio de células ependimarias
alargadas, astrocitos y neuronas (Kutnay col. 2014). La organizacion tipo “pinwheel”
no se reproduce en este epitelio (Marichal y col. 2012), y su composicion celular es
mas heterogénea. Las células ependimarias del canal espinal se caracterizan en su
mayoria por presentar de uno a cuatro cilios de estructura axonemal 9+2, siendo las
células biciliadas alrededor del 70% de la composicion del epitelio del canal espinal.
Comparten la expresion de marcadores ependimarios como CD24, S100B o Foxjl.
Ademas, de las células ependimarias, astrocitos y neuronas contactan con la
cavidad ventricular (Alfaro-Cervello y col. 2012). En el canal espinal, las células
ependimarias conforman una poblacion celular con capacidad proliferativa limitada
(Meletis y col. 2008; Alfaro-Cervello y col. 2012) y en modelos de dafio del cordon

espinal, la contribucion a la reparacion es minima (Ren y col. 2017).

Las células ependimarias cumplen funciones fisicas propias de un epitelio,
mecanicas mediante el movimiento del LCR, en homeostasis del SNC vy la
mantencion del nicho neurogénico (Kuo y col. 2006; Paez-Gonzalez y col. 2011).
Aun cuando presenta funciones criticas, las células ependimarias multiciliadas son
postmitoticas, se generan solo una vez durante el desarrollo embrionario y postnatal
(Spassky y col. 2005; Spassky y col. 2017), y su reparaciéon durante el
envejecimiento es minimo (Luo y col. 2008). Un mayor entendimiento sobre la
génesis del epitelio ependimario durante el desarrollo permitira generar estrategias

clinicas dirigidas al mantenimiento y la reparacién de este epitelio multiciliado.



1.4. Células ependimarias en los plexos coroideos

Las células epiteliales de los plexos coroideos (CEPC) forman una barrera
entre el LCR y el torrente sanguineo, y estan localizadas en las cavidades
ventriculares del cerebro (Figura 2). Encapsulan vasos sanguineos y secretan LCR
como un ultrafiltrado del plasma sanguineo junto a la produccion especifica de
componentes por estas células (Ej. Transtiretina). Estas células muestran una
marcada polaridad apico-basal: la superficie apical de estas células de los plexos
coroideos poseen gran cantidad de microvellosidades en la zona apical para
aumentar su area y promover su actividad secretoria continua. Cotransportadores
de Na+K+ATPasas y Na+K+2Cl- y numerosos canales de K+ y Cl-, importantes
para la regulacion idnica del LCR, estan localizados exclusivamente en la superficie
apical (Kratzer y col. 2020; Lun y col. 2015). Otros transportadores como GLUT1 o
SVCT2 se encuentran localizados en la superficie basolateral (Ulloa y col. 2019).
Debido a que las células epiteliales de los plexos coroideos (CEPC) derivan del
neuroepitelio dorsal y forman una monocapa continua con el epéndimo, son
llamadas células ependimales coroidales. Sin embargo, las CEPC y el epéndimo
son distintos en variados aspectos, como es el caso de los cilios presentes en
ambos tipos celulares. Las CEPC forman de 10 a 20 cilios 9+0 inmdviles en el
estadio adulto. (Narita y col. 2010). La ciliogénesis en las CEPC comienza luego de
la organogénesis, posterior al estadio E11 en raton. (Nonami y col. 2013). Estos
cilios presentan una motilidad transiente alrededor del periodo perinatal, con una
baja frecuencia en el movimiento, y orientacién aleatoria, lo que supone una

estructura poco favorable para generar un flujo direccional de LCR. Su motilidad
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declina posterior al nacimiento y se considera inmovil en el estadio adulto (Narita y

col. 2012).

El LCR est4 compuesto de cientos de moléculas como nutrientes, moléculas
de sefalizacion, microARN y exosomas (Sawamoto y col. 2006; Chiasserini y col.
2014; Zhangy col. 2015). Junto con fuerzas mecéanicas de generacion de flujo, estas
moléculas modulan el desarrollo y homeostasis del sistema nervioso central (Luny
col. 2015). El pulso inicial del flujo de LCR esta dado por pulsaciones arteriales mas
gue por el movimiento ciliar. El LCR circulante que se origina de los plexos coroideos
fluye a traves de las paredes de los ventriculos laterales en direccion hacia el tercer
ventriculo, previo a descender hacia el cuarto ventriculo y el canal central de la
médula espinal (Figura 2). EI LCR luego es reabsorbido en el espacio
subaracnoideo hacia el sistema circulatorio y linfatico. La integridad de la barrera
coroidal se mantiene mediante la presencia de uniones estrechas, detalladas por
crioinmunomicroscopia en plexos de rata (Van Deurs y Koehler, 1979). Los plexos
coroideos presentan marcaje para distintas isoformas de cadherina (anti-Pan-
Caderina, asi como marcaje para a y B-catenina de manera similar a la pared
ependimaria de los ventriculos laterales, sin embargo, el inmunomarcaje es mayor
en las CEPC para los marcadores de uniones ocuyentes ZO-1 y Ocludina (Lippoldt
y col. 2000); a diferencia de los plexos coroideos donde es requerida la formacion
de uniones ocluyentes, el epitelio ependimario de los ventriculos laterales es
permeable debido a la ausencia de uniones estrechas funcionales (Brightman y
Reese, 1969; Rodriguez y Bouchaud, 1996; Jimenez y col. 2014). Un modelo de

raton knock-out para las cadherinas Celsr2 y Celsr3, involucradas en la polarizacién
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epitelial, afecta la formacion de los cilios de las células ependimarias. Sin embargo,
utilizando inmunomarcaje para tubulina acetilada se demostr6 que las CEPC
desarrollan un cilio normal comparable a los animales control (Tissir y col. 2010).
Estos estudios sugieren que los mecanismos de diferenciaciéon de las células
ependimarias y las CEPC podrian generarse de eventos transcripcionalmente no

relacionados.

Las células ependimarias cumplen funciones propias de un epitelio,
mecanicas y homeostaticas. Aun cuando presenta funciones criticas, las células
ependimarias multiciliadas son postmitéticas, se generan solo una vez durante el
desarrollo embrionario y postnatal (Spassky y col. 2005; Spassky y col. 2017), y su
reparacion durante el envejecimiento es minimo (Luo y col. 2008). Un mayor
entendimiento sobre las proteinas efectoras involucradas en el establecimiento del
epitelio ependimario durante el desarrollo podra entregar herramientas para generar
estrategias clinicas dirigidas al mantenimiento y la reparacion de este epitelio
multiciliado. Uno de estos factores es IlIG9, que ha sido de interés reciente en

nuestro laboratorio.

1.5. Proteina ciliar 11IG9, interaccién con PP1 y su relacion funcional con la
diferenciacién ependimaria.

El gen PPP1R32 codifica a la subunidad regulatoria 32 de la proteina
fosfatasa 1 (PP1) también llamada I1IG9, ppplr32, Cllorf66 o FLJ32771 y se
encuentra conservado en multiples especies como Homo sapiens, Rattus
norvegicus, Mus musculus, Bos taurus, Xenopus tropicalis y Danio rerio, entre otros.
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El gen de 11IG9 genera dos transcritos en humano y rata, y en esta Ultima especie
dan origen a una isoforma larga (IlIGOL) de 425 aminoacidos (GenBank:
AAH81718.1) y una isoforma corta (IIG9S) 381 aminoacidos (GenBank:

AAK56500.1).

En el afio 2002 se reportd por primera vez un estudio sobre la localizaciéon
del ARN mensajero de IlIG9 (Danielson y col. 2002). Mediante andlisis de Northern
Blot, realizados en muestras de tejidos periféricos como hipdfisis, higado, corazén,
glandula adrenal, bazo, pulmén, timo, ovario y testiculo, se demostré que solo en
los dos ultimos tejidos se detecta el ARNm de IlIG9 (Danielson y col. 2002).
Danielson y colaboradores también realizaron un analisis de hibridacion in situ en
cortes coronales de rata adulta, mostrando que la expresion del ARN mensajero de
1G9 se localiza principalmente en las células ependimarias que recubre los cuatro
ventriculos de rata adulta. En conjunto estos resultados muestran que la expresion

de 1lIG9 se asocia a epitelios multiciliados de rata adulta.

De acuerdo a la informacion disponible en la base de datos “The Human
Protein Atlas” (https://www.proteinatlas.org; Uhlen y col. 2015), [lIG9 se localiza en
el epitelio multiciliado de trdquea y oviducto humano, y en testiculo. Posee una
localizacién principalmente ciliar en estos epitelios, y no es inmunodetectado en
otros epitelios (lvliev y col. 2012; Uhlen y col. 2015). El anticuerpo comercial
(HPA039068) utilizado en el programa “Human Protein Atlas” esta dirigido a
humano, y hasta la fecha no existe un anticuerpo comercial dirigido contra 1G9 de
modelos murinos. Recientemente nuestro laboratorio en colaboracion con el Doctor

Manuel Cifuentes, académico e investigador de la Universidad de Malaga, hemos
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generado un anticuerpo de conejo para la deteccion de I[IG9 de rata. Posteriormente
hemos publicado una caracterizacion de la localizacion de [lIG9 en epitelio
multiciliado, con énfasis la pared ventricular de rata adulta y durante el desarrollo
(Cifuentes y col. 2017). IlIG9 es localizado en epitelio multiciliado de tradquea y
epéndimo, asi como también en testiculo. En el sistema nervioso central de rata
adulta, 1IG9 se localiza en el epitelio ependimario de los cuatro ventriculos
cerebrales de rata. Su localizacion subcelular se encuentra preferentemente en el
axonema ciliar ependimario, visto por microscopia de superresolucion y analisis de
inmunohistoquimica ultraestructural, sugieriendo que la localizacion de 111G9 podria
tener una relacion con el movimiento ciliar en el epitelio ependimario maduro.
Durante el desarrollo postnatal, 111G9 se localiza restringido a los cilios y la cara
apical de la pared ependimaria en proceso de maduracion en los estadios P10 y
P20. De manera interesante, observamos también que I1IG9 se localiza en la zona
ventricular y subventricular en el estadio embrionario de 17 dias. Ademas, presenta
un inmunomarcaje intenso hacia la zona apical del epitelio ventricular que contacta
con el LCR (Cifuentes y col. 2017). En el estadio E17 no se encuentran células
ependimarias multiciliadas en el epitelio ventricular, sino que su precursor, las
células de la glia radial, células que son consideradas las células troncales neurales
en el estadio embrionario (Kyrousi y col. 2017). La marcada localizacion apical en
células precursoras desafia el patron de localizacion visto en el estadio adulto,
donde lIG9 esta presente en células multiciliadas diferenciadas, lo cual genera la
interrogante acerca de si IlIG9 estaria involucrado funcionalmente durante el
proceso de especificacion y diferenciacion desde las células precursoras de la glia

radial hacia un epitelio ependimario multiciliado.
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Analisis in silico de secuencias de proteinas mostraron que 1G9 posee un
motivo estructural de anclaje a proteina fosfatasa 1 (PP1) denominado RVXF que
promueve las interacciones de PP1 con sus subunidades regulatorias (Hendrickx y
col., 2009; Fardilha y col., 2011). En la proteina 111G9, este motivo corresponde a la
secuencia KVHF presente entre los aminoacidos 129 y 133 en la isoforma larga de
rata y también se encuentra presente en la isoforma corta. La interaccion de 1G9
con este dominio ha sido confirmada mediante analisis de coinmunoprecipitacién de
proteinas, ensayos de doble hibrido y ensayos funcionales en los cuales se observo
gue no contribuye a la inhibicion de la actividad de PP1 (Hendrickx y col. 2009;

Fardilhay col., 2011).

PP1 es una fosfatasa de serina/treonina, conservada y ubicua, que cataliza
un tercio de todas las desfosforilaciones de proteinas en células eucariontes. Tres
genes diferentes codifican tres isoformas de PP1 (a, B, y), siendo las dos primeras
ubicuas, y cada una de las cuales forma parte de un complejo de cientos de otras
proteinas que actiuan como subunidades regulatorias, las cuales poseen un motivo
de anclaje corto y degenerado llamado RVXF (Hendrickx y col., 2009). Asi como
1G9, se han descrito diversos interactores de PP1 que poseen en comln motivos
de anclaje a esta fosfatasa, siendo RvXF el mas importante, al igual que otros
motivos como AnkCap que también contribuyen a la especificidad, uniéndose a
motivos de repeticiones de ankirina presentes en otras proteinas (Heroes y col.
2013). PP1 participa en funciones clave para la célula, como mitosis, meiosis,
transcripcion, apoptosis, division celular, proliferacién, oncogénesis (Virshup y

Shenolikar, 2009), y también permite el movimiento ciliar, mediante la accién de
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desfosforilacion de los brazos de dineina axonemal en el cilio de las células
multiciliadas (Wirschell y col., 2011). La localizacion, especificidad y actividad de
esta fosfatasa depende de la formacion de complejos oligoméricos con estas

proteinas interactoras de PP1 (Korrodi-Gregorio y col. 2014).

Existe especial interés en estudiar las proteinas regulatorias de PPl y la
participacion de estos complejos oligoméricos en la regulacion de diversos eventos
celulares como la proliferacién celular, la mantencion de las uniones celulares y la
transformacion neoplasica, entre otras. Estudios de la inhibicion farmacologica de
PP1 in vitro utilizando acido okadaico muestran un desensamblaje de las uniones
célula - célula en menos de una hora, siendo esta disrupcion atribuida a un
incremento de la fosforilacion de B-catenina (Serres y col. 1997). Aun cuando, esta
demostrado que PP1 participa de forma activa en la regulacion de las uniones
celulares in vitro, falta mucho por estudiar acerca de esta funcion in vivo (Bertocchi
y col. 2012; McCole, 2013; Rao y col. 2009). En Drosophila se ha reportado la
existencia de un interactor de fosfatasa conocido como Sds22 (también llamado
PPP1R7). Una mutacion en esta proteina causa una pérdida de la polarizacion
apico-basal y la adquisicion de morfologia cuboidal en el epitelio de los discos
imaginales de las alas (Grusche y col. 2009). Ademas, la falta de sds22 provoca
una pérdida de la organizacién epitelial y promueve la invasividad celular y
tumorogénesis (Jiang y col. 2009). Estos resultados apuntan a la participacion de
PP1 en la mantencion de las uniones célula-célula y la polarizacion apico-basal

mediada por una subunidad regulatoria de PP1. Sin embargo, la relacion entre las
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proteinas reguladoras, PP1y las uniones adherentes sigue pobremente descrita en

mamiferos.

En conjunto, estos resultados acerca de la localizacién de 111G9 en células
multiciliadas preferentemente axonemal y su interaccion con la fosfatasa PP1
sugiere gque dicha interaccion podria funcionar como un regulador de su actividad o
de su correcto anclaje en el axonema, participando en el movimiento ciliar (Cifuentes
y col. 2017). Adicional a esta hipotesis de la funcién de 111IG9 en epéndimo adulto,
surge la pregunta acerca del posible rol de 111IG9 durante el desarrollo embrionario y
postnatal de las paredes ventriculares previo a la formacion del epéndimo. La
localizacion apical hacia el ventriculo durante este proceso en E17 (Cifuentes y col.
2017) podria indicar que I1IG9 podria cumplir un rol no descrito en la membrana
apical, o en la formacion y mantencion de las uniones célula-célula durante el

periodo de transicion de glia radial a célula ependimaria.

1.6. De Glia Radial a Célula Ependimaria: especificacion, diferenciacion y
polarizacion durante el desarrollo.

Durante el desarrollo embrionario del sistema nervioso central, las células
progenitoras neurales embrionarias que corresponden a las células de la glia radial
ubicadas hacia la zona ventricular y subventricular, se dividen asimétricamente para
producir neuronas, astrocitos, oligodendrocitos y células ependimarias (Haubens y
col. 2004; Malatesta y col. 2000, 2003; Merkle y col. 2004; Noctor y col. 2004, 2007,

Spassky y col. 2005).

17



La glia radial esta altamente polarizada, extendiendo un proceso apical en
contacto con la zona ventricular (Figura 3), ademas de un largo proceso basal que
guia a las neuronas en migracion (periodo neurogénico) que esta en contacto con
la superficie pial o de vasos sanguineos cercanos (Kriegstein y col. 2009). El
proceso apical se une a la glia radial adyacente via uniones adherentes basadas en
cadherinas. Durante el periodo gliogénico (E16-P15) algunas células de la glia radial
pierden las uniones adherentes y su contacto apical para transformarse en
astrocitos. Otras células radiales retraen su proceso basal manteniendo sus uniones

adherentes para diferenciarse en células ependimarias (Rasin y col. 2007).

Experimentos de marcaje con BrdU en modelo murino han demostrado que
las células de la glia radial se especifican a un linaje ependimario entre los estadios
E14-E16. Durante este periodo la glia radial que adquiere un compromiso
ependimario deja de dividirse y mantiene sus caracteristicas morfologicas hasta el
nacimiento (Spassky y col. 2005). Este periodo se ve marcado por la disminucion
de los niveles de Notch, con la consecuente activacion de los cofactores GEMCL1 y
MCIDAS, los cofactores de transcripcion especificos para la diferenciacion
multiciliada rio arriba que se han descrito en este proceso (Lewis y Stracker 2021;
Kyrousi y col. 2017) (Figura 4). Uno de los pasos iniciales para la diferenciacién de
la glia radial especificada a epéndimo requiere de la formacion de multiples cuerpos
basales que daran origen a los cilios ependimarios. Este proceso es regulado por el

factor de transcripcién maestro FOXJ1, el cual comienza su expresion entre los
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Figura 3. Representacion esquemaética del desarrollo de la corteza cerebral
embrionaria. En los estadios tempranos (>E11), todos los precursores corresponden a las
células neuroepiteliales (naranjo). Las células de la glia radial aparecen alrededor del inicio
de la neurogénesis. Las neuronas se muestran en rojo. En este estadio, las uniones
estrechas (azul oscuro) dan paso a uniones adherentes (azul claro). La glia radial genera
neuronas que migran hacia la corteza en direccién de los procesos basales de la glia radial.
En el estadio E14, un subgrupo de glias radiales adquiere un compromiso ependimario, sin
perder caracteristicas morfol6gicas de glia radial. En el estadio gliogénico, la glia radial

comienza a generar astrocitos (Mori, Buffo y Gotz, 2005).
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Figura 4. Representacidén esquematica del proceso de especificacion de las células
ependimarias. Durante la embriogénesis, disminuyen los niveles de Notch en las células
de la glia radial a medida que salen del ciclo celular. Esto permite la activacion del cofactor
de transcripcion GEMC1, el cual activa la expresion del cofactor MCIDAS. La expresion de
MCIDAS funciona como un complejo de transcripcion que permite su autoexpresion, la
amplificacién de centriolos y la expresion de FOXJ1. FOXJ1 es un factor de transcripcion
maestro en la activacion de la ciliogénesis movil, permitiendo el anclaje apical de los
centriolos y la expresién de multiples proteinas efectoras. (Modificado de Boon y col. 2014;

Kyrousi y col. 2017).

20



estadios E15,5 y E18,5 en las paredes ventriculares (Jacquet y col. 2011). Al final
de la embriogénesis, FoxJ1 es expresado en una subpoblacion de glia radial
(BLBP+) que también expresa el marcador ependimario S1003 (Jacquet y col. 2009)
y que durante el desarrollo postnatal dara lugar a las células ependimarias. La
diferenciacion ependimaria es iniciada luego del nacimiento, y esta asociada a una
activacion metabdlica mediada por la sobreexpresion del transportador de glucosa
GLUT1 (Nualart y col. 1999; Silva-Alvarez y col. 2005). Durante su diferenciacion,
la glia radial retrae su proceso basal y se polariza hacia la zona ventricular, adquiere
una morfologia cuboidal y se generan multiples centriolos. Estos centriolos migran
hacia la cara apical, se convierten en cuerpos basales y permiten la generacion de
los multiples cilios moviles. Un estudio detallado de la superficie ventricular
determindé que las células B1 (VCAM1+) y las E1 (FOXJ1+) son totalmente
distinguibles hacia el estadio P5 en modelo murino (Redmond y col. 2019). También
se demostré que una misma célula de la glia radial puede generar células B1 y/o
E1 dependiendo del tipo de division, si es simétrica o asimétrica (Ortiz -Alvarez y

col. 2019).

Diversos interactores participan durante el proceso de especificacion hasta
la maduracion del epitelio multiciliado. Se ha reportado que la especializacion de las
uniones adherentes en el epitelio ependimario esta regulado por la proteina
Ankirina-3 durante la diferenciacion. Esta proteina adaptadora esta altamente
expresada en los progenitores especificados a célula ependimaria (E1) pero no en
las células troncales neurales (destinadas a B1), participando en el mantenimiento

de la citoarquitectura del nicho neurogénico desde el estadio embrionario (Paez-
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Gonzalez y col. 2011). Otra proteina propuesta en la regulacion de la maduracion
de la glia radial a epéndimo corresponde a Six3 que se encuentra presente en los
estadios postnatales. Una delecion de este gen resulta en la generacion de células
“tipo” ependimarias, que presenta rasgos de diferenciacion como la expresion de
S100By la generacion de multiples cuerpos basales, pero mantiene la expresion de

marcadores de glia radial como GLAST y BLBP (Lavado y Olivier. 2011).

Estos reportes muestran la compleja relaciéon temporal de las distintas
proteinas que regulan la diferenciacion y maduracién ependimaria. Aun cuando se
comienzan a dilucidar los distintos factores de transcripcion involucrados en la
especificacion, diferenciacion y polarizacion ependimaria, como por ejemplo Foxjl,
GEMC1 y MCIDAS (Lewis y Stracker 2021; Kyrousi y col. 2017), todavia queda por
determinar la funcion que cumplen muchas de las proteinas efectoras reguladas por
estos factores de transcripcion. En la busqueda de nuevos efectores asociados,
postulamos que IlIG9 podria ser un factor relevante durante el proceso de
especificacion, diferenciacion y polarizacion ependimario, con una funcion

pleiotropica adicional a su funcion en el cilio movil del epéndimo adulto.

1.7. Fisiopatologia asociada al epitelio ependimario.

Mutaciones genéticas de proteinas requeridas para el desarrollo de las
células multiciliadas, o necesarias para el movimiento ciliar resultan en ciliopatias
gue generalmente son sistémicas. La disquinesia ciliar primaria es causada en la
mayoria de los casos por mutaciones en los brazos internos y externos de dineina
axonemal y como consecuencia generan un cilio inmdvil o con movimiento ciliar
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desorganizado (Knowles y col. 2013). Los pacientes presentan menor fertilidad,
presentan mayor riesgo de embarazos ectdpicos, asi como mayor tasa de
infecciones respiratorias y mayor riesgo de sintomas asociados a la dilatacion de
los ventriculos cerebrales, asi como también problemas al corazon y situs inversus

en el 50% de los pacientes (Knowles y col 2013; Braun y Hildebrandt. 2017).

En el cerebro, las disfunciones ciliares causan una acumulacién progresiva
de LCR en los ventriculos cerebrales que incrementa la presion intracraneal y
eventualmente se genera dilatacion ventricular (Jimenez y col. 2014; Di Curzio y col.
2018). La hidrocefalia, terminologia médica para designar esta dilatacion, causa
defectos cerebrales que afectan la locomocion y generan anomalias
neuropsicolégicas profundas. En el corto y largo plazo, también afecta la
neurogénesis alterando la citoarquitectura y funcion de la zona subventricular

(Campos Ordofiez y col. 2014; Sawamoto y col. 2006).

Mutaciones reportadas recientemente en los genes MCIDAS y CCNO, genes
gue regulan el inicio de la amplificacion de centriolos, han sido descubiertos en un
grupo de pacientes con disquinesia ciliar primaria (Boon y col. 2014; Wallmeier y
col. 2014). Estas mutaciones resultan en una disminucion abrupta o una falta de
cilios moviles, condicion médica nombrada como aplasia ciliar o “RGMC” (del inglés
reduced generation of multiple motile cilia). Los pacientes que la padecen presentan
los mismos sintomas que los pacientes con disquinesia ciliar primaria (Boon y col.
2014). Se ha despertado interés clinico en la complejidad del epitelio multiciliado
como resultado de los avances en la reproduccion médica asistida, la investigacion

acerca del metabolismo de drogas a nivel pulmonar, y el potencial terapéutico de la
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entrega de drogas en el sistema nervioso central a través del liquido

cefalorraquideo.

1.8. Ependimoma humano y su relacion con IlIG9.

En el contexto fisiopatol6gico humano, la glia radial humana puede generar
un tipo de tumores conocidos como ependimomas. Los ependimomas presentan
caracteristicas ultraestructurales, inmunohistoquimicas, moleculares y genéticas
similares a la glia radial (Taylor y col. 2005). Los tumores ependimarios o
ependimomas constituyen el tercer tipo de tumor cerebral mas comdn en nifos,
después de los astrocitomas y de los tumores de tipo embrionarios (Guan y col.
2011). La organizacion mundial de la salud (OMS) ha desarrollado una clasificacion
en subgrupos de tumores ependimarios de acuerdo al grado de malignidad, siendo
el grado | (subependimomas y ependimoma mixopapilar) los menos agresivos,
grado Il (ependimoma) medianamente agresivos y grado Il (ependimoma
anaplasico) cuyo comportamiento clinico es de mayor malignidad y de dificil
tratamiento (Godfrain y col. 2009). Se ha reportado que ependimomas de diferentes
zonas ventriculares poseen patrones de expresion génica similares a la expresion
en la glia radial en dichas zonas del cerebro; adicionalmente, las células
cancerigenas aisladas de estos ependimomas presentan un fenotipo de glia radial.
Los ependimomas intracraneales malignos (grado Ill) también Illamados
ependimomas anaplasicos supratentoriales, crecen como tumores en los
ventriculos laterales o en la zona subventricular. Estos presentan una alta tasa de

proliferacion y se acompafian de un aumento en la microvasculatura y la necrosis.
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La tumorogenicidad de este tumor esta dado por la alta presencia de células madres
cancerosas que expresan marcadores como nestina, CD15, CD44, CD271, CXCR4,
CD133, vimentina, VEGF and GFAP (Taylor y col. 2005; Milde y col. 2012). En el
cerebro humano adulto persisten algunas células con caracteristicas de glia radial
en la zona subventricular-ventricular; por lo tanto, la transformacion tumorogénica
es posible (Merkle y col. 2004; Barry y col. 2005). Estos antecedentes han postulado
gue distintos grupos de ependimomas son generados a partir de diferentes
subpoblaciones de células progenitoras en el tejido ventricular donde se originan

(Taylor y col. 2005).

Estudios genéticos muestran que dentro de los ependimomas anaplasicos
supratentoriales (grado Il o ependimomas altamente agresivos y malignos), existe
un subgrupo de ependimoma supratentorial, altamente metastasico conocido como
“‘Rela-Fusién”, el cual presenta deleciones y rearreglos aberrantes denominado
cromotripsis, en el brazo largo del cromosoma 11, entre los segmentos 11q12.1 a
11913.3 (Parker y col. 2014). En humano, Il1G9 esta presente en el locus 11g12.2
(Taylor y col. 2006), por lo que se ubica dentro de dicha area de rearreglos
patolégicos. Esto genera la interrogante, si el locus de 111G9 estaria afectado por los
eventos de cromotripsis; se desconoce si la linea celular expresa o localiza 111G9 en
este tipo de ependimomas. Es posible que una desregulacién de I11IG9 en las células
troncales neurales de pacientes infantes y adultos, podria estar asociada a este tipo

de ependimoma “Rela-Fusidn”, y participar en su aparicion o la malignidad.

Para el correcto estudio de los tumores ependimarios es importante el

enfoque hacia los elementos moleculares que sean relevantes para la mantencién
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o diferenciacidén de sus células progenitoras, mas que en las formas histologicas o
clinicas de la patologia. A diferencia de otras patologias donde se cuenta con una
amplia gama de lineas celulares y modelos animales que emulan el desarrollo de
estas patologias, el estudio de ependimomas se ha visto retrasado debido a la falta
de modelos apropiados, in vitro e in vivo. Se ha caracterizado la linea celular DKFZ-
EP1INS, proveniente de un ependimoma anaplasico supratentorial de grado lll, la
cual es altamente tumorigénica, crece en suspension y recapitula la formacién de
tumores primarios in vivo, en modelos de xeno-transplantes (Milde y col. 2011,
Ramsawhook y col. 2017). Ademas, esta linea celular puede diferenciarse a
neuronas in vitro ante el tratamiento con Vorinostat (inhibidor del complejo de
deacetilasas de histonas), disminuyendo su potencial metastasico (Milde y col.
2011), convirtiendola en una de las primeras lineas celulares para el estudio de esta

patologia.

La posible ausencia de 1lIG9 puede ser un factor clave para cooperar en el
fenotipo de crecimiento en suspension, y de su alta tumorogenicidad celular;
ademas, la linea celular EP1INS presente en nuestro laboratorio, constituye un
modelo novedoso para el estudio de las propiedades tumorales ante la ganancia de

funcién de I1IG9 in vitro.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el sistema nervioso central de los mamiferos es posible encontrar células
multiciliadas hacia las cavidades ventriculares. Estas son nombradas células
ependimarias, recubren los ventriculos cerebrales y cumplen funciones regulatorias
y mecanicas, ayudando al flujo de LCR mediante el movimiento de sus mdltiples
cilios ubicados en su cara apical. Estas células nacen a partir de la glia radial, y son
consideradas post-mitéticas, es decir, no proliferan bajo condiciones fisiologicas. La
transformacion desde glia radial a célula ependimaria comprende un proceso de
especificacion hacia el estadio E13-15, un proceso de diferenciacion (expresion de
marcadores de célula ependimaria) y un proceso de maduracion con la consecuente
polarizacion y aparicion de cilios que culmina tras las primeras dos semanas de vida

post-natal.

La compleja estructura ciliar esta compuesta de multiples proteinas. La
secuenciacion masiva ha permitido identificar cientos de estas proteinas asociadas
a este organelo. Un gran numero de estas proteinas ciliares ya han sido estudiadas
y caracterizadas, sin embargo, quedan por estudiar en detalle muchas mas para
avanzar en el entendimiento de la estructura y funcién del cilio, y para comprender
de mejor manera una serie de patologias, asociadas a disfuncion ciliar,
denominadas ciliopatias. En el contexto fisiopatoldgico humano, la glia radial
humana puede generar un tipo de tumores conocidos como ependimomas. Los
ependimomas presentan caracteristicas ultraestructurales, inmunohistoquimicas,

moleculares y genéticas similares al de la glia radial.
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Nuestro laboratorio ha descrito recientemente la localizacion de una nueva
proteina llamada IlIG9, la cual se localiza en los epitelios multiciliados de rata adulta.
En SNC, llIG9 se localiza principalmente hacia los cilios de las células ependimarias
que recubren las cavidades ventriculares. La glia radial de rata, considerada la
célula troncal neural embrionaria, carece de mdaltiples cilios, y expresa y localiza
1G9 durante el estadio E17 hacia el borde apical. Esto nos permite hipotetizar
acerca de la alguna funcion adicional en los progenitores comprometidos a célula
ependimaria. Ademas, aun queda por dilucidar si la glia radial humana también
expresa y localiza 111IG9 en estadios previos durante el cual la glia radial adquiere
un compromiso hacia célula ependimaria (E14), asi como los efectos de su ausencia

en el epitelio ependimario en proceso de diferenciacion y adulto.

En esta tesis evaluamos la expresion y funcién de [1IG9 durante el periodo
de especificacion, diferenciacion y polarizacion de las células ependimarias de rata,
los efectos de la inhibicion neonatal de 1IG9 en el inicio de la diferenciacion
ependimaria, y el efecto de la inhibicion de 1G9 en la mantencidn de la polarizacion
del epitelio ependimario adulto. También evaluamos la expresion y localizacion de
1G9 en un modelo in vitro de ependimoma EP1NS, que deriva de la glia radial
humana, y los efectos de la expresion de IlIG9 de rata en esta linea celular de

ependimoma.
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HIPOTESIS
“La expresion de 11IG9 es necesaria para la integridad del tejido epitelial

ependimario durante el desarrollo y la vida adulta”

OBJETIVO GENERAL
“Analizar la expresion espacio-temporal y la ganancia y pérdida de funcion
de la proteina I1IG9 durante la diferenciacion y polarizacion ependimaria normal y

en la transformacion neoplasica”.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Definir la localizacion de 11IG9 en epitelio ventricular de rata adulta, y evaluar el
efecto de la pérdida de funcion de IlIG9 en la polarizacion de la pared ependimaria

adulta.

2. Caracterizar el patron de expresion de 111IG9 durante el periodo de especificacion,
diferenciacion y polarizacion de las células ependimarias a partir de la glia radial, y

analizar el fenotipo resultante de la pérdida de funcion de 111G9 in vitro e in vivo.

3. Analizar el efecto de la ganancia de funcién de 1lIG9 en la linea celular de

ependimoma DKFZ-EP1NS.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Animales de experimentacion.

3.1.1. Mantenimiento de los animales. Se utilizaron ratas Sprague - Dawley
embrionarias de 11, 13, 15y 17 dias de gestacion, postnatales de 1, 3, 5, 7, 10, 15
dias y adultas de ambos sexos. Los animales se mantuvieron en condiciones
controladas de temperatura (20-25°C), fotoperiodo 16/8 Hrs de luz/oscuridad,
recibieron acceso libre al agua y fuero alimentadas diariamente. Todos los animales
de experimentacion se manejaron segun las normas de bioética del National
Institutes of Health, Bethesda, MD y por el manual de Bioseguridad (2008) de la

ANID.

3.1.2. Inyeccién uUnica y continua en animales postnatales y adultos. Tras
desinfeccion del area de operacion, los animales utilizados fueron anestesiados (en
frio para animales postnatales o por inhalacion con isofluorano en animales adultos).
Tras la pérdida de los reflejos oculares y de retraccion de extremidades traseras, se
realizé una inyeccion dirigida al ventriculo lateral derecho. En el caso de inyeccion
Unica realizada en animales PN1, se utilizé jeringa Hamilton de 10 pL para inocular
3 uL de medio con particulas adenovirales al ventriculo lateral. Se utilizé un punto
de inyeccion localizado a una distancia media entre el ojo derecho y la lambda del
craneo del animal, y luego 1 mm hacia distal. Se realiz6 una inyeccion de ~ 1,5 mm
de profundidad, y se inocularon las particulas virales. En el caso de inyeccion

continua, realizada en animales adultos, se utiliz6 una bomba osmdtica ALZET®
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modelo 2M2L, cargada previamente con particulas adenovirales (velocidad de
inyeccion nominal 5 pL/hr) durante 14 dias. Luego de esterilizar el lugar de la
operacion, utilizando tijeras se realiz6 un espacio subcutaneo en la espalda para
alojar la bomba osmotica. Se sutur6 la incision con corchetes de acero quirdrgico.
Las ratas transducidas fueron mantenidas por 14 dias para bomba ALZET® con
libre acceso a comida y agua, tras lo cual fueron sacrificadas para andlisis

inmunohistoquimico en cortes gruesos de 40 pum.

3.2. Cultivos celulares.

Los cultivos celulares fueron realizados en una incubadora a 37°C, 5% de COz y
95% de humedad. Los procedimientos de obtencion y expansion celular fueron
realizados en un gabinete de seguridad biolégica nivel Il y las células fueron

almacenadas por congelamiento con DMSO 5% v/v en nitrégeno liquido.

3.2.1. Cultivo de células HEK293T. Estas células son subclones de la linea celular
HEK293, provenientes de rifion humano embrionario y fueron utilizadas para la
transfeccion de plasmidos. Las células de pasajes tempranos fueron cultivadas en
placas de cultivo de 10 cm de diametro (Falcon) con 10 mL de medio DMEM alta
glucosa suplementado con 10% v/v de SBF (Gibco), penicilina 100 U/mL,
estreptomicina 100 pg/mL, glutamina 2 mM y fungizona 2,5 ug/mL (Gibco), con
cambio de medio de cultivo cada dos dias. Cuando las células en cultivo alcanzaron

un 80-90% de confluencia, fueron expandidas en una proporcién de 1:6.
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3.2.2. Cultivo de células HEK293AAYV. Estas células son subclones de la linea
celular HEK293, provenientes de rifibn humano embrionario, seleccionada
especificamente para generar alto titulo de virus adeno-asociado en sistemas
plasmidiales “helper-free” (AAV-100, Cell Biolabs Inc.). Las células de pasajes
tempranos fueron cultivadas en placas de cultivo de 10 cm de diametro (Falcon) con
10 mL de medio DMEM alta glucosa suplementado con 10% v/v de SBF (Gibco),
penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 pg/mL, glutamina 2 mM y fungizona 2,5
pug/mL (Gibco), con cambio de medio de cultivo cada dos dias. Cuando las células
en cultivo alcanzaron un 80-90% de confluencia, fueron expandidas en una

proporcion de 1:6.

3.2.3. Cultivo de células DKFZ-EP1INS. Las células DKFZ-EP1NS fueron aisladas
de un paciente con ependimoma anaplasico supratentorial de grado il
(categorizado segun la organizacion mundial de la salud, OMS) (Milde y col. 2009).
Las células fueron mantenidas en criopreservante que contiene 60 mM de mio-
inositol, 0,025 mM de alcohol polivinilico, 65% de suero sintético “Knockout serum
Replacement” (10828-028, Gibco) y 10% DMSO, y almacenadas a -80°C o en
nitrégeno liquido. Las células fueron puestas en cultivo por hasta 12 dias y vy
cultivadas en medio Neurobasal (Gibco) suplementado con B27 (Gibco), glutamina
2mM, Heparina lug/mL, EGF 20ng/mL, bFGF 20 ng/mL, penicilina 100 U/mL,
estreptomicina 100 mg/mL y fungizona 2,5 mg/mL. Se realiz6 pasaje cada 6 dias,
en el cual el sobrenadante fue disgregado mecanicamente, y fueron expandidas 1:2
a 1:3 en frascos T25. Para el andlisis de célula viva en tiempo real se sembraron

20.000 células por pocillo en placas de 96 pocillos.
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3.2.4. Cultivo primario de neurosferas. Los cultivos fueron obtenidos de ratas
Sprague-Dawley de 17 dias de gestacion y mantenidos en condiciones de cultivo a
37°C y 5% CO: en incubadora. Luego de aislar el cerebro, se obtuvieron las areas
de la corteza cerebral de ambos hemisferios mediante microdiseccion.
Posteriormente, el tejido se sometié a disgregacion mecéanica en medio de
proliferacién para neuroesferas (Stem Cells Technologies Inc), que consta de
NeuroCult® NS-A Proliferation Kit, suplementado con Heparina 2 ug/mL, EGF 20
ng/mL y FGF 10 ng/mL. Se descart6 el tejido no disociado y el sobrenadante se
transfirid a un tubo de 15 ml el cual fue centrifugado a 800 rpm por 5 min. El pellet
fue resuspendido y se realiz6 el recuento y la estimacion de la viabilidad celular
mediante el método de exclusion con azul de tripan 0,2% p/v. Se sembraron en
frascos T25 con 5 mL de medio de proliferacién a una densidad de 100.000 cel/cm?.
Posteriormente a las 24 horas, se tomaron los 5 mL y se transfirio a un nuevo frasco
T25, para eliminar debris precipitado en frasco y se agreg6 adenovirus AdsiBgalGFP
0 AdsilllG9-GFP a cada frasco. Se recolecto el medio de los frascos T25 con las NE
en suspension y se sembraron en placas 24 pocillos con cubreobjetos previamente
tratados con poli-L-lisina, 48 hrs posterior al cambio de frasco. Se mantuvieron las
células en cada pocillo por 30 minutos para adherir las neurosferas suspendidas,
tras lo cual fueron fijadas con PFA 4%, y mantenidas en PBS a 4°C hasta su

utilizacion.

3.2.5. Medicion de confluencia mediante tecnologia IncuCyte®. Para realizar
andlisis de confluencia de la linea celular EP1NS, se sembraron 20.000 células en

placas de 96 pocillos de fondo ultra transparente. 24 horas después, se realiz6
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transfeccion con pldsmido que presenta reportero GFP, y las células fueron
mantenidas en el sistema IncuCyte® S3 (Essen-Bioscience) por hasta 10 dias. Las
imagenes fueron adquiridas en el equipo el cual fue configurado para tomar 4 fotos
por cada pocillo con un aumento de 10X cada dos horas, por un periodo de tiempo
de hasta 10 dias. Posterior a esto, las imagenes fueron procesadas utilizando el
software IncuCyte S3 y el mddulo basico que permite analizar la confluencia de la
placa, y el area de objetos verdes que presentan la fluorescencia producto de la

transfeccion.

3.3. Procesamiento histoldgico y citoldgico

3.3.1. Fijacion muestras de tejido. Las muestras de tejido de rata postnatal 7 y
adulta para inyeccion intracerebroventricular, fueron fijadas por perfusion
transcardial en paraformaldehido 4% p/v (PFA). Para ello, los animales fueron
anestesiados con mezcla anestésica que contenia Xilacina (4 volimenes), ketamina
(4 volumenes) y PaciforM? (2 volimenes), luego se inyectd solucién salina para
eliminar la sangre del animal, y posteriormente se inyectd PFA 4% p/v. Luego fueron
decapitados y los cerebros fueron extraidos. Las muestras fijadas por inmersion
fueron mantenidas en PFA 4% p/v por 15 min, tras lo cual se realizé una serie de
cortes coronales para facilitar la fijacion. Las muestras se mantuvieron en fijador por

24 horas a 4°C y luego mantenidas en PBS 1X hasta su utilizacion.

3.3.2. Fijacidn cultivos celulares. Las células fueron cultivadas en placas de 12y
24 pocillos sobre cubreobjetos de vidrio, fueron lavadas 3 veces con tampon Tris-
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Fosfato 10 mM (Tris 10 mM, NaCl 120 mM, Na2HPO4 8,4 mM, KH2PO4 3,5 mM,
pH 7,8), y luego fijadas con PFA al 4% por 15 a 30 minutos a temperatura ambiente.

Las células se lavaron tres veces con tampoén Tris-fosfato para su utilizacion.

3.3.3. Obtencién de cortes de pared ependimaria (en-face wholemount). La
cara facial del ventriculo lateral completo fue obtenida mediante la técnica de
diseccién “wholemount” (Mirzadeh y col. 2010). Se obtuvo corteza de ratas Sprague-
Dawley de estadio E17 y pared estriatal de estadios P1, P3, P5, P7, P10, P15,y
Adulto. Los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical. Se removio el
craneo en direccion posterior a anterior. El cerebro fue puesto en PBS 1X frio para
realizar microdiseccion utilizando lupa estereoscopica. Se disectaron los bulbos
olfatorios, posteriormente se dividid el cerebro en la fisura interhemisférica. Se
realizé un corte coronal en la porcion posterior del cerebro, que permite identificar
el hipocampo caudal. Se inserto bisturi en el espacio ventricular entre la corteza y
el hipocampo. Luego que este corte esta correctamente realizado, se separo la
corteza del hipocampo con pinzas desde el area medial dorsal recién cortada, hacia
el area distal ventral, siguiendo la apertura del ventriculo lateral. Se realizo otro corte
gue permitié liberar el hipocampo de la corteza. Con estos pasos bien ejecutados,
el hipocampo fue facilmente empujado con pinzas en direccién anterior, hasta que
se liber6 el area medial del ventriculo lateral estriatal. El cerebro con el ventriculo
abierto fue fijado en PFA 4% por 4 horas en estadios E17-P3 y durante la noche
(~16 hrs) en estadios P5-Adulto. El cerebro fue lavado en PBS 1X tras la fijacion

para continuar con la diseccion. Se removié con bisturi la corteza del cerebro fijado,
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se removié la zona anterior del hipocampo, y se realizé un corte paralelo al
ventriculo estriatal, del menor grosor posible dependiendo del tamafio del cerebro a
analizar (80-200 um). Este trozo de tejido fue inmunomarcado en tubo eppendorf
para evitar dafio mecénico en el lavado e incubacién de anticuerpos. Luego fue
montado utilizando medio de montaje fluorescente (Dako), con la precaucién de
dejar deslizar el cubreobjetos sobre el tejido con suavidad, para evitar presionar el
tejido y expandirlo, lo cual genera errores en la interpretacion de los resultados. Se
rellena con medio de montaje utilizando micropipeta, hasta que todo el tejido

estuviese cubierto. Se mantuvo a 4°C hasta su analisis.

3.3.4. Inclusion y corte. Los cerebros embrionarios fueron fijados en PFA 4%, e
incluidos en bloques de parafina. Primero, las muestras fueron sometidas a una
bateria de etanol de concentracion creciente (etanol 70% v/v, 95% v/v y cuatro
bafios de etanol 100% v/v) por diferentes periodos de tiempos para su
deshidratacion, luego fueron pasados por 3 bafios de Histo-Clear®. En la ultima
etapa de la inclusion, los tejidos se pasaron por 4 bafios de parafina mantenida a
60°C en una estufa termorregulada, para finalizar con la confeccion de los bloques
de parafina. Finalmente, las muestras fueron incluidas en parafina, introduciéndolas
en cuatro bafos de parafina mantenidas en una estufa termorregulada a 60°C. Una
vez confeccionados los bloques, estos fueron enfriados rapidamente en agua
corriente. Los bloques de parafina fueron cortados con un micrétomo rotatorio (Leica
Reichert-Jung 2040 Autocut Microtome) en cortes seriados de 7 um de grosor. Estas

laminas fueron montadas en portaobjetos tratados con poli-L-lisina.
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3.3.5. Inmunohistoquimica con peroxidasa. Los cortes de 7 um de grosor en
portaobjetos fueron desparafinados por inmersion en tres bafios sucesivos de Histo-
Clear® y en una bateria de etanol en concentraciones decrecientes por 5 min cada
uno. Los portaobjetos fueron lavados con agua y se calienta hasta hervir en tampon
citrato (pH 6) manteniéndose a esta temperatura durante 10 minutos. Luego se dejo
enfriar durante 2 horas. Las muestras se lavaron en tampoén Tris fosfato 10 mM (Tris
10 mM, NaCl 120 mM, Na2HPO4 8,4 mM, KH2PO4 3,5 mM, pH 7,8) durante 5
minutos y, posteriormente, fueron incubadas por 15 min en metanol con peréxido
de hidrogeno 3% v/v para inhibir la actividad peroxidasa endogena. Los cortes
fueron nuevamente lavados en tampon Tris-fosfato 10 mM (pH 7,8) y posteriormente
incubados con el primer anticuerpo (Tabla 1) preparado en tampon Tris-fosfato y
albamina sérica de bovino 1% p/v (Tris-BSA). La incubacion fue realizada en una
camara humeda a temperatura ambiente durante 12 a 16 h. Luego de lavar el primer
anticuerpo, las muestras fueron incubadas con los segundos anticuerpos
conjugados a peroxidasa (Tabla 1), diluidos en Tris-BSA por 2 h. Transcurrido el
tiempo de incubacion con el segundo anticuerpo, las muestras fueron lavadas en
tampon Tris-fosfato y luego la actividad peroxidasa fue revelada utilizando una
solucion de diaminobenzidina 0,7 ug/mL y peroxido de hidrégeno 3% v/v en tampon
Tris-fosfato durante 15 min en oscuridad. La reaccion fue detenida con lavados en
agua destilada. Los cortes tratados fueron deshidratados en una bateria de
alcoholes de concentracion creciente, cuatro bafios sucesivos de Histo-Clear® y
luego cubiertos con cubreobjetos utilizando medio de montaje Entellan®. Las
muestras se mantuvieron en estufa a 60°C durante 24 hrs y luego mantenidas a

temperatura ambiente para su visualizacion.
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3.3.6. Inmunofluorescencia. Se utilizaron cortes de tejido incluidos en parafina,
cultivos de células fijadas en cubreobjetos de vidrio, cortes de tejido cortados en
vibratomo vy tejidos fijados de “wholemount”. Las muestras fueron lavadas en
tampon Tris-fosfato 10 mM (pH 7,8). El procedimiento para células cultivadas y
fijadas incluye lavado con solucion permeabilizante Triton X-100 0,2% v/v en Tris-
fosfato 10 mM (pH 7,8). Luego, el primer anticuerpo preparado en Tris-BSA se
incubé por 16 h en las diluciones correspondientes (Tabla 1). Posterior a la
incubacion con el primer anticuerpo y sus respectivos lavados en tampén Tris-
fosfato 10 mM (pH 7,8) la muestra fue incubada durante 2 hrs con el segundo
anticuerpo acoplado a un fluoréforo determinado (Tabla 1), el cual fue diluido en
Tris-BSA. Adicionalmente se agreg6 marcador nuclear Hoechst (1:1000). Se incubo
en camara humeda a temperatura ambiente y en oscuridad. Luego, las muestras
fueron lavadas en tampon Tris-fosfato 10 mM (pH 7,8). Finalmente, las muestras
fueron montadas con medio de montaje para fluorescencia (Dako) y se mantuvieron
a 4°C en oscuridad hasta su visualizacion. El andlisis de inmunomarcaje multiple se
realiz6 utilizando dos o tres anticuerpos primarios respectivamente (Tabla 1),
generados en especies animales distintos de modo que no exista reaccion cruzada.
Los segundos anticuerpos utilizados (Tabla 1) tienen unidos distintos fluoréforos,
para observar la inmureactividad mediante filtros diferentes. Los anticuerpos se
aplicaron en conjunto en la misma solucion (Tris-BSA) e incubados y lavados segun

el protocolo descrito anteriormente.
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Tabla 1: Anticuerpos utilizados.

Anticuerpo Especie Dilucion Origen
Anti-ING9 Conejo 1:1000 Donado
Anti-Vimentina Pollo 1:400 Merck
Anti-Vimentina Raton 1:50 Dako
Anti-lG9 (humano) Conejo 1:200 Human Protein Atlas
Anti-B-catenina Raton 1:200 Santa Cruz
Anti-Pan-Cadherina Raton 1:500 Sigma-Aldrich
Anti-Glut-1 Conejo 1:100 EDM Millipore
Anti-ZO-1 Cabra 1:50 Santa Cruz
Anti-GFAP Conejo 1:400 DAKO
Anti-IBA-1 Cabra 1:20 Abcam
Anti-Nestina Raton 1:50 BD Biosciences
Anti-lgG de conejo — | Burro 1:200 Jackson
HRP Immunoresearch
Anti-IgG de ratén — HRP | Burro 1:200 Jackson
Immunoresearch
Anti-IgG de pollo — Cy5 | Burro 1:200 Jackson
Immunoresearch
Anti-lgG  de  conejo | Burro 1:200 Jackson
(Alexa 488) Immunoresearch
Anti-IgG de conejo Cy3 | Burro 1:200 Jackson
Immunoresearch
Anti-IgG de ratén Cy3 Burro 1:200 Jackson
Immunoresearch

3.3.7. Microscopia. Las imagenes de los estudios asociados a microscopia optica
(dimensiones de 3840 x 3072, profundidad de color de 24 bits) fueron obtenidas en
un microscopio optico Zeiss, modelo Axioplan 2. Las imagenes fueron obtenidas

mediante el software Nikon ACT-1. Los estudios de microscopia confocal espectral
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fueron desarrollados en el Centro de Microscopia Avanzada (CMA Bio-Bio) de la
Universidad de Concepcién. Para lo cual, las imagenes de mdltiples marcajes
fluorescentes (1024 x 1024 pixeles, profundidad de color de 16 bits) fueron
obtenidas en un microscopio confocal espectral Zeiss, modelo LSM 780 NLO,
equipado con laser Diodo DPSS (405 nm), laser de argon (458 — 488 — 514 nm),
laser Diodo DPSS (561 nm) y laser de helio-neén (633 nm). Los datos de
microscopia de fluorescencia fueron almacenados y procesados con el software
Zen 2012 (Zeiss). Las imagenes y reconstrucciones de maxima intensidad y

tridimensional fueron obtenidas a partir del software Zen 2012 (Zeiss).

3.4. RT-PCR convencional.

3.4.1. Extraccion de ARN total. Se extrajo ARN total desde las muestras obtenidas
por diseccion desde muestras de, cerebro embrionario, postnatal y adulto de rata y
células en cultivo. Las muestras fueron disgregadas mecanicamente y el ARN fue
extraido homogenizando las muestras en 500 uL de Trizol® e incubandolas por 5
min a temperatura ambiente. Luego las muestras fueron tratadas con 100 pL de
cloroformo, agitadas por 15 segundos e incubadas a temperatura ambiente por 3
min. Luego las muestras fueron centrifugadas a 12.000 g por 15 min a 4°C, para
separar las fases y una vez recuperada la fase acuosa, se agregaron 250 yL de
isopropanol a cada muestra, las que fueron incubadas por 10 min a temperatura
ambiente y luego centrifugadas a 12.000 g por 10 min a 4°C. El sobrenadante fue
eliminado y el pellet fue lavado con 500 uL de etanol 70% v/v y centrifugado a 7.500

g por 5 min a 4°C. El sobrenadante fue eliminado y el pellet fue resuspendido en 30
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a 50 yL de agua libre de ARNasa. El ARN total fue cuantificado midiendo su

absorbancia a 260 nm y su pureza se midi6 por la relacién 260/280 nm.

3.4.2. Transcripcion reversa de ARN total (RT). La sintesis de ADN copia (CADN)
fue realizada utilizando el RevertAid® H Minus First Strand cADN Synthesis Kit
(Fermentas). Para un volumen final de 20 pl, se incubaron 2 ug del ARN total de las
muestras con 0,5 pg de OligodT, denaturado a 70°C por 5 min y llevado a hielo por
2 min. Posteriormente, se agrego el tampén de transcripcion (Tris-HCI 50 mM, pH
8,3, KCI 50 mM, MgCl>4 mM, DTT 10 mM), la mezcla de dNTPs (1 mM de cada
uno) y 20 U del inhibidor de ARNasa y se incubo por 5 min a 37°C. Finalmente, se
agregaron 200 U de la enzima transcriptasa reversa RevertAid® H Minus M-MuLV
y se incubo por 1 h a 42°C. Al finalizar la reaccion la muestra fue calentada a 70°C
por 10 min. Los controles negativos para la transcripcion reversa fueron tratados

con el mismo protocolo de transcripcion, pero sin la enzima transcriptasa reversa.

3.4.3. Amplificacién de cADN por PCR. La reaccion de amplificacion del cADN
obtenido se realiz6 en un termociclador ProFlex™ PCR System (Applied
Biosystems) en presencia de los distintos partidores especificos (Tabla 1). La
mezcla de reaccion contenia Tris-HCI 10 mM (pH 8,8), KCI 50 mM, Nonidet P40
0,8% v/v, MgCl> 1,5 mM, mezcla de dNTPs (0,2 mM de cada uno), partidores
especificos (0,2 uM de cada uno), Taq ADN polimerasa 0,31 U (Fermentas) y 1 uL

del producto de transcripcidn reversa, en un volumen final de 12,5 uL. La mezcla

41



fue incubada inicialmente a 95°C por 5 min, luego se realizaron 35 ciclos de 95°C
por 30 segundos, 55-60°C (dependiendo de los partidores usados) por 30 segundos
y 72°C por 30 a 40 segundos, por ultimo, se realizé una extension final de 72°C por
7 min. Los cADNs utilizados fueron testeados con partidores especificos para -
actina. Los partidores utilizados para amplificar los distintos genes fueron disefiados
utilizando el programa Oligo Primer®, teniendo en cuenta su Tm, el porcentaje de
GC y la formacién de dimeros y loops (Tabla 2). Ademas, en algunos casos cada
partidor se encuentra en un exon distinto por lo que a lo menos se flanquea un

intron, siendo esto un control para la amplificacion de ADN genomico contaminante.

3.4.4. Electroforesis en geles de agarosa. Para la identificacion de los productos
de PCR se prepararon geles de agarosa 1,2% p/v en tampon TAE (Tris-acetato 40
mM, EDTA 1 mM) y bromuro de etidio 0,2 pg/mL. Se utilizd tampdn de carga 6X que
contenia glicerol 30% v/v, azul de bromofenol 0,5% p/v en tampon TAE (Tris-HCI 10
mM pH 8,0, EDTA 1mM). Se utilizd 3-5 pL de marcador de peso molecular
GeneRuler™ (SM1173 fermentas). Los geles fueron sometidos a un campo
eléctrico de 100 V por 35 min en tampon TAE en una camara de electroforesis. Los
fragmentos de ADN en el gel fueron visualizados por el bromuro de etidio, en un

transiluminador de luz ultravioleta.
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Tabla 2: Partidores utilizados para RT-PCR convencional

Nombre Partidor 5’ Partidor 3’ m Producto
(5°-3) (5-3) (°C) | (pb)
G9-BamHI GGATCCATGATGGG | GGATCCCCGCTGGAAG | 57 1287 pb para
AAAACTCC TTGGGTAGC IIG9L-BamHI
1158 pb para
[11G9s-BamHI
IMG9-277 ACAACCCCAGCTAT | GGCACGTCTCGATAGA | 55 277 pb en
GTTCGG AGGG presencia de
cualquier

isoforma de 1G9
Orientacion ACAACCCCAGCTAT | TTACTTGTACAGCTCGT | 58 1600 pb para
EGFP GTTCGG CCATGC correcta

orientacion  de

inserto.

B-actina GCTCGTCGTCGACA | CAAACATGATCTGGGT | 60 353 pb
ACGGCTC CATCTTCTC

Ciclofilina ATAATGGCACTGG | ATTCCTGGACCCAAA | 60 239 pb
TGGCAAGTC ACGCTCC

NIG9 (humano) | GACCCTCTAGACCAGC | CTCTGGCCAACACAGGTA | 60 223 pb
CAGA GG

3.5. Ensayos de inmunodeteccion de proteinas

3.5.1. Obtencion de extractos de proteinas totales. Para la obtencion de estos
extractos se pocedio de acuerdo a lo descrito por Salazar y col., (2016). Asi los
tejidos fueron extraidos rapidamente, cortados en trozos pequefios Yy
homogenizados con 3 volumenes de solucion de homogenizacion conteniendo
cocktail inhibidor de proteasas/fosfatasas (Cell Signaling). Los tejidos
homogenizados fueron sonicados a 4°C y luego centrifugados por 10 min a 8.000 g

a 4°C y el sobrenadante resultante se mantuvo a -80°C. La concentracion de
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proteinas fue cuantificada por el método de Bradford (Bio-Rad) midiendo su

absorbancia a 595 nm en un espectrofotometro.

3.5.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida y electrotransferencia. Para
resolver las proteinas de interés, se utlizaron geles al 10% p/v de
acrilamida/bisacrilamida. El gel separador contenia las siguientes concentraciones
finales: acrilamida 10%-bisacrilamida 0.1% p/v, SDS 0,1% p/v, TEMED 0,0015% v/v
y persulfato de amonio 0,01% p/v, preparados ambos en tampon Tris-HCI 1,5 M (pH
8,8). El gel espaciador contenia las siguientes concentraciones finales: acrilamida
10%-bisacrilamida 0.25% p/v, SDS 0,1% p/v, TEMED 0,0015% v/v y persulfato de
amonio 0,01% p/v, preparados ambos en tampon Tris-HCI 0,5 M (pH 6,8). Como
tampon de corrida se utilizé un tampon Tris glicina (Tris 25 mM, glicina 192 mM,
SDS 0,1% p/v, pH 6,8). Se sembraron 40 pug de extractos de proteinas diluidas en
tampon de carga 5X (Tris-HCI 250 mM, pH 6,8, SDS 4% p/v, glicerol 20% v/v, B-
mercaptoetanol 1,25 M, azul de bromofenol 0,04% p/v). Se aplicé un voltaje de 100

V al gel montado en la camara de electroforesis por 6 h aproximadamente.

Las proteinas del gel resultante fueron transferidas a membranas de Immobilon-P.
Para esto, el gel fue puesto en contacto con la membrana en una camara de
electrotransferencia en presencia de tampon Tris-HCI 25 mM (pH 8.8), glicina 192
mM y etanol 20 % v/v. La electrotransferencia fue realizada a 100 V durante 1 hrs a

temperatura ambiente.

44



3.5.3. Inmunodeteccién de las proteinas. Una vez realizada la transferencia se
tifid la membrana con una solucion de rojo Ponceau-S 0,2% p/v para confirmar la
correcta transferencia de las proteinas a la membrana. Posteriormente, la
membrana fue lavada con tampon TBS-T (NaCl 150 mM, Tris 10 mM, pH 7,4,
Tween-20 0,05% v/v) y bloqueada con una solucién TBS-TL que contiene leche
descremada 5% p/v en tampdén TBS-T durante 1 h. Luego, las membranas fueron
incubadas con el primer anticuerpo anti-111G9 (1:20.000), diluido en TBS-TL por 12
h a 4°C. Posteriormente, se realizaron tres lavados de 10 minutos cada uno con
TBS-T y con TBS-TL. Luego, la membrana fue incubada por 2 h con un segundo
anticuerpo anti-lgG de conejo conjugado a peroxidasa diluido en TBS-TL con
agitacion suave a temperatura ambiente y en oscuridad. Una vez finalizada la
incubacion, se realizaron tres lavados de 10 minutos cada uno con solucion TBS-T
y luego se revelé con un sistema de deteccion quimioluminiscente Western
Lightning Plus ECL (PerkinElmer), incubando la membrana durante 1 a 5 minutos
con el reactivo. La sefial de quimioluminiscencia fue capturada por un equipo
fotodocumentador ImageQuant LAS 500 (GE Healthcare Life Sciences). Las
membranas fueron reutilizadas para detectar ($-actina, previa eliminacion de los
anticuerpos primarios y secundarios mediante su incubacién en una solucién de
stripping (Re-Blot Plus Mild Antibody Striping Solution, Chemicon). Esta incubacién
se realiz6 por 15 min a temperatura ambiente. Posteriormente, las membranas
fueron lavadas con TBS-T, bloqueadas con TBS-TL por 30 min e incubadas con el
primer anticuerpo anti B-actina acoplado a HRP (1:50.000). EI revelado y la

obtencién de imagen se realiza de la misma forma descrita previamente.
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3.6. Generacién de vectores plasmidiales bicistronicos para la expresion de
las isoformas larga y cortade llIG9 y la proteina reportera GFP.

3.6.1 Subclonamiento en vector pAAV-Ires-GFP. En nuestro laboratorio
contamos con vectores pCR Blunt-TOPO I11G9s (isoforma corta) y pCR Blunt-TOPO
[IIGOL (isoforma larga) con sitios de restriccion BamHI en sus extremos 5’y 3. Se
realizé digestion enzimatica con BamHI (NEB) y los fragmentos liberados fueron
purificados desde gel de agarosa mediante kit StrataPrep DNA Gel Extraction Kit
(Agilent Technologies). Se realiz6 el subclonamiento de las isoformas en el vector

PAAV-Ires-GFP (Cell Biolabs, VPK-418-SERA4).

3.6.2 Purificacion de los fragmentos de IlIGOL y 1lIG9s con extremos no
cohesivos. Los fragmentos en el gel de agarosa fueron identificados y cortados
bajo transiluminador con luz UV atenuada. Los fragmentos se purificaron mediante
kit de extraccion StrataPrep DNA Gel Extraction Kit (Agilent Technologies). Para
ello, se agrego 300 uL de tampon de extraccion por cada 100 pL de volumen de gel.
La mezcla se calentd hasta su disoluciéon a 60°C, se transfiri6 a columna y se
centrifugé a 13.000 g por 30 segundos. Posteriormente, se agregdé tampén de
lavado y se centrifugd a 13.000 g por 30 segundos. Se eluyd cada fragmento con
50 pL de tampdn de elucion. Los fragmentos fueron guardados a -20°C hasta su

utilizacion.
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3.6.3. Transformacion de bacterias quimicamente competentes y purificacion
del vector bicistronico. Para ello se se utilizaron bacterias Escherichia coli One
Shot® TOP 10 quimicamente competentes (Invitrogen). Se descongelaron viales de
50 pL de bacterias en hielo, y se les agreg6 6 pL de la mezcla de ligacion. La mezcla
fue incubada por 30 min en hielo y luego fue sometida a un golpe de calor de 42°C
por 30 segundos. Se dejé la mezcla en hielo y se agregaron 250 pL de medio S.O.C.
(Invitrogen). El tubo fue incubado en agitacion (225 rpm) a 37°C por 1 h. A
continuacioén, se sembraron las bacterias en placas de agar LB con kanamicina 50
pMg/mL que fueron incubadas toda la noche en una estufa a 37°C. Las colonias
obtenidas después de la incubacion fueron aisladas y crecidas en 6 mL de medio
LB con ampicilina 100 pg/mL a 37°C, en agitacion durante 12 horas. La purificacion
de los diferentes clones obtenidos fue realizada mediante el kit E.Z.N.A. ™ Plasmid
Miniprep (Omega Bio-Tek), para lo cual, se centrifugo la suspension bacteriana en
un tubo de 2 mL a 10.000 g durante 1 minuto y se elimino el sobrenadante. Luego,
se agrego solucion | (RNAsa) y se agito vigorosamente, solucion Il y se invirtié varias
veces para mezclar y solucion Il y se centrifugé a 13.000 g por 10 min. El
sobrenadante se paso por una columna, se lavo y finalmente se eluy6 el plasmido
en 30-50 yL de agua grado biologia molecular para su utilizacion. La seleccién de
los clones se realiz6 mediante analisis de PCR utilizando partidores especificos

(Tabla 1, 11G9-277) para ambas isoformas de 111G9.

3.6.4 Desfosforilacion del vector pAAV-4-Ires-GFP. El plasmido ya digerido fue
sometido a desfosforilaciéon de sus extremos cohesivos. Para ello, a la mezcla de

digestion del plasmido pDC 311.3 - eGFP se le agreg6 fosfatasa antartica 1U (New
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England Biolabs) y tampon de reaccidén de fosfatasa antartica 1X (New England
Biolabs) llegando a un volumen final de 35 pL. La mezcla se incub6 en termociclador
2720 Thermal Cycler (Applied Biolabs) a 37°C durante 1 h, y luego se inactivo la

fosfatasa a 65°C por 5 min.

3.6.5. Ligacién de los fragmentos de 1lIG9 en vector pAAV-4-lres-GFP. El
plasmido digerido y desfosforilado se mezcl6 con los fragmentos 1IG9s y IGOL
purificados, en una relacién molar 1:3. Para ello, se mezclaron 14 femtomoles del
plasmido, 42 femtomoles de cada inserto, 1 U de ligasa de ADN T4 y 1X de tampon
T4, en un volumen final de 6 pL. La mezcla de ligacion se mantuvo a 4°C durante la
noche y posteriormente, se realizo la transformacion, purificacion de los vectores y
analisis de los clones positivos mediante PCR, de la misma forma que en el punto

6.1.4.

3.6.6. Orientacion del inserto en el vector de expresion por PCR. Los insertos
fueron cortados con una enzima de restriccion (BamHI) por lo que su insercién en
el vector puede ocurrir en ambos sentidos. Se verifico la correcta orientacion del
inserto en el vector con partidores especificos (Tabla 1): el partidor sentido hibrida
con una secuencia del fragmento inserto y el partidor antisentido hibrida con una
secuencia rio abajo en el vector. Se realizé PCR utilizando una Tm 58°C. Los clones

correctamente orientados, amplificaron un producto de 1600 pb.

3.6.7. Elaboracion de medio de cultivo Luria-Bertani (LB) liquido y agar. El

medio de cultivo LB liquido se preparé utilizando triptona 10 g/L, extracto de
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levaduras 5 g/L y cloruro de sodio 10 g/L disuelto en agua destilada y fue
posteriormente autoclavado. El agar LB se preparé utilizando 40 g/L de LB Agar
(MoBio) disuelto en agua destilada y fue posteriormente autoclavado. Las placas LB
se prepararon agregando 20 mL de agar LB disuelto tibio con 100 ug/mL ampicilina

a cada placa.

3.7. Transfeccion de los clones en células HEK293A. La transfecciéon de las
células HEK293A con los plasmidos de expresion pAAV-4-111G9s-Ires-GFP, pAAV-
4-111G9L-Ires-GFP) se realizo utilizando Lipofectamina (Invitrogen) como reactivo de
transfeccion, de acuerdo a lo descrito por Salazar y col. (2014). Para ello se
sembraron 50.000 células en placas de 24 pocillos 24 hrs previo a la transfeccion.
Las células se transfectaron con 1 ug de uno de los vectores, utilizando una razén
de masa de ADN (ug)/volumen de reactivo de transfeccion (uL) 1:10. El reactivo de
transfeccion se diluyé en Optimem (Invitrogen) en un volumen final de 50 pl y se
incub6é por 5 minutos a temperatura ambiente. Luego, se agregd por goteo al
reactivo de transfeccion diluido, el ADN a transfectar el cual también fue diluido en
el mismo volumen de Optimem. Posteriormente, la mezcla se incub6 por 30 minutos
a temperatura ambiente para que se formar el complejo ADN-lipido catiénico. Antes
de que concluyeran los 30 minutos, las células se lavaron 3 veces con Optimem y
se incubd con 300 pl de Optimen a cada pocillo, al cual se agregoé la solucion de
transfeccion por goteo. Inmediatamente después, se incubd en estufa a 37 °C por
2,5 horas, luego de las cuales, se realizaron un cambio de medio completo (DMEM
suplementado con 10% v/v de SBF (Gibco), penicilina 100 U/mL, estreptomicina

100 pg/mL, glutamina 2 mM y fungizona 2,5 pg/mL (Gibco)). Las células fueron
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mantenidas en cultivo por 24 horas mas y fueron fijadas con paraformaldehido al
4% plv en PBS. Estas células fueron utilizadas para inmunofluorescencia, tras lo

cual fueron montadas.
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4. RESULTADOS

4.1. Capitulo 1. Estudio de la localizacion de 1lIG9 en el epitelio ventricular de

rata adulta y evaluacion del efecto de la pérdida de funcién de IlIG9 en
polarizacion de la pared ependimaria adulta.

Se ha reportado la expresién de 11IG9 en muestras humanas de traquea y
oviducto, ademas del testiculo (Ivliev y col. 2012), siendo su localizacion
preferentemente observada en epitelios multiciliados. En modelos murinos, su
expresion solo habia sido observada a nivel de RNA mensajero en testiculo y
cerebro, y se observo su localizacion mediante hibridacion in situ en las paredes
ventriculares del SNC, donde residen las células ependimarias (Danielson y col.

2002).

En nuestro laboratorio se definio por primera vez la localizacion de 1G9 en
testiculo, epitelio multiciliado de traquea, oviducto y ependimario de rata adulta.
En el estadio adulto la pared ependimaria estd completamente diferenciada, de
esta forma no se encuentran procesos radiales, producto de la desaparicion de la
glia radial postnatal. Considerando estos conceptos, nos preguntamos si la
localizacion de 1IG9 es requerida para el mantenimiento de la polarizacion del
epitelio diferenciado. Para ello, caracterizamos la localizacion de [lIG9 en los
complejos de union del epéndimo adulto y evaluamos el efecto de la pérdida de

funcién de I1IG9 en la polarizacion de la pared ependimaria adulta de rata.

la
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4.1.1. Localizacion de IlIG9 en las paredes ventriculares de rata adulta.
Utilizando la técnica de micro-diseccion laser acoplada al andlisis de qRT-
PCR, comparamos los niveles de expresion del ARNm de IlIG9 en las diferentes

subpoblaciones presentes en el epitelio ventricular del tercer ventriculo (Fig. 5).

Se extrajo ARN total de células ependimarias multiciliadas (ep), tanicitos alfa
(aT), los cuales son biciliados, tanicitos 1 dorsales (DB1T) y tanicitos 1 ventrales
(VB1T), los cuales poseen un cilio inmaovil, y poseen numerosas microvellosidades
(Cortes-Campos 'y col. 2013; Mirzadehy col. 2017) (Fig. 5A). Se amplificé una banda
del tamafo esperado para llIG9 (277 pb) en las células ependimarias; la intensidad
de esta banda fue normalizada utilizando GAPDH como gen de referencia y se
asigno una expresion relativa del 100% (Fig. 5C). Una expresion relativa del 17%
fue amplificada en aT tanicitos (Fig. 5B, carril 2; C). No se observo amplificacion en
tanicitos DB1T o VB1T. Para comparar los niveles del mensajero con los de proteina,
realizamos un andlisis inmunohistoquimico (Fig. 5 D-J). Una reaccion positiva fue
detectada en las células ependimarias de los ventriculos laterales (Fig 5 H-I,
flechas), tercer y cuarto ventriculo (Fig 5 D-G, flechas), mientras que no se observo
inmunomarcaje en las neuronas del parénquima cerebral que rodea las paredes
ventriculares, o en los plexos coroideos (CP). Ademas, no se observo
inmunomarcaje en los tanicitos a, D1, o VB1 (Fig 5D, cabeza de flecha y asterisco).
En ausencia del anticuerpo primario, no se detecté inmunomarcaje (Fig 5J). Estos
resultados muestran que en SNC de rata adulta, 111IG9 se localiza en el cilio y

citoplasma de las células ependimarias que recubren los ventriculos cerebrales, y
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no fue detectado en los tanicitos hipotalamicos, lo que sugiere un rol de IlIG9 en la

motilidad ciliar y el movimiento de LCR en SNC.

Para determinar si la expresion de 111G9 se conserva en un modelo in vitro de
células ependimarias, realizamos un cultivo de ependimocitos aislados de los
ventriculos laterales de rata adulta que mantiene sus caracteristicas fenotipicas
(Grondona y col. 2013). Mediante analisis de microscopia de SIM-superresolucion
en el plano Z (Fig. 6) mostramos que la distribucion de IlIG9 sigue un patron
punteado hacia los bordes celulares (Fig. 6A-B) y los multiples cilios ependimarios
(Fig. 6C-D). El marcador ciliar tubulina-a acetilada present6 un marcaje homogéneo
demarcando el axonema ciliar presente en cada cilio, y los microtibulos acetilados
en el citoplasma. Estos resultados mostraron que, adicional a la localizacion ciliar,
[1IG9 podria ejercer un rol en la mantencién del fenotipo ependimario asociado a las
uniones célula-célula. No se observé una distribucion preferente hacia la zona apical
o la zona basolateral, posiblemente debido a que los ependimocitos aislados
carecen de interacciones de otras células que permitan establecer los limites de

dichas zonas.

Para establecer un andlisis en el epitelio ependimario diferenciado que
permita determinar la localizacién de IlIG9 cercana a las uniones célula-célula in
situ, hemos utilizado la técnica de diseccion de pared ventricular en-face
wholemount que involucro la diseccion de la pared ependimaria (Mirzadeh y col.
2010). Esta técnica nos permitié obtener la cara ventricular de la pared ependimaria

diferenciada de ratas adultas (2-6 meses) (Fig. 7 panel A) y realizar la
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inmunodeteccion de las proteinas de adhesion celular en el plano Z, tras el andlisis

de microscopia confocal.

Caracterizamos mediante inmunohistoquimica la integridad del wholemount
(Fig. 7 panel B) utilizando el marcador ciliar tubulina acetilada (Fig. 7A), que marca
los multiples cilios de la superficie ventricular. Los marcadores de adhesion celular
Pan-cadherina (Fig. 7B) y B-catenina (Fig. 7C) demarcan los complejos de unién, lo
cual valida que nuestra técnica de wholemount reproduce la morfologia del tejido

ependimario normal.

Luego analizamos la localizacion de 111IG9 en los bordes celulares en el
epéndimo adulto (Fig. 8). Observamos para IlIG9, que el inmunomarcaje es
citoplasmatico y su localizacion se acentla en los bordes celulares, donde se
codistribuye con B-catenina (Fig. 8F) y Pan-cadherina (Fig. 8L). Estos resultados
muestran que la distribucion de 1lIG9 en los complejos de unidén es un fenotipo

normal del epitelio ependimario diferenciado.
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Figura 5. llIG9 es exclusivamente expresado en células ependimarias, pero no en
otras células que recubren las paredes ventriculares. A. Corte coronal de cerebro de
rata adulta que muestra las distintas subpoblaciones celulares presentes en tercer
ventriculo que fueron aisladas por microdiseccién laser (ep células ependimarias E1; aT
tanicitos alfa; DB1T Tanicitos beta 1 dorsales; VB1T tanicitos beta 1 ventrales). B. Analisis
de RT-PCR para IlIG9 y GAPDH. Marcador de peso molecular (carril 1), y cDNA obtenido
desde microdiseccion laser de ep, aT, DB1T y VB1T respectivamente (carril 2-5). C. Analisis
semicuantitativo de la expresion del ARNm de 1lIG9 relativo a GAPDH como ARNm de
referencia. ***p < 0.001 fue considerado significativo. D-I. Andlisis de localizacion de 1G9
por inmunoperoxidasa en cortes coronales de 7 um. D Tercer ventriculo ventral. E-F Tercer
ventriculo dorsal. G Cuarto ventriculo. H, | Ventriculos laterales. J. Control negativo sin
anticuerpo primario. El inmunomarcaje es positivo en el cilio (flechas) y citoplasma presente
en las paredes de los distintos ventriculos. Las subpoblaciones de tanicitos no mostraron
inmunoreactividad (cabeza de flecha, asteriscos). 3V, tercer ventriculo. 4V, cuarto
ventriculo. LV, ventriculo lateral. SCO, 6rgano subcomisural. Ep, células ependimarias. CP,
plexos coroideos. Aumento: D-G, K 10X, H 20X, I-J, L-M 40X.
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Figura 6. IlIG9 se localiza en los cilios y los bordes celulares en un modelo in vitro de
células ependimarias aisladas desde ventriculo lateral de rata adulta. Las células
ependimarias aisladas fueron cultivadas por 2 dias, fijadas e incubadas con anticuerpos
contra IlIG9 (verde) y tubulina-a acetilada (rojo), y se realizd microscopia SIM-
superresolucion, en la cual se tomaron 35 imagenes en el plano Z a una distancia de 0,15
pum por plano, siendo el plano 1 el mas alejado del portaobjeto, y el plano 35 el mas cercano.
A-B. Plano 20/35, donde 1lIG9 se localiza hacia los bordes celulares. C-D. Plano 26/35,
donde IlIG9 posee una localizacion punteada hacia los cilios ependimarios. E-F. Proyeccion

de maxima intensidad. Barra de aumento 5 um.
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Diseccion de la pared Fijacion del ventriculo | -Antedion
ventricular adulta disectado (PFA 4%) Analisis

y subdiseccion Inmunohistoquimica microscopia

TubAcet / Hoechst Pan-cadherin / Hoechst B Catenin

Figura 7. Analisis de marcadores ciliares y de adhesién celular en la pared
ependimaria mediante la técnica de wholemount. Pared ependimaria de rata adulta (en-
face wholemount). A. Protocolo obtencién wholemount: Se realizé diseccion de la cara
estriatal de la pared ependimaria adulta. Una vez disectada, se monté con el epitelio
ependimario hacia arriba y se eligié una zona medial a anterior para el andlisis. B. Analisis
de marcadores ependimarios y de union celular: A. Inmunomarcaje para tubulina acetilada
(verde). B. Inmunomarcaje para Pan-cadherina (rojo). C. Inmunomarcaje para (3-catenina.

D-F. aumento digital de A-C respectivamente. Barra de aumento, 20 um.
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I1IG9 / Hoescht Pan-cadherin / Hoescht

Figura 8. 1lIG9 se codistribuye con marcadores de union célula-célula en el ventriculo
lateral de rata adulta. Andlisis de localizacion de IlIG9 y marcadores de adhesién celular
en pared ependimaria mediante la técnica de wholemount. A. Inmunomarcaje para 1G9
(verde). B. Inmunomarcaje para 3-catenina (rojo). C. superposicién de A-B. D-F. aumento
digital de A-C respectivamente. G. Inmunomarcaje para llIG9 (verde). H. Inmunomarcaje
para Pan-cadherina (rojo). |. superposicion de G-H. J-L. aumento digital de G-l

respectivamente. Barra de aumento, 20 um.

60



4.1.2. Analisis de lainhibicion sostenida de llIG9 en el epitelio ependimario
de rata adulta.

Nuestro laboratorio cuenta con adenovirus que permiten la inhibicion de la
traducciéon del ARN mensajero de IlIG9, o la inhibicién de Bgal, utilizado como
control negativo. Estos adenovirus permiten la expresion del gen reportero GFP,
para la correcta identificacion de las células transducidas. Evaluamos el efecto de
la inhibicién sostenida de I1IG9 in vivo, en la pared ependimaria diferenciada de rata
adulta, utilizando la tecnologia de bomba osmoética ALZET®. Esta tecnologia
permitio la administracion ventricular continua de ambos adenovirus durante 14
dias, sin necesidad de manipular nuevamente al animal. Se analizO mediante
inmunohistoquimica la distribucion de los marcadores de célula ependimaria
vimentina, marcador astrocitico GFAP (Fig. 9 C, G, K, N) y el marcador microglial
IBA-1 (Fig. 10 C, G, K, N), en cerebros de ratas adultas transducidas con el virus
control (Ad-sifgal) y el virus inhibidor (Ad-silllG9). En animales controles (Fig. 9A-
H, Fig. 10A-H), se observaron células ependimarias transducidas (GFP+) positivas
a vimentina que se disponen como un epitelio continuo (Fig. 9B, F; fig. 10B, F). La
inmunotincion para GFAP muestra la presencia de astrocitos subventriculares,
débilmente positivos (Fig 9C, G). También se observé marcaje para IBA-1 en la
region subventricular y el parénquima neuronal, que corresponden a células de la
microglia (fig. 10C, G). Las células transducidas mantienen su distribucion epitelial
normal (epitelio cubico simple), a través del borde ventricular. Estos datos indican
gue la administracién del virus control no genera disrupcion ependimaria, lo cual
demuestra que la estrategia experimental utilizada genera un fenotipo equivalente

al de un animal no tratado. Diferentes resultados se observaron con el tratamiento
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con el Ad silllG9-GFP (fig. 91-O, fig. 101-O). Se observo una pérdida de la integridad
de la pared ependimaria y ausencia de un epitelio cubico simple que expresa
vimentina con respecto al control. Ademas, se observaron numerosas células
transducidas (GFP+) en la cavidad ventricular que presentan una morfologia
redonda y se disponen formando un camulo celular (Fig. 91-O; Fig. 101-O). De igual
forma, se observé una intensa colocalizacion para vimentinay GFAP, que da cuenta
de la presencia de astrocitos hipertréficos caracteristicos de un proceso de
activacion astrocitica o gliosis reactiva (Fig. 9 J-K, Fig. 10 J-K). En el animal
transducido con el virus control, IBA-1 se presenta focalizado en la zona
subventricular (fig. 10A-H). Sin embargo, en los cerebros transducidos con Ad-
silllG9, el marcaje para IBA-1 es indicativo de la presencia de células microgliales,
gue se disponen en el foco de la gliosis y entre las células transducidas (fig. 10 K-

).

Se realizé inmunohistoquimica para I11G9, para evaluar la inhibicién efectiva
de IIG9 (Fig. 11). El inmunomarcaje para IIG9 mostr6 de que esta proteina se
encuentra restringida a los cilios de la pared ependimaria transducida, (fig. 11D) de
forma similar a lo descrito en rata adulta normal (Cifuentes y col. 2017). En el caso
del virus inhibidor, se pierde la integridad de la pared ependimaria, observandose
un cumulo de células dispuestas en la cavidad ventricular (area delimitada en lineas
entrecortadas) y las células transducidas (GFP+, verde) no presentan marcaje para
el anticuerpo anti-IlIG9 (rojo), corroborando la eficacia de la inhibicion. De igual
forma, las células no transducidas que presentan 1lIG9 carecen de morfologia

ependimaria (células ciliadas) (fig. 11E, F). Estos resultados indican que la inhibicion
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sostenida de 11IG9 durante 14 dias genera denudacion de la pared ependimaria y

gliosis reactiva en el epitelio ependimario adulto.

Los resultados de este capitulo mostraron que I11G9 se localiza en las células
ependimarias en el SNC de rata adulta, mientras que esta ausente en otras células
como los tanicitos que recubren el tercer ventriculo ventral y que carecen de
multiples cilios moviles, lo cual corrobora que I1IG9 es una proteina expresada en
células multiciliadas. IlIG9 se localiza en los cilios ependimarios y en los bordes
celulares tanto in vitro como in situ utilizando la técnica de wholemount, lo cual
sugiere una funcién adicional en la mantencién de las uniones célula-célula. La
inhibicion de 11IG9 in vivo genera gliosis reactiva caracteristica de una respuesta a
una injuria en el sistema nervioso central, generando una cicatriz glial que es
independiente del protocolo utilizado para la inhibicidn, ya que el control genera un
fenotipo equivalente a los animales no tratados. La disrupcion de la citoarquitectura
epitelial en la cavidad ventricular transducida generé una deslocalizacion del
marcaje para IlIG9 en las células no transducidas, lo cual sugiere que la localizacion
de IlIG9 en los complejos de unién es requerida para la mantencion del fenotipo

ependimario.
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Superposiciéon

Ad-siBgal-GFP

Ad-silllG9-GFP

Figura 9. Lainhibicién sostenidade llIG9 in vivo genera gliosis reactivay laformacion
de cumulos celulares GFP+ rodeados por la cicatriz glial. Analisis inmunohistoquimico
para GFAP y vimentina en el ventriculo lateral de cerebros de rata adulta sometidas a una
inyeccion continua de adenovirus control o inhibidor de IlIG9 durante 14 dias. En verde se
muestran células transducidas, marcaje para vimentina en blanco, rojo para GFAP y
nacleos en azul. A-H. Pared de ventriculo lateral de rata transducida con virus control Ad-
siCtrl-GFP. Las flechas muestran células transducidas control que no presentan marcaje
para GFAP. I-O. Borde ventricular sin pared ependimaria definida de rata transducida con
adenovirus inhibidor de 1IG9 Ad-silllG9-GFP donde se observan astrocitos hipertréficos
GFAP/Nimentina positivos. Aumentos en A-D e I-L: 20X, E-H y M-O: 60X.
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GFP Superposicion

Vimentina

Ad-silllG9-GFP

Figura 10. La inhibicién sostenida de IlIG9 in vivo genera gliosis reactiva y
desorganizacion de la citoarquitectura ventricular. Analisis inmuhistoquimico para el
marcador microglial IBA-1 y vimentina en el ventriculo lateral de cerebros de rata adulta
sometidas a una inyeccion continua de adenovirus control o inhibidor de 1IG9 durante 14
dias. En verde se muestran células transducidas, marcaje para vimentina en blanco, rojo
para IBA-1 y nucleos en azul. A-H. Pared de ventriculo lateral de rata transducida con virus
control Ad-siCtrl-GFP. 1-O. Borde ventricular sin pared ependimaria definida de rata
transducida con adenovirus inhibidor de 111G9 Ad-silllG9-GFP. Aumentos en A-D e I-L: 20X,
E-Hy M-O: 60X.
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Ad-siBgal-GFP

Ad-silllG9-GFP

Figura 11. La disrupcidon de la citoarquitectura epitelial producida por la inhibicion de
1G9 in vivo genera una deslocalizacion del marcaje para llIG9 en las células no
transducidas adyacentes. Analisis inmuhistoquimico para llIG9 en el ventriculo lateral de
cerebros de rata adulta sometidas a una inyeccién continua de adenovirus control o
inhibidor de 11IG9 durante 14 dias. En verde se muestran las células transducidas (GFP) y
en rojo se muestra el inmuno-marcaje para IllIG9. A, B, C, D. Pared ependimaria de rata
transducida con adenovirus control Ad-siBgal-GFP (asteriscos indican el marcaje ciliar de
IIG9). E, F. Borde ventricular sin pared ependimaria definida en rata transducida con
adenovirus Ad-silllG9-GFP. Las células transducidas (verde) no presentan marcaje para
1G9 (rojo) debido a la inhibicién viral. Aumentos en A-C: 40X, D: ampliacién digital, E: 10X,
F: 40X.
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4.2. Capitulo 2. Caracterizacion de llIG9 durante el periodo de especificacion,
diferenciacién y polarizaciéon de las células ependimarias, y anédlisis del

fenotipo resultante de la pérdida de funcién de llIG9 in vitro e in vivo.

Los resultados del capitulo anterior mostraron que 1G9 esté presente en los
bordes celulares de la célula ependimaria, lo que sugiere un posible rol asociado a
la mantencion de las uniones célula-célula, y su inhibicion sostenida genera una
disrupcion de la citoarquitectura del epitelio ependimario adulto. Una interrogante
gue se extiende de estos resultados consiste en determinar el rol de 1G9 durante
el proceso de especificacion, diferenciacion y polarizacion de las células

ependimarias a partir de la célula troncal que las genera, la glia radial.

Nuestro laboratorio caracterizo la localizacion de [11G9 en la pared ventricular
embrionaria; determinando su distribucion en la glia radial presente en el ventriculo
lateral de ratas de 17 dias de gestacion. En este periodo la glia radial, que generara
células ependimarias en el estadio postnatal, ya ha adquirido su compromiso de

diferenciacion (Cifuentes y col. 2017).

En este capitulo caracterizamos la localizacion de 1G9 desde el estadio
E1l1l hasta el estadio P15, periodo que contempla el proceso de especificacion,
diferenciacion y polarizacién ependimaria y evaluamos el efecto de la pérdida de
funcidbn de 1lIG9 en estadios postnatales tempranos, cuando ocurre la

diferenciaciéon ependimaria.
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4.2.1. Localizacion de IlIG9 durante el desarrollo embrionario y postnatal en
las paredes ventriculares.

Mediante RT-PCR convencional evaluamos la presencia del mensajero de
1G9 en muestras de ARN total de corteza cerebral de rata embrionaria E11, E13,
E15, E17,y P1, al igual que muestra de ventriculo lateral de rata adulta como control
positivo (Fig. 12, carril 2-7). Para este ensayo utilizamos partidores disefiados para
hibridar con ambas isoformas de I1IG9 de rata. La amplificacion del transcrito no fue
detectada en el estadio E11, sin embargo, se detectaron niveles basales en E13,
con un incremento relativo hasta P1. Es interesante destacar los altos niveles de
amplificacion en el estadio P1, mayor incluso que los niveles de amplificacion en el
estadio adulto. También se detectd el mensajero de Il1G9 en cDNA de un cultivo
primario de neuroesferas (NE) aisladas desde corteza cerebral de rata embrionaria
de 17 dias, y cultivadas durante 48 horas previo a la extraccion de RNA (Fig. 12,

carril 9).

Estos resultados muestran un aumento gradual en la expresion de 1G9
durante el desarrollo de la corteza cerebral embrionaria. Adicionalmente,
mostramos que la expresion de 111G9 se mantiene in vitro mediante la propagacion
de un cultivo primario de neuroesferas proveniente de corteza cerebral de rata E17.
Considerando que el mensajero de I1IG9 se encuentra en diversos estadios del
desarrollo embrionario del sistema nervioso central embrionario, decidimos
caracterizar la localizacion de 111G9 en distintos estadios embrionario, utilizando un
anticuerpo contra IlIG9 que fue validado y reportado previamente por nuestro

laboratorio (Cifuentes y col. 2017). Para esto utilizamos cortes de 7 um de grosor
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incluidos en parafina de embriones de rata de E11 (Fig. 13 A, E, I, M), E13 (Fig. 13
B, F, J, N), E15 (Fig. 13 C, G, K, N), y E17 (Fig. 13 D, H, L, O). En el estadio 11 se
observé que IIIG9 presenta una inmunotincion débil (reaccion de color café) en el
epitelio que recubre el area anterior del telencéfalo (Fig. 13E) y una marca
ligeramente mayor en la zona apical del epitelio posterior del telencéfalo (Fig. 131).
En asterisco se destacaron las areas ventriculares donde 11IG9 esta presente. En
flecha se mostaron células parenquimales positivas a [[IG9. De manera interesante,
I1IG9 no se encuentra presente en la zona ventricular hacia el mesencéfalo, y se
detectaron algunas ceélulas positivas para 1G9 en la zona parénquima del
mesencéfalo. En E13, fue posible detectar 11IG9 hacia la zona apical del epitelio
ventricular, tanto en el area anterior (Fig. 13F) como hacia el area posterior (Fig.
13N) del ventriculo lateral. En el area medial (Fig 13J), se observaron ciertas células
en la zona ventricular positivas para I11G9, pero no en la zona apical. Esto puede
ser debido al angulo de corte del tejido, el cual no muestra el epitelio adyacente al
ventriculo. En el estadio E15, la inmunoreactividad para IlIG9 es intenso, tanto en
el area anterior (Fig. 13G), medial (Fig. 13K) y posterior (Fig. 13N) del ventriculo
lateral. 11IG9 se concentra hacia la zona ventricular y subventricular. En E17, 111G9
también fue detectado, con menor intensidad, en el area medial del ventriculo
lateral, tanto en la zona ventricular como en la zona subventricular (Fig. 13L). Hacia
el area posterior, [IG9 comienza a concentrarse en la zona ventricular, en mayor
intensidad que en la zona subventricular. El area anterior muestra un marcaje débil,
posiblemente producto del &ngulo de corte que no representa de forma correcta la

zona ventricular (Fig. 13H). La inmunorreaccion se pierde cuando se suprime la
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Figura 12. EI ARNm de IllIG9 se expresa en distintos estadios del desarrollo
embrionario del cerebro de rata. Se utilizaron partidores para amplificar una secuencia
de 277 pb de IlIG9 mediante RT-PCR, a partir de 2ug de ARN total de cada muestra. Carril
1: marcador de peso molecular. Carril 2: cDNA de corteza cerebral de rata de 11 dias
embrionario (E11). Carril 3: cDNA de corteza de dia E13. Carril 4: cDNA de corteza de dia
E15. Carril 5: cDNA de corteza de dia E17. Carril 6: cDNA de corteza de dia P1. Carril 7:
cDNA de ventriculo lateral de rata adulta. Carril 8: Control negativo. Carril 9: cDNA de cultivo
primario de neurosferas de corteza de rata E17, cultivada durante 24 horas. La linea vertical

blanca indica la separacion de imagenes de geles distintos.
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Embrion 17 dias

Figura 13. llIG9 se localiza en la pared ventricular embrionaria durante el periodo de
especificacion de la glia radial a célula ependimaria. Andlisis inmunohistoquimico de la
localizacién de 1lIG9 en diferentes regiones ventriculares del cerebro de rata embrionaria
de 11, 13, 15y 17 dias de gestacion. A, E, |, M. Cortes sagitales de embrién de 11 dias. B,
F, J, N. Cortes transversales de embrién de 13 dias. C, G, K, N. Cortes transversales de
embrion de 15 dias. D, H, L, O. Cortes transversales de embrion de 17 dias. En asterisco
se muestra borde ventricular positivo a IlIG9. Cabeza de flecha se muestra células
parenquimales positivas a IlIG9. T: telencéfalo; Ms: Mesencéfalo; VL: ventriculo lateral,
Aumento: A-D: 20X; E-O 40X. Cuadros en negro, aumento digital en relacion 1:2,5 respecto

de la imagen original.
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incubacion con el segundo anticuerpo con nuestro protocolo de trabajo (Fig. 30,

Anexo).

A medida que comienza el periodo de neurogénesis en el desarrollo
embrionario E9-10, las células del neuroepitelio comienzan a elongarse y se
convierten gradualmente en células de la glia radial (Kriegstein y col. 2009). De esta
forma, considerando los resultados previamente indicados es factible que 111G9 sea
activamente expresado en la glia radial. Para demostrar este concepto, analizamos
la codistribucion de 11IG9 y nestina (marcador de glia radial) en cortes sagitales de
la pared ventricular de rata, en estadios embrionarios de 13, 15y 17 dias (Fig. 14).
En E13 se observé una distribucidn citoplasmatica de 111G9 en las células presentes
en las regiones subventriculares, asi como también en el borde ventricular y/o
citoplasma de las células de la glia radial, que contactan con el ventriculo.
Paralelamente, observamos la distribucion de nestina a lo largo del soma y el
proceso de la glia radial (rojo), en el borde ventricular (Fig. 14C, F). De manera
similar, en el cerebro embrionario E15, IlIG9 se observo en el borde ventricular, y
distribuida en puntos discretos en el soma de células que ademas fueron positivas
para nestina (Fig. 14 I-K, flechas). En E17, 1IG9 se observé en las células
ventriculares y subventriculares. La corteza cerebral externa presenta células
positivas para IlIG9 y negativas para nestina, que podrian corresponder a
neuroblastos en migracion hacia la corteza (Fig. 14 Q, R, S, flecha). A nivel de las
células ventriculares, la reaccién para ll1G9, se observo preferentemente en el borde

apical y lateral (fig. 14M). Por lo tanto, I1IG9 se expresa en estadios tempranos del
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desarrollo de la corteza cerebral, localizandose a nivel apical. Ademas, su expresion

y localizacion se mantiene en la pared ventricular de cerebro E17.

Posteriormente, realizamos un analisis inmunohistoquimico para detectar
[IG9 en cortes sagitales de 7 um de grosor, en la pared ventricular de ratas de
estadio embrionario 13, 15 y 17. En estas muestras se utilizaron marcadores de
adhesion célula — célula como B-catenina y Pan-cadherina, al igual que vimentina
(Fig. 15). En el estadio E13 (Fig. 15 A-H) se observo la localizacion citoplasméatica
de 1G9, y una codistribuicién parcial con los marcadores de adhesién celular Pan-
Cadherina y B-catenina. IlIG9 y vimentina se observaron en la zona ventricular y
subventricular. En el estadio E15 (Fig. 15 A’-H’), se observé la codistribucion parcial
entre 111IG9 y Pan-cadherina, en los bordes celulares. El marcaje para B-catenina en
este estadio también se encuentra en el nucleo celular ademas de su localizacion
en los bordes celulares y el citoplasma. Tanto 111G9 como vimentina se localizan en
la zona ventricular y subventricular. En el cerebro embrionario E17 (Fig. 15 A”-H”),
incrementa la codistribucion de los marcadores de adhesion celular y 1IG9. Se
observo el marcaje de vimentina en la zona ventricular y subventricular. Sin
embargo, el marcaje de IlIG9 se localiz6 de manera mas intensa en la zona
ventricular, que en la zona subventricular (Fig. 13 L, O). Los resultados indican un
aumento de la polarizacion apical (ventricular) de [IG9 a medida que avanza el

desarrollo embrionario del sistema nervioso central.

Para establecer un andlisis comparativo global en el epitelio ventricular,
durante el proceso de diferenciacion y polarizacién de la glia radial hacia célula

ependimaria, hemos utilizado la técnica en-face wholemount, que involucro la
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Figura 14. Andlisis de la distibucion de llIG9 en distintas regiones del sistema
ventricular de rata de 13, 15y 17 dias de gestacion. Inmunofluorescencia realizada en
cortes coronales de cerebro de rata de 7 um de grosor, incubados con anti-llIG9 (rojo),
Nestina (verde) y Hoechst (azul). A-G. Andlisis de inmunofluorescencia en cerebro E13. H-
K. Inmunofluorescencia en cerebro E15. L-S. Analisis de inmunofluorescencia en cerebro
E17. En las células ventriculares se mostr6é un patrén de inmunoreactividad asociado a los
bordes celulares, mientras que, en la corteza cerebral, 1IG9 también se encuentra en
células negativas a Nestina (flechas). ECC: corteza cerebral embrionaria. Barra de

aumento, 100 pm.



Figura 15. Codistribucion de IlIG9 con marcadores de unién célula-célula en el
ventriculo lateral de ratas de 13, 15 y 17 dias de gestacion. Inmunofluorescencia y
andalisis de microscopia confocal, de cortes coronales de cerebro de rata de 7 um de grosor,
de estadios E13 (A-H), E15 (A’-H’) y E17 (A”’-H”). Marcaje para IlIG9 (verde), Pan-
cadherina (B, D, en rojo), B-catenina (F, H, en rojo), vimentina (blanco) y Hoechst (azul). En
los estadios embrionarios, 1IG9 se localiza preferentemente en los bordes celulares de la
glia radial y se co-distribuye con marcadores de adhesién celular, como Pan-cadherina y B-

catenina. Aumento 20X.
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diseccion de la pared ependimaria (Mirzadeh y col. 2010). Esta técnica nos permitié
obtener la cara ventricular de la pared ependimaria (Fig. 61) en estadios E17, P1,
P3, P5, P7, P10 y P15 y realizar el andlisis de las proteinas de adhesién celular,
estudiando su distribucion en el plano Z por medio de microscopia confocal (Fig. 16
panel A). Tras la diseccion, se realiz6 inmunohistoquimica utilizando los anticuerpos
anti-Pan-cadherina, anti-vimentina y anti-lllG9 para los estadios mencionados (Fig

16 panel B).

En el estadio E17 se observé que 111G9 marca los bordes celulares (Fig. 16C)
y genera una codistribucion de 11IG9 y pan-cadherina (Fig. 16D). El marcaje para
vimentina y IlIG9 estan ampliamente distribuido en la superficie ventricular (Fig.
16A, E). En las células positivas a vimentina, 111G9 se observo con un marcaje
continuo en el borde celular, demarcado por pan-cadherina. En las células con
marcaje debil o negativo para vimentina, 111G9 se observo con un marcaje punteado
y discontinuo, cercano a los bordes celulares, demarcados por pan-cadherina (Fig.
16D, H). En el estadio P1, la distribucion de 111IG9 se desorganiza de los bordes
celulares, lo cual genera un patron punteado discontinuo, en gran parte de la
superficie ventricular (Fig. 16C’). Se observaron algunas células que presentan un
marcaje para IlIG9 intenso a nivel citoplasmatico (Fig. 16C’, D’). Las células que
presentan IlIG9 citoplasmatico intenso presentan un marcaje de vimentina intenso
(Fig. 16 G’, H’). En el estadio P3, se observd un aumento en la cantidad de células
positivas a IlIG9, que son positivas también a vimentina (Fig. 16G”). El marcaje de
1G9 se codistribuye con el marcaje de pan-cadherina, de forma parcial (Fig. 16D”),

sin embargo, dicha codistribucion es menos pronunciada que lo observado en E17.
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Estos resultados indican una distribucién altamente heterogénea de IlIG9 en la
superficie ventricular y una deslocalizacion de las uniones célula-célula durante el

inicio de la diferenciacion de la glia radial a célula ependimaria.

En modelo murino, la diferenciacion y maduracion ependimaria comienza en
el nacimiento y se considera completa en el estadio P21. Sin embargo, ya en el
estadio P15, el fenotipo ependimario en las paredes ventriculares es similar a lo
observado en el adulto (Tramontin y col. 2003). Realizamos analisis de wholemount
de ventriculo lateral de ratas de P5, P7, P10y P15, para demostrar la localizacién

y distribucion de 111G9 durante la maduracion ependimaria.

Tanto en el estadio P5y P7, identificamos dos subpoblaciones celulares que
se distinguen por la localizacion citoplasmatica intensa de 111G9, o baja intensidad
de llIG9. Estas células se agrupan formando un mosaico celular en la cual se
observo que las células que presentan una localizacion citoplasmatica intensa de
1G9 son mayoritarias en P5 y P7 (Fig. 7, C, D). Estas células positivas a 111G9
también son positivas para vimentina (Fig. 17 I, J). Las células que no presentan
marcaje citoplasmatico para IlIG9, presentan un patron punteado en los bordes

celulares (Fig. 17C, E) o en un punto discreto de la célula (Fig. 17D, F, flecha).

En el estadio P10 y P15, la mayoria de las células son positivas para 1G9 y
vimentina (Fig. 18). Algunas células que presentan poco marcaje para IlIG9,
presentan un punto discreto (Fig. 18C, E, flecha) de manera similar a lo observado
en P7. En P15 se observé que la mayoria de las células de la superficie ventricular

son positivas para IlIG9 y vimentina, siendo el marcaje para 111G9 polarizado hacia
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los bordes celulares. Las células positivas a [lIG9 se agrupan en “clusters” y rodean

a las células negativas a IlIG9 y vimentina (Fig. 18J).

Estos resultados indican que la maduracion de la glia radial hasta célula
ependimaria requiere de dos instancias a nivel temporal: i) la desorganizacion de la
localizacion de 111G9 de los bordes celulares, en el estadio E17-P3, y ii) un aumento
importante en la expresion de 11IG9 a nivel citoplasmético. De esta manera, las

células ependimarias pueden completar su maduracion.

El proceso de maduracion ependimaria en los ventriculos laterales ocurre en
un gradiente de ventral a dorsal, y posterior a anterior (Spassky y col. 2005). En los
resultados anteriores, realizamos la diseccion de wholemount en distintos estadios
del desarrollo y realizamos el analisis de microscopia confocal espectral en una
misma area, como se muestra en los esquemas, lo cual hace comparable los
resultados en el tiempo. Para realizar una comparacion espacial, elegimos el
estadio P7 y analizamos un area posterior del ventriculo lateral (Fig. 19 A, B,
flecha), y un area anterior cercana al bulbo olfatorio (Fig. 19 A, B, punta de flecha).
Observamos que el area posterior del ventriculo lateral presenta un gran porcentaje
de células positivas a IlIG9 y vimentina (Fig. 19 1), mientras que el ndamero
disminuye considerablemente en el area anterior (Fig. 19J). En las areas
posteriores, se observé una mayor cantidad de células con marcaje citoplasmatico

intenso para llIG9, hacia el area ventral (datos no mostrados).

Para corroborar nuestros resultados respecto del gradiente posterior-anterior
de 1lIG9 observado utilizando la técnica de wholemount, realizamos una
comparacion espacial en ventriculo lateral posterior y anterior en estadio P5,
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utilizando GLUT-1 como un marcador de diferenciacion ependimaria validado por
nuestro laboratorio que sigue dicho gradiente posterior-anterior (Silva-Alvarez y col.
2005), y ZO-1 como marcador de uniones célula-célula (Fig. 20). Observamos que
el area posterior del ventriculo lateral presenta un alto porcentaje de células
positivas a GLUT-1 (Fig. 20I), mientras que el nimero disminuye considerablemente
en el rea anterior (Fig. 20J). Adicionalmente, observamos en la zona anterior, que
algunas células tienen un marcaje heterogéneo para GLUT-1 y presentan un punto
discreto (Fig. 20 D, cabeza de flecha). Estos puntos discretos son similares a los
observados en P7 y P10 para llIG9 (Fig. 17F, 18E, flecha). En el area posterior, se
observaron células de area mas pequefia negativas para el marcaje de GLUT-1. En
conjunto estos resultados indican que la aparicion de células con marcaje
citoplasmatico intenso para IlIG9 sigue un gradiente posterior-anterior y ventro-

dorsal.
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Figura 16. IIG9 de deslocaliza de las uniones célula-célula durante el inicio de la
diferenciacion ependimaria. A. Protocolo obtencién wholemount. Se realizé diseccion de
la cara estriatal de la pared ependimaria. Una vez disectada, se mont6 con el epitelio
ependimario hacia arriba y se eligié una zona anterior para el analisis. B. Caracterizacion
de la localizacion de 11IG9 en el epitelio del ventriculo lateral de rata de 17 dias de gestacion,
1 dia postnatal y 3 dias postnatal. Inmunofluorescencia de la superficie ventricular utilizando
montaje de la pared ependimaria completa (wholemount), fijada con para-formaldehido y
marcada contra lIG9 (verde), Pan-cadherina (rojo), vimentina (blanco), y Hoechst (azul).
Estadios E13 (A-H), E15 (A’-H’) y E17 (A”-H). En estadio E17, IlIG9 se distribuye en
patrones punteados discretos hacia los bordes celulares de la glia radial. Esta localizacién
se desorganiza en los estadios tempranos P1 y P3. Hacia P3 se observan un porcentaje
menor de células de marcaje citoplasmatico para IlIG9, las cuales son positivas para

vimentina. Barra de aumento 100 um para A, 20 um para C.
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Figura 17. Identificacion de dos subpoblaciones que forman un mosaico de células
agrupadas dependiendo de la localizacién citoplasmatica de llIG9 en el epitelio del
ventriculo lateral de rata de 5y 7 dias postnatal. Inmunofluorescencia de la superficie
ventricular utilizando wholemount marcado contra IIG9 (verde), Pan-cadherina (rojo) y
vimentina (blanco). El esquema de la zona superior permite identificar el lugar de la
diseccion (A) y el area de andlisis (B). Estadios P5 (C, E, G, 1) y P7 (D, F, H, J). En estos
estadios, se observa una alta cantidad de células células de marcaje citoplasmatico para
IIG9. En el estadio P7, un porcentaje menor de células que carece de marcaje de IlIG9
citoplasmaético intenso, presenta un punto discreto que no colocaliza con el marcador Pan-
cadherina (flecha en F). Cuadro en blanco representa aumento digital en P5 (C’, E’, G’, I)
y P7 (D’, F’, H’, J’). Barra de aumento 100 pm.
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Figura 18. llIG9 se localiza en la gran mayoria de las células que recubren el epitelio
del ventriculo lateral de rata de 15 dias postnatal, de manera equivalente a la
localizacion en el epitelio ependimario adulto. Caracterizacion confocal espectral de la
localizacion de I1IG9 en el epitelio del ventriculo lateral de rata de 10 y 15 dias postnatal.
Inmunofluorescencia de la superficie ventricular utilizando wholemount marcado contra
1G9 (verde), Pan-cadherina (rojo) y Vimentina (blanco). El esquema de la zona superior
permite identificar el lugar de la diseccién (A) y el area de analisis (B). Estadios P10 (C, E,
G, )y P15 (D, F, H, J). En el estadio P10, se observa una alta cantidad de células células
de marcaje citoplasmatico para IlIG9, mientras que en P15, el marcaje de IlIG9 vuelve a
reorganizarse hacia los cilios (plano de corte no mostrado) y hacia los bordes celulares. En
P10, un porcentaje menor de células que carece de marcaje de 11IG9 citoplasmatico intenso,
presenta un punto discreto que no colocaliza con el marcador Pan-cadherina (flechas). En
P15 se observan células 11IG9 negativo y vimentina negativo rodeadas de células positivas
para ambos marcadores (cabeza de flecha). Cuadro en blanco representa aumento digital
en P10 (C’, E’, G, I") y P15 (D’, F’, H’, J’). Barra de aumento, 100 um.

85



.
=]
- —
S
o
-
=
<

IL

<

w

4

S

a

r

Postnatal 15 d

Postnatal 10 dias

1as

6DIII

eupype)-ued / 69III

euLpype) ued / eUNUIMIA

uopisodadng

86



Figura 19. La cantidad de células positivas a IlIG9 citoplasméatico sigue un gradiente
caudorostral en el epitelio del ventriculo lateral de rata de 7 dias postnatal.
Inmunofluorescencia de la superficie ventricular utilizando wholemount marcado contra
IIG9 (verde), Pan-cadherina (rojo), vimentina (blanco). El esquema de la zona superior
permite identificar el lugar de la diseccién (A) y las areas de andlisis (B). Estadio P7
posterior (C, E, G, I) y anterior (D, F, H, J). Se observa una mayor cantidad de células que
presentan IlIG9 citoplasmatico en la zona posterior, respecto de la zona anterior, de manera
correlativa a vimentina. Cuadro en blanco representa aumento digital en P7 posterior (C’,
E’, G’, I’) y P7 anterior (D’, F’, H’, J°). Barra de aumento 200 um.
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Figura 20. La cantidad de células positivas a GLUT1 citoplasmatico sigue un
gradiente caudorostral en el epitelio del ventriculo lateral de rata de 5 dias postnatal.
Inmunofluorescencia de la region anterior y posterior del ventriculo lateral de rata de 5 dias
postnatal, utilizando la técnica de wholemount marcada contra GLUTL1 (verde) y ZO-1 (rojo).
El esquema de la zona superior permite identificar el lugar de la diseccion (A) y las areas
de andlisis (B). Estadio P5 posterior (C, E, G,) y anterior (D, F, H). Se observa una mayor
cantidad de células que presentan GLUT1 a nivel de la membrana citoplasmatica, en la
zoha posterior respecto de la zona anterior. En la zona anterior algunas células que carecen
de marcaje de GLUT1 intenso, presentan un punto discreto (cabeza de flecha), lo cual no
ocurre en la zona posterior (asterisco). Cuadro en blanco representa aumento digital en P5
posterior (C’, E’, G”) y P5 anterior (D’, F’, H’). Barra de aumento, 100 um.
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4.2.2. Analisis del fenotipo resultante de la pérdida de funcion de 1G9 in
vitro e in vivo.

La expresion de IlIG9 comienza en estadios tempranos del desarrollo, y
logramos detectar su expresion y localizacién en el estadio E13-E15, cuando ocurre
el proceso de especificacion de la glia radial hacia célula ependimaria (Spassky y
col. 2005). La distribucion de I11G9, durante el desarrollo embrionario y postnatal,
esta asociada a los complejos de union de la glia radial, lo cual es indicativo de una
posible funcion en la adhesion celular. Ademéas, en los estadios postnatales
aparecen células altamente positivas para 1G9, probablemente representando un
evento requerido para la correcta polarizacion ependimaria. Para evaluar la funcion
de IlIG9 en los estadios postnatales tempranos, decidimos analizar el fenotipo
resultante de la pérdida de IlIG9 in vitro e in vivo. Nuestro laboratorio cuenta con
adenovirus que permiten la inhibicién de la traduccion del ARN mensajero de 111G9

(AdsilllG9), o la inhibicion de Bgal (AdsiBgal), utilizado como control negativo.

En primera instancia, utilizamos un modelo in vitro para evaluar la inhibicion
de IlIG9. Decidimos analizar el fenotipo de la inhibicion de 1lIG9 en un cultivo
primario de neuroesferas, proveniente de la corteza de rata, E17. Adicionalmente
detectamos la expresion del mensajero de 11IG9 en las células en cultivo (Fig. 12,
Carril 9). Tras 24 horas, las esferas en suspension fueron traspasadas a un nuevo
frasco, y se agreg6 adenovirus inhibidor de 1G9 (Ad-silllG9) o control (Ad-siBgal).
Luego de 48 horas, las NE fueron sembradas en vidrio tratado con poli-L-lisina 'y se
realiz6 inmunomarcaje para I1IG9, GFAP como marcador de linaje astrocitico y

tubulina-Blll como marcador de linaje neuronal. Observamos que las neuroesferas
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tratadas con Ad-silllG9, representaron el doble de las neuroesferas tratadas con Ad-
siBgal (Fig. 21B). Tanto en la condicion control como en la inhibicion de 111G9, se
observo una transduccion parcial de los esferoides (Fig. 21C, G). En la condicion
control, la neuroesfera presenta 111G9 citoplasmatico, marcaje para tubulina-gllI (Fig.
21E) y un marcaje heterogéneo y discreto para GFAP (Fig. 21F). Observamos que
al inhibir 11IG9 en las neuroesferas, el inmunomarcaje para IlIG9 disminuye, el
marcaje para tubulina-Blll también disminuye levemente (Fig. 211), y de manera
interesante, el marcaje para GFAP aumenta y se generan células de morfologia
alargada (Fig. 21J). Estos resultados indican (si el modelo de cultivo emula la
condicion de desarrollo embrionario), que la inhibicion de 111G9 podria interferir en
la generacion de células positivas a tubulina-Blil, y promover la formacion de células

GFAP positivas de morfologia alargada.

En una segunda instancia, realizamos la inhibicion de 111G9 in vivo. Decidimos
evaluar el fenotipo resultante de la inhibicién de 111G9 en ventriculo lateral de rata
hacia el inicio de la diferenciacion ependimaria, desde el estadio P1, donde se
realiz6 una inyeccién unica de adenovirus control (Fig. 22 A, C, E G) o inhibidor (Fig.
22 B, D, F, H), que fueron mantenidos hasta P7, para su analisis. Los resultados del
ensayo inmunohistoquimico mostraron que, en los animales controles, la pared
ependimaria mantiene su integridad (continuidad); junto con la localizacion de
astrocitos subventriculares y en el parénquima cerebral. Estos resultados indican
gue la administracion unica del virus control al ventriculo lateral, (mantenido por 7
dias), no genera eventos de gliosis reactiva como respuesta al virus, y mantiene un

fenotipo equivalente al de un animal postnatal no inyectado. En los animales
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inyectados con el virus inhibidor, en cambio, se genera una gliosis reactiva, (Fig. 22
D, F, lineas punteadas), donde el marcaje para GFAP se exacerba. También se
observa un engrosamiento de la pared ventricular y se genera un cumulo de células
transducidas positivas a GFP, hacia la zona ventricular, que esta siendo rodeada

por la cicatriz astroglial.

Esta respuesta secundaria ocurre cuando existe injuria en el sistema
nervioso central, y se genera una cicatriz glial que permite aislar la zona de dafio o
de infeccion. Utilizando nuestro protocolo, no observamos dicho evento al inyectar
el virus control, por lo que la gliosis podria ser una consecuencia secundaria de la
disrupcion de la zona ventricular generada por la inhibicion de IlIG9 en el estadio
postnatal. El analisis inmunohistoquimico realizado no fue capaz de sugerir la

naturaleza de este cumulo de células transducidas que obstruye el ventriculo lateral.

Tabla 3. Evaluacién de caracteristicas fenotipicas presentes en el epitelio del

ventriculo lateral de rata de 7 dias postnatal, sometida a inyeccion Unica

Fenotipo evaluado Ad si-Bgal Ad si-llIG9
Transduccién pared ventricular lateral 6/6 3/3
Transduccién de plexos coroideos 6/6 3/3
Procesos radiales subventriculares GFP+ 6/6 0/3
Neuroblastos migratorios GFP+ en parénquima cerebral 6/6 0/3
Cumulos de células GFP+ hacia el ventriculo lateral 0/6 2/3

Analizamos cortes seriados de animales transducidos con Ad si-Bgal o Ad

si-1lIG9 en la busqueda de caracteristicas fenotipicas diferenciales, entre estas dos
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condiciones de trabajo (Tabla 3). Seis animales control fueron analizados, mientras
que 3 animales con inhibicién de 11IG9 fueron analizados. En todos los casos
evaluados, existe transduccion de la pared ventricular. Todos los animales
evaluados también presentaron transduccion de los plexos coroideos. En el caso
del control, se observé una transduccién intensa de la pared ventricular, de
morfologia tisular equivalente a un animal no transducido. También se observé la
presencia de numerosos procesos radiales elongados, que corresponderian a los
procesos de la glia radial postnatal, que toman contacto con la superficie pial.
Adicionalmente, observamos neuroblastos que migran a través de dichos procesos,
en el ventriculo lateral de los 6 animales control evaluados. En el caso de la pared
ventricular de los animales sometidos a la inhibicion de 111G9, observamos ciertas
areas ventriculares, donde no se detecto transduccion adenoviral. No se observan
procesos radiales subventriculares, asi como tampoco se observan neuroblastos
GFP+, en ninguno de los 3 animales evaluados. En 2 de 3 animales sometidos a Ad
si-lIG9, se detectaron cumulos de células transducidas que ocluyen el ventriculo

lateral (Fig. 22H como muestra representativa).

Los resultados presentados en este capitulo muestran que 111G9 se expresa
en estadios embrionarios, desde E11. En los estadios embrionarios se localiza en
la zona subventricular y ventricular, y se codistribuye con marcadores de adhesion
celular. En los estadios P3-P5, adicional a la localizacion de I1IG9 en los bordes
celulares, aparecen células de marcaje citoplasmatico intenso para IlIG9, que
siguen un gradiente posterior-anterior durante el periodo de maduracion

ependimaria. Ademas, la inhibicién de 111G9 durante el proceso de polarizacion del
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epitelio ependimario postnatal afecta de manera negativa el nimero de procesos
radiales y por consiguiente de neuroblastos migratorios generando una disrupcion
de la continuidad de la pared ventricular y un proceso de gliosis reactiva de manera

similar al inhibir 11IG9 en el epitelio ependimario adulto.
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Figura 21. La inhibicién adenoviral de IlIG9 en modelo de neuroesferas in vitro altera
el numero de neuroesferas y la expresion de marcadores astrociticos y neuronales.
Inmunocitoquimica de neuroesferas transducidas con virus inhibidor de 1G9 (Ad-silllG9) o
virus que inhibe Bgal (Ad siControl), las cuales fueron incubadas con anticuerpos anti 1G9
(rojo), anti Blll tubulina (E, 1 en blanco) o GFAP (F, J en blanco); GFP verde y Hoechst azul.
A. Esquema de protocolo utilizado para el cultivo de neuroesferas en condiciones de
suspension. B. cuantificaciéon del niumero de neuroesferas por cada 100 uL de medio
suplementado en las condiciones de cultivo. C-F. Andlisis inmunocitoquimico en
neuroesferas transducidas con adenovirus inhibidor de sipgal (Ad-siControl). G-J. Analisis
inmunocitoquimico en neuroesferas transducidas con adenovirus inhibidor de 1G9 (Ad-
silllG9).
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Figura 22. La inhibicién neonatal de 1lIG9 genera gliosis reactiva y desorganizacion
de la citoarquitectura ventricular alos 7 dias postnatal. En el estadio P1, se inyectaron
adenovirus control (Ad-siBgal) o inhibidor de 1G9 (Ad-silllG9) en ventriculo lateral y fueron
mantenidos hasta P7 para su andlisis. Inmunofluorescencia en cortes coronales de 40 pm
de cerebro de rata P7 fijada con para-formaldehido e inmunomarcado contra GFAP;
transduccién con GFP (verde) y Hoechst (azul). A, C, E G. Inyeccion de adenovirus Ad-

siBgal. B, D, F, H. Inyeccion de adenovirus Ad-silllG9. Barra de aumento 200 um.
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4.3. Capitulo 3. Analisis del efecto de laganancia de funcién de llIG9 en lalinea
celular de ependimoma DKFZ-EP1NS.

La glia radial de rata expresa y localiza IlIG9 durante el desarrollo
embrionario, y aumenta su expresion durante el proceso de maduracién y
polarizacion ependimaria postnatal en condiciones fisioldgicas. En humano adulto,
1G9 se expresa en tejidos multiciliados (lvliev y col. 2012), sin embargo, ain queda

por dilucidar si la glia radial humana también expresa y localiza 111G9.

En el contexto fisiopatol6gico humano, la glia radial humana puede generar
un subtipo de tumores conocidos como ependimomas. Los ependimomas presentan
caracteristicas ultraestructurales, inmunohistoquimicas, moleculares y genéticas
similares a la glia radial (Taylor y col. 2005). Dentro de los ependimomas que
pueden ocurrir asociados a las cavidades ventriculares, existe un subgrupo de
ependimoma supratentorial, altamente metastasico conocido como “Rela-Fusion”
(Parker y col. 2014), el cual fue caracterizado genéticamente, y presenta rearreglos
aberrantes hacia el brazo largo del cromosoma 11. En humano, el locus del gen que
codifica a 1lIG9 se ubica dentro de dicha area de rearreglos patolégicos, lo cual
genera la interrogante sobre la expresion y localizacion de 111IG9 en un modelo de

ependimoma derivado de la glia radial humana.

Nuestro laboratorio cuenta con la linea celular de ependimoma llamada
DKFZ-EP1NS, obtenida a partir de ependimoma de paciente infantil. Esta linea
celular fue caracterizada y presenta la caracteristica de “Rela-Fusién” (Sabnis y col.
2019). En este capitulo evaluamos la presencia de Il1IG9 en esta linea celular, su

comportamiento en cultivo, y los efectos de la sobreexpresion de I11G9.
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En una primera instancia, realizamos un estudio para evaluar el
comportamiento de la linea celular en el tiempo, utilizando la tecnologia de andlisis
en célula viva Incucyte®. Esta tecnologia permite el analisis de las caracteristicas
morfolégicas de una linea celular en cultivo, en tiempo real, ya que cuenta con la
posibilidad de tomar fotografias dentro de la estufa de cultivo, y el software de su
fabricante permite la cuantificacion de diversos parametros, y evaluamos el
porcentaje de confluencia del cultivo en el tiempo (Fig. 23). Observamos un aumento
de la confluencia en los primeros dias de cultivo. Desde el cuarto dia en cultivo, el
porcentaje de confluencia disminuye significativamente desde un 20% a los 4 dias

hasta un 8% en noveno dia de cultivo (Fig. 23A).

Al analizar las imagenes, observamos que existe una primera etapa de
proliferacion, seguida de una etapa de formacion de esferoides. Estos esferoides,
cuando estan cercanos entre ellos, comienzan a fusionar sus estructuras para
formar un esferoide de mayor tamafio (Fig. 23B). Esto genera un aumento del
volumen (aumento plano Z), y por consiguiente una disminucion del area
cuantificada por el software de Incucyte®. Esto corrobora que esta linea celular
posee poca adherencia en la placa, utilizando nuestro protocolo de cultivo, ya que,

en cultivo, un porcentaje de estos esferoides se mantiene en suspension.

Posteriormente, evaluamos la expresion del mensajero de 111G9 en esta linea
celular de ependimoma. Para esto utilizamos partidores especificos para amplificar
un producto de PCR de 233 pb. (Fig. 24). Validamos la especificidad de los
partidores amplificando a partir de un plasmido de expresion de 1G9 humano

(PCMV-sport6-hllIGIL). Luego utilizamos distintas temperaturas de alineamiento,

100



utilizando cDNA de EP1NS que fue mantenida en cultivo durante 7 dias, dando una
temperatura 6ptima de 60°C. Estos resultados muestran que el ARN mensajero de

1G9 humano se expresa en la linea celular de ependimoma EP1NS.

Luego quisimos evaluar la localizacion de IlIG9 a nivel de proteina en esta
linea celular. Para lo cual, realizamos un andlisis inmunocitoquimico de esferoides
de EP1INS. Las células fueron cultivadas por 7 dias. Posteriormente, los esferoides
formados fueron fijados y procesados para su analisis (Fig. 25). Mediante la
utilizacién de este anticuerpo, no logramos localizar 111G9 en la estructural esferoidal
(Fig. 25A). Pan-cadherina marca los complejos de union célula-célula (Fig. 25B), sin
embargo, también se encuentra en el citoplasma en un porcentaje importante. Este
anticuerpo fue generado en conejo utilizando [lIG9 de rata recombinante como
inmundgeno. Existe un 85% de identidad de secuencia entre [1IG9 de rata y 1G9
humano, por lo que pudiese existir la posibilidad de que este anticuerpo no detecte
1G9 humano. Para responder esta interrogante, utilizamos un anticuerpo comercial
(HPA039067), dirigido contra I11IG9 humano. Realizamos un ensayo de Western Blot
(Fig. 26) para determinar la presencia de I1IG9 a nivel de proteina en la linea celular
EP1NS. Para esto, utilizamos extractos de proteinas totales de EPINS de 4y 7 dias
de cultivo. En ambas condiciones, no fue posible localizar 111G9 (Fig. 26, carril 2-4).
Para validar estos resultados, sobreexpresamos I11IG9 humano mediante la
transfeccion plasmidial en la linea celular HEK293T. Utilizando 5 pug y 100 pg, de
proteinas totales de HEK 293T sin transducir, no detectamos sefal para 1G9 en
dicha linea celular (Fig. 26, carril 7 y 9). En el caso de la transfeccion, detectamos

tres bandas intensas cercanas a los 42, 30 y 25 kDa (Fig. 4, carril 8) utilizando 5 ug

101



de proteinas totales. Adicionalmente utilizamos proteinas totales de epéndimo (Fig.
26, carril 5) y testiculo (Fig. 26, carril 5) de rata adulta, para determinar si este
anticuerpo permite la localizacion de 1G9 de otra especie. En el caso de epéndimo,
1G9 no fue inmunodetectado, mientras que, en testiculo, se observa una Unica
banda tenue, en los 45 kDa (Fig. 4, carril 5). Estos resultados validan la especificidad
del anticuerpo, el cual detecta [IG9 humano de manera especifica, y permite

detectar parcialmente 111G9 de rata.

Nuestros resultados de Western blot indican que la linea celular EPINS no
expresa la proteina 111G9 en nuestras condiciones de cultivo. Un detalle importante
a considerar, es la presencia de multiples bandas al sobreexpresar 111G9 en una

linea celular, que en condiciones normales de cultivo no la expresa.

La linea celular EP1INS, aun cuando expresa el mensajero de 111G9, no logra
traducir este mensajero a proteina en niveles detectables. Considerando que es una
linea “Rela-Fusion”, es posible que el gen de 11IG9 presente mutaciones que impidan
su traduccion a proteina. Posteriormente, nos preguntamos cual seria el fenotipo
resultante de la sobreexpresion de I1IG9 en esta linea celular. En nuestro laboratorio
contamos con vectores de pasaje pCR-Blunt TOPO que tienen inserto la isoforma
corta o larga de 11IG9 de rata, con extremos de corte para BamHI, el cual fue utilizado
para el subclonamiento en el vector de expresion bicistrénico pAAV-Ires-GFP (Fig.
31, Anexo). Se obtuvo un vector que presenta la isoforma corta (pAAV4-rllIG9s-Ires-

GFP) y un vector con la isoforma larga (pAAV4-rllIGIL-Ires-GFP) orientados
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Figura 23. La linea de ependimoma EP1NS disminuye su confluencia en condiciones
de cultivo para generar esferoides. La linea celular EP1INS fue cultivada en medio
neurobasal suplementado con EGF, FGF y heparina, se sembraron 20.000 células por
pocillo en placas de 96 pocillos. Tras el sembrado, las placas fueron mantenidas en cultivo
por 10 dias, y durante dicho tiempo fueron analizadas mediante el sistema de analisis en
célula viva Incucyte®. Se tomaron 4 fotografias por pocillo, cada 2 horas, por 10 dias
utilizando el objetivo 10x. A. Comportamiento de la confluencia en EP1NS en el tiempo.
Existe una disminuciéon en la confluencia debido a la formacion de esferoides que
disminuyen el area de adhesion a la placa. B. Imagenes representativas de un cultivo de
linea celular EP1INS alos 2, 4, 6 y 8 posteriores alsembrado de la placa. Barra de tamafio,
200 pm.
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Figura 24. La linea celular EP1INS expresa el ARNm de 1lIG9. Estandarizacién de
partidores y deteccion del ARNm de IlIG9 en linea celular EP1NS. A. Carril 1: marcador de
peso molecular. Carril 2: control sin plasmido. Carril 3y 5: Se utilizé el vector de expresion
plasmidial de 11IG9 de rata (pAAV-4 rllIGOL-Ires-GFP9 para amplificacion por PCR. Carril 4
y 6: Se utilizé el vector de expresion plasmidial de 1G9 humano (pCMV-Sport6-hllIG9OL)
para amplificacion por PCR. Carril 3 y 4: Amplificacién de un producto de 223 pb utilizando
partidores dirigido a la secuencia de [1IG9 humana. Carril 5y 6: Amplificacion de un producto
de 277 pb utilizando partidores dirigidos contra la secuencia de IlIG9 de rata. B.
Estandarizacién de temperatura de alineamiento dptima utilizando partidores que amplifican
un producto de 223 pb a partir de la secuencia de IlIG9 humana. Se utilizé cDNA de EP1NS
mantenida en cultivo durante 7 dias. Carril 1. marcador de peso molecular. Carril 2:
temperatura de alineamiento de 55°C. Carril 3: 58°C. Carril 4: 60°C. Carril 5: 62°C.
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1G9 Pan-Cadherina

Superposicion

Figura 25. IlIG9 no es localizado en la linea celular EP1INS mediante
inmunocitoquimica. La linea celular fue mantenida en cultivo por 7 dias, se tomé el
sobrenadante, las células fueron pegadas a vidrios con poli-L-lisina, fijadas con
paraformaldehido, inmunomarcadas con anticuerpos contra IIG9 y pan cadherina, y
analizadas mediante microscopia confocal. A. 1lIG9 no es localizado en la linea celular
EP1INS utilizando el anticuerpo descrito previamente. B. Los complejos de union son
inmunomarcados en la estructura esferoidal, sin embargo, también se encuentra en
citoplasma en un porcentaje importante. C. Marcaje para lIG9 y marcaje nuclear. D.

superposicién de inmunofluorescencia. Barra de tamafio 50 um.
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Figura 26. IlIG9 no es detectado en la linea celular EP1NS.

Andlisis de western blot para IlIG9 en extractos de proteinas totales de diversos tejidos y
lineas celulares, utilizando como control un extracto de proteina con IlIG9 humano
sobreexpresado. Carril 1: Marcador de peso molecular. Carril 2: Extracto de proteinas
totales (EPT) de linea celular EP1NS de 4 dias en cultivo (100 pg). Carril 3: EPT de linea
celular EP1NS de 7 dias en cultivo, transducida con adenovirus Adsipgal por 3 dias. Carril
4: EPT de linea celular EP1NS de 7 dias en cultivo transducida con adenovirus inhibidor de
1G9 AdsilllG9. Carril 5. EPT de epéndimo de rata adulta (100 pg). Carril 6: EPT de testiculo
de rata adulta (100 ug). Carril 7: EPT de linea celular HEK293T (5 ug). Carril 8: EPT de
linea celular HEK293T transducida con plasmido de sobreexpresion de la isoforma larga de
1G9 humano, hlIGIOL (5 pg). Carril 9: EPT de linea celular HEK293T (100 ug). Las
muestras de EPT fueron tratadas con b-mercaptoetanol, calentadas por 8 min a 95°C,
cargadas en gel de 10% acrilamida, transferidas por 1 hora a 100V a membrana de PVDF,

e incubadas con anticuerpo policlonal anti [1IG9-humano (HPA039067).
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correctamente y validados mediante secuenciacién, mostrando un 100% de
identidad con las secuencias de las isoforma larga (AY032665.1) y corta
(AY032664.1) de IlIG9 de rata. Los plasmidos generados permiten la expresion de
1G9 y GFP como proteinas separadas, a partir de un mismo ARN mensajero. Para
verificar la expresion de las isoformas, se transfectaron los vectores pAAV-IIIG9s-
Ires-GFP (Fig. 27 A-F) y pAAV-IlIGOL-Ires-GFP (Fig. 27G-L). Tras 48 hrs post-
transfeccion, las células fueron fijadas, se realiz6 inmunodeteccion de 111G9
asociada a fluorescencia y se analizé por microscopia confocal. Observamos que
tanto la isoforma corta (Fig. 27A-F) como la isoforma larga (Fig. 27G-L) de 11IG9 son
inmunodetectadas en células que expresan GFP. La intensidad de fluorescencia de
GFP tiene relacién con la intensidad de marcaje para I11G9. No se detecta I11G9 en
células no transfectadas circundantes. El porcentaje de transfeccion a las 48 hrs
vario entre un 20-40%, dependiendo del campo escogido. La distribucion de GFP
es uniforme a nuclear dentro de la célula, mientras que la distribucion de 11IG9 es
principalmente citoplasmatica. No se detectd 111G9 en células transfectadas con el

vector vacio (datos no mostrados).

Luego, utilizamos el vector que permite la expresion de la isoforma larga de
1G9 (pAAVA-rllIGIL-Ires-GFP) para evaluar el efecto de la expresion de 1G9 en
la linea celular EP1NS. Para esto, utilizamos el sistema de analisis en célula viva
Incucyte®. Analizamos el parametro de confluencia, sin embargo, no se observo
una disminucion similar a lo observado en la figura 23. Uno de los factores que
pudieron influir en este cambio es el protocolo utilizado para la transfeccién. Tras la

transfeccion, el medio de cultivo no fue reemplazado, para evitar cambios en los
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valores entregados producto del movimiento al remover y devolver la placa al
sistema Incucyte. Se analizé el &rea de las células GFP+ transfectadas (Fig. 28).
Desde el dia 2 se inicia el aumento del area de fluorescencia en ambas condiciones
experimentales, indicativo del proceso de mitosis de las células transfectadas en
cultivo. Cinco dias posterior a la transfeccién, se observé un area promedio
significativamente mayor, utilizando el vector de expresion de 111G9, con respecto al
vector control. Dicho comportamiento se mantiene hasta 6,5 dias post-transfeccion.
Las células EP1INS que expresan IlIG9 aumentarian su superficie respecto del
control. Sin embargo, esta aproximacion experimental no logra inducir un alto
porcentaje de transfeccion dentro de la placa, utilizando nuestro protocolo, lo cual
podria indicar que dicho fenotipo podria ser mas pronunciado. Una aproximacion
para optimizar el porcentaje de células positivas a GFP corresponderia a la

utilizacion de adenovirus, o virus adeno-asociado para inducir la expresion de 111G9.

Los resultados de este capitulo muestran que la linea celular de ependimoma
EPINS disminuye su confluencia al disminuir su area mediante la formacion de
esferoides. Esta linea celular expresa el mensajero para IlIG9, pero no es detectado
a nivel de proteina, lo cual puede ser indicativo de mutaciones o deleciones en su
secuencia, evento caracteristico de los ependimomas “Rela-Fusion”. La expresion
de IlIG9 en esta linea celular genera un aumento del area de las células GFP+,
revirtiendo parcialmente el comportamiento del cultivo donde ocurre una

disminucién del area de cultivo producto de la formacion de esferoides.

109



Superposicion

Transfeccion IIIG9 corto

111IG9/Hoechst

Transfeccion IIIG9 largo

Figura 27. Andlisis inmunocitoquimico de IlIG9 en células HEK293AAYV transfectadas
con los vectores pAAV llIG9s-lres-GFP y pAAV IIIGIOL-Ires-GFP. Las células fueron
fijadas 24 hrs post-transfeccion y se realizé marcaje para IlIG9 (rojo) y nucleo (azul). A-F.
Células transfectadas con vector de expresion de la isoforma corta de lIG9 y GFP. G-L.
Células transfectadas con vector de expresion de la isoforma larga de 111IG9 y GFP. Aumento
20X.
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Figura 28. El area de las células EPINS que sobreexpresan IlIG9 presentan un
incremento respecto al control. La linea celular EPINS fue cultivada en medio
neurobasal suplementado con EGF, FGF y heparina, se sembraron 20.000 células por
pocillo en placas de 96 pocillos. Un dia tras el sembrado fueron transfectadas con un vector
de expresion bicistronico para lIG9 y GFP (pAAV-IIIGIL-Ires-GFP, linea roja) o un vector
gue solo expresa GFP (pAAV-Ires-GFP, linea verde) utilizando lipofectamina, las placas
fueron mantenidas en cultivo por hasta 6 dias, y durante dicho tiempo fueron analizadas
mediante el sistema de analisis en célula viva Incucyte®. Se tomaron 4 fotografias por
pocillo, cada 2 horas, por 10 dias utilizando el objetivo 10X. 5 dias posterior a la
transfeccion, se observé un area promedio significativamente mayor utilizando el vector de
expresion de 111G9. Dicho comportamiento se mantiene hasta los 6,5 dias post-transfeccion.
A. Andlisis de area promedio de células positivas a GFP. B. Imadgenes representativas de
un cultivo de linea celular EP1INS a los 2, 4, 6 y 8 posteriores al sembrado de la placa. B.
Imagenes representativas del cultivo de la linea celular EPINS a los 6 dias en las

condiciones de trabajo. Barra de tamafio, 50 um.
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5. DISCUSION

Numerosas patologias asociadas a una disfuncionalidad ciliar conocidas
como ciliopatias generan cuadros clinicos como inversion visceral (situs inversus),
infecciones respiratorias, debido a un bajo clearance mucociliar, infertilidad o
hidrocefalia (Fliegauf y col. 2007). Existe un creciente interés en investigar las
distintas proteinas asociadas al cilio, y cientos de proteinas ya han sido descritas
en detalle. Recientemente, se han realizado estudios enfocados en identificar el
proteoma de las células multiciliadas (Patir y col. 2020; Sim y col. 2019), sin
embargo, dichos esfuerzos se han enfocado en identificar algunos candidatos, sin
abarcar a cabalidad estudios funcionales asociados. Un mayor entendimiento sobre
las proteinas efectoras involucradas en la diferenciacion, maduracion vy
funcionalidad del epitelio multiciliado, podra entregar herramientas para generar
estrategias clinicas dirigidas al mantenimiento y la reparacion de este tipo particular
de epitelio. Uno de estos factores es 111G9, que ha sido de interés reciente en nuestro
laboratorio, y el enfoque principal de este trabajo. En esta tesis nos dirigimos a
evaluar la expresion de 111G9 en el sistema nervioso central (SNC) de rata adulta y
durante el desarrollo, y el efecto de la inhibicion o sobreexpresion de 11IG9 en

distintos modelos in vitro e in vivo.
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5.1. Localizacion de IlIG9 en los cilios moviles

La localizacion tisular de 11IG9 reportada previamente mediante el uso de un
anticuerpo comercial inducido contra la secuencia humana, indica que esta proteina
se localiza a nivel de los cilios presentes en células de la traquea, trompas de
Falopio, cerebelo, bronquios y testiculo humano (Uhlen y col., 2015; Ivliev y col.,

2012)(http://www.proteinatlas.ora/ENSG00000162148-PPP1R32/tissue).

Generamos un anticuerpo policlonal en conejo contra la isoforma corta de 1G9 de
rata (Cifuentes y col. 2018) para caracterizar la localizacion de IIIG9 en el sistema
ventricular del SNC de rata adulta. Nuestros resultados demostraron que 1G9 se
localiza en los ventriculos laterales, tercer ventriculo dorsal y cuarto ventriculo de la
pared ependimaria multiciliada, mientras que no es detectado a nivel del érgano
subcomisural o los plexos coroideos. Mediante el analisis inmunohistoquimico, 111G9
se localizo principalmente en el citoplasma y los cilios ependimarios. No realizamos
una caracterizacion hacia el canal espinal, pero se ha demostrado la presencia del
ARN mensajero para IlIG9 en el canal espinal de raton adulto (Allen Spinal Cord

Atlas 2008) (http://mousespinal.brain-map.org/imageseries/show.html?id=100019141), lo

gue indica que es probable que IlIG9 se localice en las células ependimarias del

canal espinal, al menos durante el estadio adulto.

Un aspecto interesante es la ausencia de localizacion de 111G9 en la pared
del tercer ventriculo ventral, donde el epitelio ependimario es reemplazado por
distintas subpoblaciones de tanicitos. Los tanicitos son células que se diferencian a
partir de la glia radial, y en rata este proceso ocurre entre los ultimos dos dias

embrionarios, y las primeras semanas de vida postnatal (Rodriguez y col, 2005).
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Tanto la morfologia como las funciones de los tanicitos son notoriamente diferentes
a la de las células ependimarias. Su cara apical llega al lumen ventricular y estan
en contacto directo con el LCR, presentan numerosas microvellosidades, y solo uno
o dos cilios (Lopez-Gambero y col. 2019). Nuestros resultados de cuantificacion del
mensajero de IlIGY, en las distintas subpoblaciones celulares del tercer ventriculo
mediante gRT-PCR, mostraron que los tanicitos a presentan el mensajero de 1G9
en baja concentracion respecto a las células ependimarias (E1), sin embargo, 111G9
no es inmunolocalizado en tanicitos a o B. La diferencia entre la presencia del
mensajero y la ausencia de localizacion de 11IG9 en tanicitos a pudiese explicarse
por la cercania de estos tanicitos a las células ependimarias en el tercer ventriculo,

lo que dificulta una separacion precisa mediante la técnica de microdiseccion laser.

Recientemente se identificaron los distintos subtipos celulares presentes en
el tercer ventriculo mediante wholemount (Mirzadeh y col. 2017), y se determino la
presencia de células E2 que corresponden a los tanicitos a y presentan dos cilios
de estructura axonemal (9+2), mientras que los tanicitos B presentan un cilio de
estructura axonemal (9+0) inmavil. La estructura (9+2) de las células E2 supone que
estos cilios podrian ser moéviles (Alfaro-Cervello y col. 2012). Sin embargo, es poco
probable que las E2 contribuyan de manera significativa al flujo del LCR en el tercer
ventriculo, por lo que pudiese tener funciones sensoriales similares a las del cilio
primario (Mirzadeh y col. 2017). La presencia del mensajero de I1IG9 en los tanicitos
a podria ser un indicio de la motilidad de dichos cilios, o de un origen celular distinto
entre ambos tipos de tanicitos, permitiendo que I1IG9 sea expresado en tanicitos a

y no en tanicitos . Para el desarrollo de esta tesis enfocamos nuestro interés en

115



los ventriculos laterales, por lo que no tenemos informacion detallada de la
codistribucion subcelular de 11IG9 con marcadores ciliares o marcadores de uniones
célula-célula en tercer ventriculo. Esto sera de interés para futuras evaluaciones en
la identificacion de una posible localizacién ciliar de 111G9 en los tanicitos a. Estudios
de inmunohistoquimica utilizando nuestro anticuerpo dirigido contra 111IG9 mediante
wholemount nos permitird entregar mayores detalles al respecto. Esto a futuro
podria permitir generar un método complementario a la determinacion de subtipos
celulares en el epitelio ventricular, basado en la dindmica de localizacion subcelular
de 1IG9 hacia la zona apical, o también utlizando otros marcadores que
clasicamente han sido utilizados para identificar a las células ependimarias, como
vimentina o GLUT-1, utilizando la inmunohistoquimica del epitelio ventricular desde

la cara apical (wholemount).

De manera similar al caso de los tanicitos q, la presencia de cilios que poseen
motilidad transiente en las células epiteliales de los plexos coroideos (Narita y col.
2012) sugiere que I1IG9 podria estar presente en este epitelio de forma transiente.
Nuestros resultados de inmunohistoquimica en el SNC adulto mostraron que los
plexos coroideos no son inmunomarcados utilizando nuestro anticuerpo. No
tenemos antecedentes acerca de la expresion del ARN mensajero I1IG9 en plexos
coroideos, sin embargo, no seria de sorprender que el mensajero de IlIG9 pudiese
ser expresado por los plexos coroideos de manera similar a lo mostrado para los
tanicitos a o las células ependimarias del canal espinal, al menos en baja proporcion

respecto de las células ependimarias E1.
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5.2. lIG9y el cilio primario

El cilio primario se proyecta como un unico organelo en la superficie de la
mayoria de los tipos celulares en vertebrados. Este nace a partir de un cuerpo basal
capacitado desde el centriolo madre. El cilio primario posee una composicion Unica
de receptores que le permite funcionar como una antena en la transduccion de
sefiales y es capaz de sensar distintas moléculas (Ishikawa y Marshall, 2011). Hasta
la fecha, no ha existido una asociacion de I1IG9 con el cilio primario, y nuestras

conclusiones previas estaban dirigidas a su asociacion exclusiva al cilio movil.

Durante el desarrollo postnatal temprano, nuestros resultados mostraron
puntos unicos discretos positivos a I11IG9, en la zona apical de algunas células de la
pared ventricular durante el desarrollo postnatal. Estos son facilmente identificables
entre los estadios P7 y P10. Las células que presentan este punto discreto poseen
un tamafio apical menor que la célula ependimaria. Es posible que este tipo celular
corresponda a la glia radial postnatal, o a astrocitos B1 nacientes, y que estos
puntos unicos discretos positivos a 111G9 correspondan al cilio primario de estas

células.

Una mayor tasa proliferativa de las células presentes en la pared ventricular
embrionaria respecto de la pared ventricular postnatal podria explicar una mejor
identificacion de estos puntos discretos positivos a 111G9. Durante el ciclo celular, las
células que estan en estado GO pueden ensamblar un cilio primario, mientras que,
durante el proceso de division celular, este organelo es desensamblado. Se ha
determinado que las células Bl son principalmente quiescentes luego de su

generacion embrionaria (Fuentealba y col. 2015). [lIG9 podria estar siendo

117



distribuido al cilio primario en las células ventriculares de los estadios postnatales
tempranos, puesto que hay mas células en la pared que estan en estado GO
respecto de su contraparte embrionaria. La localizacién de lIG9 en puntos Unicos
discretos, en la zona apical de las células que no localizan 11IG9 citoplasmatico,
sugiere que son cilios primarios presentes en la glia radial postnatal o en las células

B1.

Recientemente, se realiz6 un andlisis de prote6bmica evolutiva respecto de
las asociaciones del cilio y diversas vias de sefializacion. En este trabajo se utilizo
un modelo in vitro para la generacion de cilio primario utilizando la linea celular
IMCD3, que proviene desde los tubulos colectores de rifidn de ratdn. Se utilizo esta
linea celular para realizar un screening de proteinas para determinar su localizacion
en el cilio primario, entre ellas 111G9 (Sigg y col. 2017). Los resultados mostraron
gue la proteina de fusion 11IG9-GFP es capaz de localizarse en la base del cilio
primario (Figura 32, Anexo). También se ha determinado que ciertas proteinas
ciliares se localizan solo en el cilio primario, mientras que otras solo en los cilios
moviles, asi como proteinas que estan presentes en ambos (Sigg y col. 2017). Esta
corresponde a la primera evidencia de que IlIG9 podria asociarse al cilio primario

ademas del cilio mavil reportado por nuestro laboratorio (Cifuentes y col. 2017).

Es posible que IlIG9 posea una secuencia de importe ciliar que le permita
localizarse tanto en los multiples cilios moviles, asi como también en el cilio primario.
Sin embargo, nuestros resultados son insuficientes para determinar que estos
puntos discretos correspondan realmente a una localizacién de IlIG9 en el cilio

primario. Esta localizacion representa un resultado importante para iniciar la
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basqueda de 11IG9 en otros tejidos. Nosotros hipotetizamos que 111G9 podria estar
presente en el cilio primario de la glia radial postnatal en etapa GO. Posteriormente,
durante la transicion de glia radial a célula B1, dicho marcaje se pierde. Futuros
estudios podran determinar esta posible localizacion de IlIG9 a nivel del cilio

primario durante el desarrollo de la glia radial especificada a célula ependimaria.

5.3. llIG9y las uniones célula-célula

Se ha determinado que muchas, sino todas las proteinas ciliares se localizan
y poseen funciones fuera del cilio. Estas funciones extraciliares incluyen la
regulacion del ciclo celular, regulacion del citoesqueleto y el trafico de proteinas al
interior de la célula. Estas proteinas se han observado en el nucleo, el aparato de
Golgi, e incluso en la sinapsis inmune de las células T, que corresponden a células
no ciliadas (Hua y col. 2018). Dentro de las localizaciones extraciliares, poco se
conoce de proteinas de localizacion ciliar en los bordes celulares. Una de ellas,
RPGR (retinitis pigmentosa GTPase regulator), ademas de regular la formacion del
cilio primario, regula la estabilidad de los filamentos de actina. Un knock-down de
RPGR disminuye la adhesion a fibronectina, disminuye la activacion de la cinasa de
adhesion focal FAK (focal adhesion kinase), y las células expresan menores niveles
de integrina 31 a nivel de superficie, afectando la formacién de adhesiones focales

y disminuyendo la adhesion celular (Gakovic y col. 2011).

Nuestro trabajo postula que 1G9 cumple una funcion en la mantencién de
las uniones célula-célula. Los resultados mostrados en este trabajo han demostrado
una codistribucion de IlIG9 junto a marcadores de union célula-célula como [3-
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catenina y Pan-cadherina en las células ependimarias adultas. La localizacion de
1G9 se mantiene en los bordes celulares en células ependimarias aisladas.
Ademés, durante el desarrollo embrionario, la glia radial presente en la zona
ventricular localiza I11G9 en los bordes celulares desde el estadio E13, y se observa
la codistribucién precisa de 111IG9 con pan-cadherina en wholemount de ventriculo
de rata E17, lo cual demuestra la localizacion extraciliar de 111G9 tanto en el periodo
de especificacion y diferenciacion ependimaria, asi como también en el estadio

adulto.

Un comportamiento inesperado corresponde al aumento del inmunomarcaje
citoplasmatico para IlIG9 durante el estadio P1-P7 con una distribucion tipo
mosaico, ademas del marcaje mencionado hacia los bordes celulares. Este es el
periodo en el cual comienza la maduracion ependimaria, asi como también la
expansion ventricular durante el estadio postnatal temprano. Se ha determinado en
raton, que el area de la superficie ventricular se duplica desde el estadio E17,5 al
P15 (3,19 mm? a 5,97 mm?), mientras que el area no varia significativamente entre
los estadios P15 al P40 (Redmond y col. 2019). Esto demuestra que la dilatacion
ventricular es un proceso critico que ocurre en los estadios embrionarios tardios y
postnatales tempranos, periodo donde ocurre la diferenciacion y maduracion
ependimaria. De manera contraintuitiva, el nimero de células durante este periodo
disminuye hasta un 44%, y las células ependimarias E1 en proceso de maduracion
aumentan su area apical respecto de las células B1 (Redmond y col. 2019). Esta

expansion del area ependimaria va en directa relaciéon con el aumento del

120



tamafio de las células que sobreexpresan 1lIG9, a nivel del citoplasma en

estadios postnatales.

Este notorio aumento citoplasmatico de 111G9 podria ser un evento temprano
requerido para la formacion o localizacién de los cuerpos basales o el ensamblaje
ciliar en las células ependimarias inmaduras. Se ha demostrado que las células con
cuerpos basales en P3 comienzan progresivamente a formar clusters de células,
gue aumenta hasta el estadio P11 donde la mayoria del epitelio ependimario posee
cuerpos basales (Zerihun, L. Honors Thesis, 2016). De manera similiar nuestros
resultados mostraron que desde el estadio P3-P5 se observan clusters de células
ependimarias inmaduras positivas a [lIG9 citoplasmatico. Es posible que dichos

clusters de células provengan de una misma glia radial progenitora.

5.4. Efectos de la inhibicion de 1G9

La posibilidad de reparar tejidos dafiados por injuria es fundamental para la
biologia de los vertebrados, y esencial para la sobrevivencia. En el sistema nervioso
central, las células gliales mantienen la citoarquitectura y la regulacion homeostatica
de la zona ventricular/subventricular, y son las primeras en responder ante insultos.
Su respuesta depende de la etiologia y duracion del dafio a nivel de SNC (Burda y

col. 2014).

Para evaluar la funcion de 111G9 en las uniones célula-célula y la mantencion
del fenotipo ependimario, en este trabajo hemos estudiado estrategias para la

inhibicidon de lIG9 in vitro e in vivo mediante la transduccién adenoviral de un ARN
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de interferencia. Realizamos la inhibicién en un modelo in vitro de neuroesferas en
suspension que emula el desarrollo embrionario de la corteza cerebral embrionaria,
en modelo in vivo neonatal, periodo donde se inicia la maduracion ependimaria, y
en un modelo in vivo adulto, para evaluar el efecto de la inhibicion sobre la

polarizacion ependimaria y la mantencion de la citoarquitectura ventricular.

Nuestros resultados mostraron que el cultivo de neuroesferas en suspension
expresa y localiza Il1G9. La inhibicion de 111IG9 en este modelo provocé el aumento
de la cantidad de neuroesferas en la placa de cultivo, y se observaron células
positivas a GFAP que poseen una morfologia alargada. Estos resultados son
relevantes, ya que valida la utilizacion de este modelo in vitro en futuros estudios
funcionales de I1IG9, puesto que la gran mayoria de las lineas celulares en cultivo
no expresan esta proteina. Analizamos también los efectos de la inhibicion de 1G9
en animales P1 mediante la inyeccion unica del virus inhibidor en ventriculo lateral,
mantenido durante 7 dias. La pared de los ventriculos laterales es transducida al
igual que los plexos coroideos. Encontramos procesos radiales positivos a GFP,
gue corresponderian a la glia radial remanente; también observamos neuroblastos
migratorios positivos a GFP en parénquima cerebral, usualmente asociados a estos
procesos radiales positivos a GFP. Esto corresponde al proceso de migracion de
neuroblastos desde la zona ventricular hacia el espesor cortical. El proceso apical

se une a la glia radial adyacente via uniones adherentes basadas en cadherinas.

Las adhesiones célula-célula basadas en cadherinas son requeridas para la
adhesion y la polaridad de los progenitores embrionarios (Kuo y col. 2006). Durante

el periodo gliogénico (E16-P15) algunas células de la glia radial pierden las uniones
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adherentes y su contacto apical para transformarse en astrocitos. Otras células
radiales retraen su proceso basal manteniendo sus uniones adherentes para
diferenciarse en células ependimarias (Rasin y col. 2007). La inhibicién de 111G9
afecta negativamente la migracion de neuroblastos desde la zona ventricular hacia
la zona pial. Este resultado es interesante ya que podria indicar que la migracion
cortical perinatal requiere de la expresion de IlIG9 en la zona ventricular para
sostener la citoarquitectura ventricular-subventricular. Se generé una
desorganizacion de la citoarquitectura ventricular en la cual camulos de células
invaden la cavidad ventricular, siendo rodeada por una cicatriz glial formada
principalmente por astrocitos que sobreexpresan GFAP. La inhibicion de 111G9
podria afectar las uniones célula-célula de la glia radial postnatal provocando una

desorganizacion exacerbada y posterior pérdida de estos procesos radiales.

Posteriormente, analizamos los efectos de la inhibicion de [1IG9 en epéndimo
adulto mediante la inyeccién continua de adenovirus. Nuestros resultados
corroboran la eficacia de la inhibiciéon de virus Ad-silllG9-GFP in vivo, ya que el
analisis por inmuno-marcaje demostré que células transducidas no expresaron
[11G9. La inhibicion de IlIG9 in vivo genera gliosis reactiva caracteristica de una
respuesta secundaria, como activacion de astrocitos y oligodendrocitos en
respuesta a una injuria en el sistema nervioso central (Deren y col. 2010; Xu y col.
2012), generando una cicatriz glial que es independiente del protocolo utilizado para
la inhibicién, ya que el control genera un fenotipo equivalente a los animales no
tratados. La disrupcion de la citoarquitectura epitelial en la cavidad ventricular

transducida gener6 una deslocalizacion del marcaje para IlIG9 en las células no
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transducidas, lo cual sugiere que la localizacién de IlIG9 en los complejos de unién
es requerida para la mantencion de la polarizacion ependimaria. La inhibicion de
1G9 también genera un cumulo celular en la cavidad ventricular la cual presenta

células transducidas en verde.

Es posible que la pérdida de células ependimarias y la presencia de virus en
el ventriculo induzcan la Infiltracion leucocitaria en la zona de la lesion (Burda y col.
2014). Estos leucocitos pueden ser a su vez transducidos por la administracion
continua de virus expresando GFP. Otra aproximacién que podria explicar este
fendmeno es que la inhibicion continua de 11IG9 provocaria la transformacion del
epitelio ependimario transducido en ceélulas neoplasicas, las cuales pudiesen
desarrollar un tumor ventricular (Moynihan y col. 2003). Otra opcion es la generacion
de neuroblastos en el area de denudacion ependimaria, 10 que generaria estos
cumulos celulares (Gomez-Roldan y col. 2008). Una ultima explicacion seria la
apoptosis generada por la inhibicion de IlIG9 en las células ependimarias. Una
identificacion detallada utilizando marcadores de linaje neuronal o linaje leucocitario,

0 de caspasa-3 clivada podran resolver esta interrogante.

Durante la transicion de glia radial a célula ependimaria, la expresion de
GFAP se pierde, mientras que aumenta la expresion de marcadores ependimarios
S100B y vimentina. En un modelo murino Knock-Out para la proteina p73, se ha
demostrado que su deficiencia altera el proceso de diferenciacién y maduracion de
la glia radial hacia célula ependimaria: se observaron células con marcaje triple para
S100B, vimentina y GFAP, y algunas de ellas positivas para GLAST (Gonzalez-

Cano y col. 2016). Nuestros resultados mostraron que las células ependimarias
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transducidas con el virus inhibidor de 11IG9 pierden la polaridad, y se encuentra
rodeadas de una cicatriz glial. Es posible que a diferencia del ejemplo de p73, donde
la inhibicién de esta proteina causa una deficiencia en la maduracion, el efecto de
la inhibicién de IlIG9 sea méas nocivo, generando apoptosis, 0 que explicaria el

fendmeno de denudacion ependimaria y posterior gliosis reactiva.

Tanto en adulto como en postnatal, la inhibicion de 1lIG9 genera una
denudacién ependimaria, es decir, una disrupcion y pérdida de la continuidad del
epitelio ependimario, ya sea parcial (en postnatal) como total (en adulto), y
posteriormente esta denudacion gatilla una respuesta de gliosis reactiva
secundaria, como ha sido reportado en otros modelos de denudacion ependimaria
(Gomez-Roldan y col. 2008; Luo y col. 2008; Feldner y col. 2017; Salazar y col,
2018). ¢Qué mecanismos estarian involucrados en la disrupcion ependimaria
generada por la inhibicién de 111G9? Diversos estudios muestran que la inhibicion de
proteinas claves para el movimiento ciliar genera hidrocefalia, pero no comprometen
mayormente la morfologia del cilio (Lechtreck y col. 2008); en cambio una disrupcién
de las uniones adherentes genera apoptosis ependimaria y/o denudacién de la

pared ventricular (Rodriguez y col. 2012; Oliver y col. 2013).

Independiente de estas dos aproximaciones basadas en la localizacion ciliar
0 en las uniones adherentes, en ambos casos IlIG9 podria funcionar como una
proteina que recluta a la proteina fosfatasa-1 para regular los niveles de
fosforilacién, en ambas localizaciones subcelulares. Mas de 500 proteinas pueden
unirse a PP1. Estas proteinas pueden ser inhibidores, sustratos, especificadores de

sustratos, o subunidades de anclaje. La mayoria se une a todas las isoformas,
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aunque algunas también presentan mayor afinidad por ciertas isoformas de PP1.
Las multiples combinaciones posibles entre las isoformass cataliticas y las
subunidades regulatorias resulta en una gran variedad de holoenzimas de PP1 que
regulan virtualmente todos los procesos celulares. Estudios han demostrado que la
isoforma catalitica PP1a regula el mantenimiento de las uniones estrechas en la
linea celular MDCK, mediando la defosforilacién de Par-3, formando un complejo
funcional con Par-3 y aPKC en los dominios apicales de las células epiteliales
(Traweger y col. 2008). PP1a ha sido relacionado a la regulacion del complejo de
cadherina-catenina en las uniones adherentes para facilitar la migracion colectiva
en un modelo de migracion celular en Drosophila (Chen y col. 2020). De manera
similar, el analisis del interactoma de E-cadherina mostré que PP1a y Par-3 son
candidatos de interaccion biolégica (Guo y col. 2014). En este contexto, 111G9 podria
funcionar como un candidato de anclaje que facilita la interaccion entre PP1 y las
proteinas asociadas a la union célula-celula en el epitelio ependimario, y
posiblemente, en el resto de los epitelios multiciliados. La denudacion ependimaria
podria estar provocada por una desregulacion en los niveles de fosforilacion de los
complejos multiprotéicos de unidén célula-célular, producto de la inhibicidén

adenoviral de I1IG9 en un modelo adulto y perinatal.

Otras proteinas de andamiaje han sido estudiadas, las cuales apuntan a un
fenotipo relativamente estereotipado de disrupcion ependimaria o un retraso en la

maduracion ependimaria con una astrogliosis reactiva secundaria:

MPDZ (multi-PDZ domain protein), es una proteina de andamiaje asociada a

proteinas de union célula-célula (Claudina-1, ZO-3, Par6, Nectina) presente en la
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pared ependimaria. Se ha demostrado que en animales Knock-out para esta
proteina, que se genera apoptosis detectado como un aumento del marcador de
apoptosis caspasa-3 clivada y denudacién ependimaria parcial, acompafiada de
astrogliosis reactiva, lo que provoca una estenosis acueductal y la consecuente
hidrocefalia (Feldner y col. 2017). Un modelo homocigoto de hidrocefalia en el cual
se generd una mutacion en la proteina JHY (Junctional Cadherin Complex Regulator
o Cllorf63), demostré que la pérdida de esta proteina genera defectos en la
organizacion microtubular en cilios, se retrasa temporalmente y morfolégicamente
la diferenciacion de la glia radial en célula ependimaria, y genera una
deslocalizacion anormal de las proteinas N-cadherina y B-catenina (Muniz-Talavera
y col. 2017). En este caso los autores no atribuyen una denudacion ventricular
aparente. En otro modelo murino, las mutaciones a un gen que codifica para la
proteina Hydin generan un epitelio ependimario que presenta cilios estructuralmente
normales, mientras que son inmaviles producto de defectos a nivel de microtubulos,
lo que provoca una hidrocefalia perinatal (Lechtrek y col. 2008). Un ultimo modelo
gue es interesante comparar es la generacion de un modelo knock-out de PPP1R35
(subunidad regulatoria 35 de la proteina fosfatasa-1) que fisiologicamente participa
en la maduracién del centriolo a centrosoma (Fong y col. 2018). La delecion de
PPP1R35 mostrd que afecta la formacién del cilio primario y genera alteraciones
desde el estadio embrionario E8 (Archambault y col. 2020). Nuestro trabajo mostro
gue la inhibicién de I1IG9 en estadios perinatales generan una disrupcion a nivel del
epitelio ependimario, mientras que no realizamos aproximaciones experimentales
para realizar la inhibicion en estadios embrionarios. Es posible que el fenotipo

resultante sea alin mas agresivo que lo observado en la inhibicion adulta o perinatal,
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en el caso que IlIG9 también cumpla ciertas funciones a nivel de cilio primario en el

epitelio ventricular durante el estadio embrionario.

En este trabajo, hemos demostrado que la inhibicion de IlIG9 afecta
negativamente la integridad de la pared ependimaria in vivo, generando una
astrogliosis secundaria en la zona subventricular. Postulamos que 1G9 regula la
polarizacion del epitelio ependimario adulto y la diferenciacion postnatal mediante
la regulacion de las uniones intercelulares en el &rea ventricular. Un analisis
detallado del fenotipo generado por la inhibicion de IlIG9 en tiempos mas cortos
podra entregar mayores herramientas para resolver esta interrogante. De manera
similar, la inhibiciéon de 111G9 en estadios embrionarios podra entregar mayores
antecedentes acerca de los efectos de la inhibicion de 111G9 en la glia radial y los
efectos sobre la diferenciacion previo al nacimiento, para evaluar el desarrollo de un

fenotipo hidrocefalico perinatal.

5.5. [lIG9 en un modelo tumoral derivado de la glia radial humana.

En el contexto fisiopatoldgico humano, la glia radial humana puede generar
un tipo de tumores conocidos como ependimomas. Los ependimomas presentan
caracteristicas ultraestructurales, inmunohistoquimicas, moleculares y genéticas
similares a la glia radial (Taylor y col. 2005). Sin embargo, el estudio clinico de los
ependimomas se ha visto obstaculizado por la falta de modelos preclinicos para la
investigacion de esta patologia. La linea celular EPINS presente en nuestro
laboratorio muestra la expresién de marcadores de célula troncal, auto-renovacion,
capacidad de formacion de esferoides in vitro y tumorogenicidad in vivo (Milde y col.
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2011), por lo cual se convierte en un excelente modelo para el estudio de esta
patologia. Esta linea celular fue caracterizada y presenta la caracteristica de un
subgrupo de ependimoma conocido como “Rela-Fusion” (Sabnis y col. 2019),
subgrupo que presenta deleciones y rearreglos aberrantes, hacia el brazo largo del
cromosoma 11, entre los segmentos 11q12.1 a 11q13.3 (Parker y col. 2014). En
humano, 111G9 esta presente en el locus 11g12.2 (Taylor y col. 2006), por lo que, en
principio, este gen podria estar sujeto a estos cambios gendmicos aberrantes,
alterando su expresion o su funcion. Nuestros resultados mostraron que esta linea
celular expresa el ARN mensajero para 1G9, sin embargo, no fue detectado a nivel
de proteina. La presencia de mutaciones que impidan la correcta traduccion de 111G9
podria ser la causa principal asociada a su ausencia. Analizamos el efecto de la
ganancia de funcion de 11IG9 en la linea celular de ependimoma, y encontramos que
el area promedio de las células positivas a GFP aumenta respecto del control al
aumentar los dias en cultivo, comportamiento que se mantuvo hasta los 6,5 dias
post-transfeccion. Este aumento del area promedio provocada por la expresion
ectopica de IlIG9 podria indicar que esta proteina cumple funciones en la
reorganizacion del citoesqueleto facilitando la expansion celular, e incluso podria
revertir ciertas caracteristicas de la transformacion tumoral de esta linea celular. La
sobreexpresion de 1G9 in vitro en distintas lineas celulares no relacionadas con los
epitelios multiciliados podra dar indicios acerca de una funcion de llIG9 sobre el
aumento del area superficial, si la expresion de 11IG9 es suficiente, o requiere de
mas interactores transcripcionalmente relacionados con las vias de sefializacion de

los epitelios multiciliados.
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Las células ependimarias aumentan notablemente su é&rea durante el
proceso de diferenciacion y maduracién, periodo critico donde las células
sobreexpresan IlIG9 en su citoplasma. Mencionado anteriormente, un estudio
determind que la dilatacién ventricular en el estadio postnatal temprano esta
relacionada con el aumento del area apical en las células E1 en proceso de
maduracion respecto de las células B1 (Redmond y col. 2019). El aumento del area
apical ependimaria se relaciona con el aumento fisiol6gico del tamafio de las células
gue sobreexpresan IlIG9 a nivel del citoplasma. La expresion transiente de 111G9 en
la linea celular de ependimoma genera un fenotipo equivalente, donde las células
transfectadas (GFP+) presentan una mayor area respecto al control. La funcion de
[IG9 estaria asociada a la mantencion de las uniones célula-célula, permitiendo un
aumento del area de la célula. La recuperacion de la funcion de 111G9 podria retardar
la transformacioén tumoral en un modelo de ependimoma. Futuros estudios que
evalien una disminucion de las propiedades tumorogénicas in vivo al xeno-
transplantar esta linea celular que previamente sobreexprese IlIG9, seré critico para

profundizar en esta hipotesis.

5.6. Funcionalidad de 11IG9 durante el desarrollo

El gen de IlIG9, también llamado PPP1R32 corresponde a una subunidad
regulatoria de la proteina fosfatasa 1 (PPl). PPl es una fosfatasa de
serina/treonina, conservada y ubicua, que cataliza un tercio de todas las
desfosforilaciones de proteinas en células eucariontes. Se han descrito diversos

interactores de PP1 que poseen en comun motivos de anclaje a esta fosfatasa,
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siendo RvXF el mas importante. La localizacion, especificidad y actividad de esta
fosfatasa depende de la formacion de complejos oligoméricos con estas proteinas
interactoras de PP1 (Korrodi-Gregorio y col. 2014). IlIG9 posee este motivo de
anclaje y se ha demostrado su interaccién (Hendrickx y col. 2009; Fardilha y col.,
2011). Nosotros postulamos que IlIG9 podria funcionar como proteina de
andamiaje, para la correcta localizacion de PP1 en los bordes celulares, regulando
la mantencion de las uniones célula-célula. Sin embargo, la relacion entre las
proteinas reguladoras, PP1 y las uniones adherentes sigue pobremente descrita en
mamiferos. Se ha demostrado que tanto PP1 como PP2A son fosfatasas
involucradas en la regulacion de uniones intercelulares estrechas y adherentes.
Estudios in vitro han demostrado que las fosfatasas PP1 y PP2A regulan las uniones
intercelulares mediadas por ocludina y ZO-1 (Seth y col. 2007; McCole, 2013). Es
posible que la inhibicion de 111G9 provoque una redistribucion de PP1 perdiendo
afinidad hacia las uniones intercelulares, lo cual generaria una disminucion de la
adhesion celular producto de la deslocalizacion de PP1. Finalmente, la inhibicién de
uniones intercelulares produce la pérdida del epitelio ependimario con una
respuesta de gliosis reactiva. Para comprobar esta hipotesis es necesario realizar
estudios de localizacion de PPl en epitelio ependimario normal y epitelio
transducido con adenovirus silllG9-GFP a tiempos cortos en busca de una

redistribucion de la marca para PP1.

El andlisis de nuestros resultados y los de otros autores es sintetizado en
nuestro modelo de estudio (Fig. 29). Durante el estadio neurogénico, ocurre la

especificacion de la glia radial que se diferencia a célula ependimaria, periodo en el
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cual lllG9 esta localizado en las cavidades ventriculares y mantiene una distribucion
en las uniones célula-célula. En el estadio postnatal temprano, aparecen células
ependimarias en proceso de maduracion que localizan 111G9 citoplasmético intenso,
que luego es polarizado hacia los cilios moviles, adicional a los complejos de union.
La inhibicion de IlIG9 genera una disrupcién ependimaria y una gliosis reactiva
secundaria a la inhibicién tanto en estadio postnatal como adulto. En un contexto
patolégico, la transformacién tumoral de la glia radial humana genera
ependimomas, y uno de los subtipos agresivos de esta patologia falla al localizar

[1IG9 a nivel de proteina.

En conjunto, los resultados de esta tesis muestran que 111G9 posee funciones
pleiotropicas ademas de su funcion ciliar. La inhibicion de 1lIG9 genera una
disrupcion de las uniones célula-célula de manera agresiva, por lo que ocurre una
gliosis reactiva secundaria al fenotipo desorganizado a nivel ventricular, tanto en el
estadio adulto, como durante el desarrollo postnatal. 11IG9 es requerido para la
mantencion de las uniones célula-célula durante el periodo de diferenciacién y
maduracion del epitelio ependimario y se sugiere que la recuperacion de funcién de

1G9 en un modelo de ependimoma podria retardar su capacidad tumorogénica.

Nuestro trabajo cobra relevancia al vincular el fenotipo patolégico generado
por la inhibicion de 1G9 con una funcién extraciliar de 11IG9 en la mantencion de las
uniones célula-célula. Mas trabajo es requerido para descifrar y distinguir sus
funciones ciliares y no ciliares y el contexto en el cual estas proteinas podrian estar
regulando la mantencién de las uniones célula-célula en el epitelio multiciliado. Esto

es relevante en el caso del epitelio ependimario, ya que solo se genera una vez
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durante el desarrollo, y un mayor estudio respecto de los factores que promueven
su diferenciacion y maduracion, podran a futuro generar estrategias para promover

la reparacion de la citoarquitectura ventricular en condiciones patoldgicas.
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Estadio neurogénico Estadio gliogénico

E12 E18 P1 P7
Especificacion Glia Radial Gradiente sobreexpresion Polarizacion ependimaria
de IHHIGY
[ mee

. Pan-Cadherina

°~

Transformacion tumoral

Y

Generacion de ependimomas Gliosis reactiva

Figura 29. Modelo de la localizacion espacio-temporal de lIG9 durante el desarrollo
embrionario y postnatal del neuroepitelio. IlIG9 se localiza en las paredes ventriculares
durante el periodo de especificacién ependimaria, y mantiene una localizaciéon en las
uniones célula-célula hasta el nacimiento. Posteriormente, las células ependimarias en
proceso de maduracion sobre-expresan IlIG9 a nivel citoplasmatico en un gradiente
postero-anterior. En el estadio adulto, 1IG9 se localiza en los bordes celulares y los cilios
moviles. La inhibicién de lIG9 genera una disrupcién ependimaria y una gliosis reactiva

secundaria a la inhibicion.
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6. CONCLUSIONES

1. En la pared ependimaria adulta, la inhibicion de 1G9 desorganiza la estructura
epitelial, demostrando que es una proteina requerida en la interaccion célula-

célula en este epitelio diferenciado.

2. La inhibicion de la expresion de 1G9 (neonatal) interfiere con la formacién de
la pared ependimaria, afectando la cito-arquitectura ventricular. Esto permite
postular un rol esencial en la mantencion de las uniones célula-célula en el epitelio

ventricular en diferenciacion.

3. Nuestros datos preliminares, nos permiten proponer, que la disminucién de los
niveles de I1IG9 en células ependimarias con caracteristicas embrionarias, podria

potenciar el crecimiento celular, y eventualmente la agresividad tumoral.
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7. ANEXO

Figura 30. Estandarizacion de inmunoreactividad para IlIG9 en cortes de embrion E15.

Inmunohistoquimica con peroxidasa en cortes transversales de embrién de rata de 15 dias.
Ay B control negativo incubado sin el anticuerpo primario. C y D. Inmunorreaccién obtenida
al incubar el anticuerpo primario dirigido contra [lIG9 en la dilucién de trabajo. Aumento:
40X.

136



A ‘1234

= —» 5972 pb
| — —
-

i 278 pb
158 pb

1
- z

B123456 C123456789

—

- -

N
S——

W - — — - 277 pb

-’277pb7_-
D123456 E123456789

“E-as

T
— —+1600pb & °
-+ 1600 pb
-
w— -

Figura 31. Estrategia de clonamiento de las isoformas larga y corta de 11IG9 en vector
de expresién pAAV-Ires-GFP a partir de vectores de pasaje TOPO-Blunt. A. Digestion
con BamHI de vectores TOPO que contienen la isoforma corta (Carril 2) o larga (carril 3) de
IIG9 de rata con extremos BamHI o vector de expresion pAAV-Ires-GFP linealizado (carril
4). B. Andlisis de PCR de distintos clones del vector de expresion ligado a la isoforma corta
de IIIG9 (pAAV-IlIG9s-Ires-GFP). La presencia de una banda de 277pb es indicativa de la
presencia de la isoforma corta (carriles 2-6). C. Andlisis de PCR de colonias transformadas
con el producto de ligacion de la isoforma larga de 1lIG9 y el vector de expresién. Carriles
2, 3y 8 presentan IIIGIL. D. Determinacién de orientacién de 111IG9s dentro del vector de
expresion mediante PCR, donde la amplificacién de un fragmento de 1600pb es indicativo
de orientacion correcta (carril 2). E. Determinacion de orientacion de llIGIL en el vector de
expresion mediante PCR donde el carril 8 presenta un tamafio esperado para la orientaciéon

correcta.
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Figura 32. llIG9 se localiza en la base del cilio

2 primario en un modelo in vitro. Se utiliz6 la linea
i celular IMCD3 en la cual se sobreexpresé 1G9
unida a GFP, y se depleté de suero para inducir la
formacion del cilio primario en fase GO.
Inmunofluorescencia para el marcador ciliar
ARL13B (rojo) y el componente del cuerpo basal
CEP164 (azul). En verde se observa que 1G9 se
distribuye en la base del cilio primario (Modificado
de Sigg y col. Developmental Cell. 2017).

HIG9-GFP
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