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1. RESUMEN

Las enfermedades y problemas renales son mas frecuentes en la actualidad. A nivel mundial,
aproximadamente 1 de cada 1000 personas requieren un trasplante de rifion, y solo el 10% logra
conseguirlo a tiempo. En el 2013 se report6 que cerca del 2.1% de adultos en Colombia presenta
alguna clase de afeccion renal (National Kidney and Urologic Diseases, 2012; Merchéan et al.
2014). Desafortunadamente, segun el conocimiento actual el rifion no presenta ningun tipo de
habilidad regenerativa. Por esto es necesario plantear nuevas alternativas de tratamiento, pero
para poder generarlas es necesario comprender los mecanismos celulares y moleculares que
acttian durante el desarrollo renal (McCambell & Wingert, 2012: Qi & Wu, 2013).

Para contribuir a este conocimiento béasico, se planted evaluar morfolégicamente la posible
funcién de Hand2, un factor de transcripcion que se expresa en la placa mesodermal lateral
(LPM) durante la morfogénesis del pronefros durante el desarrollo renal. Para esto se utilizo el
pez cebra como modelo animal y se hicieron comparaciones histoldgicas entre individuos que
portaban una mutacion nula para hand2 y su contraparte silvestre en tres estadios de desarrollo.
Se encontraron diferencias significativas entre silvestres y mutantes en cuanto a tamafio del
tibulo de 500pum2 a 300 um2, area del lumen de 30um2 a 10um2, nimero de 7+2 a 52 y
organizacion de células y disposicion de la estructura. Estos datos sugieren que Hand2 actla en
procesos como proliferacion celular, delimitacion de dominio del area renal, migracion,

diferenciacion y morfogénesis influenciando el desarrollo renal.

2. INTRODUCCION

Los cambios culturales que se han dado durante los Gltimos afios en la dieta y el sedentarismo,
ligados a factores genéticos y ambientales, han contribuido al aumento de enfermedades como la
diabetes y la hipertension. Simultaneamente, el aumento en estas enfermedades ha llevado a que
se presenten cada vez mas casos de enfermedades y afecciones renales, convirtiendose en una
preocupacion para la comunidad médica internacional (Soriano, 2004). Como el rifién es el
encargado de mantener la homeostasis del cuerpo, su funcionamiento es de vital importancia,
puesto que los dafios que este presente traeran grandes consecuencias para el bienestar del

individuo. Debido a esto, y a la baja capacidad regenerativa que tiene este 6rgano es necesario



encontrar alternativas viables y practicas para tratar estas enfermedades, de forma que se le pueda
brindar una mejor calidad de vida a los pacientes con afecciones renales (McCambell & Wingert,
2012; McCampbell & Wingert, 2013).

En estudios recientes se han planteado alternativas de tratamiento utilizando células madre. Pero
para que estas funcionen correctamente, primero es necesario entender el origen embrionario del
rifidn y los mecanismos moleculares que intervienen en el proceso (McCambell & Wingert, 2012:
Qi & Wu, 2013). Por eso, con este trabajo se busco hacer un aporte al conocimiento basico sobre
el desarrollo renal que contribuird, a largo plazo, a establecer mejores soluciones a las
enfermedades que afectan a un porcentaje importante de la poblacién.

Actualmente, se sabe que el riidn emerge del mesodermo intermedio o IM (intermediate
mesoderm). Esta capa embrionaria esta ubicada entre el mesodermo paraxial (PM, paraxial
mesoderm) y la placa mesodermal lateral (LPM, Lateral Plate Mesoderm) e interactla
activamente con estos componentes durante el desarrollo. Estas interacciones cumplen
importantes funciones durante la especificacion, morfogénesis y diferenciacion de este 6rgano.
Ademas, se tiene conocimiento que durante el desarrollo temprano renal intervienen genes como
Ihx1, pax2, wtl, entre otros (Boyle & de Caestecker, 2006; Drummond & Davidson, 2010). Sin
embargo, las redes de interacciones entre tejidos y entre genes necesarias para la formacion de
este 6rgano aun estdn incompletas y hay factores involucrados que aln se desconocen e
interacciones que falta aclarar.

Para contribuir al conocimiento sobre el rifion y los procesos que afectan su desarrollo, en este
trabajo se usd el pez cebra como modelo animal. Especificamente, se buscO evaluar
morfolégicamente el efecto del factor de transcripcion Hand2 en el desarrollo y diferenciacion
del pronefros en este organismo. Aunque el gen que codifica para Hand2, se expresa en la LPM
donde tiene un papel en el origen de varios 6rganos como el corazén, la aleta pectoral, sistema
nervioso entérico e intestino juega un papel importante en diferenciacion, proliferacion,
limitacion de dominios y como regulador de otras moléculas (Garavito, Riley, & Yelon, 2010;
Yelon, et al. 2000; Reichenbacha et al. 2008), se desconoce su papel en el desarrollo renal. Para
esto, se realizaron comparaciones de cortes histoldgicos del pronefros usando Microscopia Optica
de Alta Resolucién (MOAR) entre animales portadores de una mutacién nula para hand2 y sus
hermanos silvestres en diferentes estadios de desarrollo. Esto permitid establecer diferencias

cualitativas y cuantitativas para poder inferir la posible funcidn de este factor en el desarrollo



renal. Ademas se reportan por primera vez las medidas del tabulo y del lumen, asi como el
namero de células del tabulo del pronefros en pez cebra.

Aunque Hand2 presenta un area de expresion restringida a la LPM, estudios preliminares
sugirieron que este factor podria tener una influencia en la especificacion, desarrollo y
diferenciacion del IM, estructura a partir de la cual se origina el pronefros. Segun estos datos, los
mutantes para hand2 presentan una mayor cantidad de células diferenciadas y pronefros de mayor
tamafno (Rincon et al. 2014. Datos no publicados). De esta manera, este trabajo tuvo como
objetivo confirmar estas observaciones y aportar un andlisis detallado que las respaldara,
contribuyendo asi al conocimiento basico del rifion y los mecanismos moleculares que
influencian su desarrollo. A largo plazo, este conocimiento serd Util en el desarrollo y uso de
células madre que eventualmente podran desarrollar nuevos tratamientos.

Este trabajo se no solo permitio confirmar las observaciones preliminares antes mencionadas, si
no también aportar datos cuantitativos que las respaldan. Especificamente se encontré que los
individuos mutantes para Hand2 (han) presentan un mayor nimero de células en los pronefros,
asi como un area de tubulo y lumen mayor al ser comparados con los individuos silvestres.
Morfolégicamente, se encontraron diferencias en cuanto a forma del tubulo, posicion y
organizacion celular. Estos datos sugieren que este factor de transcripcion esta influyendo en
procesos de proliferacion celular, migracion, morfogénesis, diferenciacién, limitacion del
dominio del pronefros y polaridad celular mediados por interacciones tisulares y genéticas entre
IM y LPM durante el desarrollo renal. Sin embargo, este estudio no nos permite identificar los
blancos o mecanismos especificos que estaria utilizando el factor de transcripcion Hand2 para
influenciar el desarrollo renal. De este modo, se hace necesario hacer otros estudios para

dilucidar el papel de Hand2 durante el desarrollo renal.

3. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El incremento en las enfermedades y afecciones renales que se ha dado los ultimos afios se puede
ver reflejado en las siguientes estadisticas. A nivel mundial, aproximadamente 1 de cada 1000
personas requieren un trasplante de rifién, y solo el 10% logra conseguirlo a tiempo. En Estados
Unidos mas de 20 millones de adultos sufren algun tipo de enfermedad crénica renal (National
Kidney and Urologic Diseases, 2012). En Colombia, el Fondo Colombiano de Enfermedades de



Alto Costo reportd para el 2013 que 1.039.119 personas, aproximadamente el 2.1% de la
poblacion, sufrian de alguna afeccion renal cronica. En comparacion en el 2010 cuando se
reportaron solo 640.492 (Merchan et al. 2014; Ospina, Montafio, & Acufia, 2011)

Por esta razdn, es necesario encontrar alternativas viables y practicas para tratar las enfermedades
renales, especialmente las que causan dafios cronicos y llegan a requerir un trasplante o diélisis
como solucion (McCampbell & Wingert, 2013). Aunque Campbell y Wingert (2012), y Qi y Wu
(2013) han planteado alternativas como la utilizacion de células madre, el entendimiento del
origen embrionario del rifion, y los mecanismos que se dan en este proceso aun son limitados.
Desafortunadamente, segun los conocimientos actuales, el rifion en mamiferos carece
naturalmente de capacidad regenerativa (McCambell & Wingert, 2012), por lo que se hace
evidente la necesidad de entender su desarrollo y funcionamiento, asi como los mecanismos
genéticos y moleculares que contribuyen a su formacion (McCampbell & Wingert, 2013). Con
este conocimiento serd posible generar mejores tratamientos para las enfermedades y dar una
mejor calidad de vida a los pacientes que las padecen.

Se sabe que durante el desarrollo del rifion intervienen diferentes genes, tales como lhx1, pax2,
wtl, siml etc., que cumplen importantes papeles en la especificacién y morfogénesis de este
organo, especialmente en el inicio del desarrollo cuando se forma el pronefros. Adicionalmente,
durante la formacion de este érgano se dan interacciones entre tejidos embrionarios, como el
mesodermo intermedio, el paraxial y la placa mesodérmica lateral, desde las cuales se pueden
enviar sefiales para dirigir diferentes procesos durante el desarrollo (Boyle & de Caestecker,
2006; Drummond & Davidson, 2010). Sin embargo, la red de interacciones especificas necesarias
para la formacion del pronefros entre diferentes genes y tejidos no esta completamente clara.

Por ejemplo, estudios previos han mostrado que marcadores de diferenciacion renal como
cadherinl7 (cdh17), tcf2 (Transcription factor 2), atplala.4 (ATPase, Na'/K" transporting),
entre otros, se encuentran diferencialmente regulados en animales con mutaciones en el gen que
codifica para el factor de transcripcion Hand2 (heart and neural crest derivatives expressed
transcript 2) (Garavito-Aguilar et al. 2010) sugiriendo que este factor de transcripcién, podria
estar involucrado en morfogénesis, diferenciacion o especificacion de precursores renales es decir

el pronefros. Sin embargo, a la fecha este factor no ha sido relacionado con el desarrollo renal.



Teniendo en cuenta que Hand2 parece jugar un papel en el desarrollo de varios érganos como el
corazon donde se expresa bilateralmente en la LPM (Yelon et al. 2000), en la formacion del
sistema nervioso entérico y masculo liso intestinal expresandose tanto en el endodermo como en
el mesodermo, no es extrafio que también esté asociado al desarrollo renal (Reichenbacha, et al.
2008). De este modo, con el fin de contribuir al conocimiento morfolégico y funcional béasico del
rifidn y el papel de hand2 en este proceso, este trabajo busca responder a la pregunta ¢cuél es la
contribucion del factor de transcripcién Hand2 en la morfogénesis del pronefros durante el

desarrollo en pez cebra?

4, MARCO TEORICO

4.1  Enfermedades renales

En los ultimos afios los casos de falencias renales han sido un indice creciente en la poblacion,
donde factores genéticos, ambientales y culturales pueden influenciar estas afecciones (Soriano,
2004). Dentro de las principales enfermedades se encuentran las ciliopatias, rifion poliquistico,
nefronoptisis, dafios crénicos (CKD, chronic kidney disease) y agudos (AKI, acute kidney
injury), ademas de dafios por drogas nefrotoxicas, como la gentamicina, un antibiético fuerte y la
cisplatina, una droga usada en tratamientos contra el cancer (Swanhart et al. 2011; Qi & Wau,
2013; McCampbell & Wingert, 2013). Dado que actualmente no se conocen capacidades
regenerativas renales en mamiferos, los procedimientos méas utilizados para tratar estas
enfermedades en estados avanzados son dialisis y/o trasplantes, los cuales tienen limitaciones
significativas y requieren cuidados a largo plazo (McCampbell & Wingert, 2013). En otras
palabras, si se comprenden los mecanismos detras de la formacion y funcionamiento de este
organo sera posible reproducir las condiciones que favorezcan la regeneracion o reparacion del
tejido dafado.

4.2  Caracteristicas del rinon mamifero

4.2.1 Estructuray funcion

Los mamiferos cuentan con dos rifiones que tienen una forma de frijol y se ubican en la parte
posterior del peritoneo, junto a la columna vertebral (Avendafio, 2008). Estos se subdividen en
corteza, que es la capa externa de color rojizo y la médula o capa interna de color palido. Esta
ultima se encarga de regular la concentracion de la orina (Ross & Pawlina, 2007). Cada rifion esta



compuesto de cientos de nefronas, que son la unidad funcional, y a su vez se dividen en varias
estructuras: el glomérulo, encargado de la filtracién, el sistema tubular compuesto del tabulo
contorneado proximal, el asa de Henle, el tubulo contorneado distal y los tabulos colectores (Fig.
1). (Ross & Pawlina, 2007; Avendafio, 2008).
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Figura 1. Esquema del rifion mamifero con sus partes. Tomado de Curtis & Barnes, 2003.

La principal funcion del rifion es la de estabilizar el medio celular mediante la excrecion de
desechos, reabsorcién de metabolitos, mantenimiento del equilibrio &cido-base, secrecién de
hormonas y osmorregulacién. De manera que tanto el medio extracelular e intracelular se
encuentren en equilibrio, contribuyendo a la homeostasis del cuerpo (Koolman & Réhm, 2004).

Debido a esta importante funcion, los dafios que sufre pueden tener un gran impacto fisiologico
en el organismo. Por esto, se han realizado estudios con varios modelos animales para poder
entender mejor este Organo Yy desarrollar nuevas terapias. Estos modelos se centran
principalmente en el ratén debido a su parecido anatdmico, genético y proximidad evolutiva con
el rifibn humanao. Pero, la biologia del roedor presenta limitaciones en cuanto a tamizaje genético
y terapéutico a gran escala, por lo que ha sido necesario recurrir a modelos alternativos y

complementarios con estas ventajas, como lo es el pez cebra (Lieschke & Currie, 2007).



4.3  Modelo animal para el estudio del rifion

4.3.1 Pez cebra (Danio rerio)

En el pez cebra la primera estructura funcional de filtracion es el pronefros a las 40 horas post
fertilizacion (hpf). Este 6rgano estd compuesto de dos nefronas con glomérulos fusionados en la
linea central, ubicados ventralmente a la aorta. Estos son los encargados de la filtracion de la
sangre y estan compuestos por estructuras celulares similares a las de otros vertebrados, lo que
sugiere una conservacion morfofuncional en este grupo animal (Drummond, 2005). Hay dos
tubulos pronéfricos cuya funcién es secrecion y reabsorcidn, que se unen a los glomérulos y
ductos pronéfricos que recorren lateralmente el organismo llevando la orina a la cloaca y
finalmente al exterior, los cuales tienen diferentes segmentos de acuerdo a su funcién y
marcadores moleculares (Fig. 2). Estas estructuras forman un sistema cerrado de reabsorcién y
excrecion (Serluca & Fishman, 2001). Posteriormente, el pronefros se desarrolla dando origen a
una nueva estructura funcional denominada mesonefros. La cual, constituye el rifion adulto en el

pez cebra, que adicionalmente tiene funciones hematopoyéticas (Ivanovski, et al., 2009).

g— PCT

d" “"

Figura 2. Pronefros del pez cebra. A. Vistas lateral y superior del pronefros. B. Esquema de los
segmentos del pronefros. G: glomérulo. N: cuello. PCT: tubulo contorneado proximal. PST:
tubulo contorneado recto. DE: distal temprano. DL.: distal tardio. CD: ducto colector. Modificado
de Drummond & Davidson, 2010.

4.3.2 Pez cebra como modelo animal

El pez cebra es ideal como modelo animal en biologia del desarrollo debido a su féacil
manutencion en el laboratorio, su embriogenesis externa y a la transparencia de sus embriones
que permiten seguir el desarrollo in vivo méas facilmente que en otros organismos (Westerfield,

2000). La simplicidad en tamafio y numero celular, viabilidad para aplicar herramientas



genéticas, réapido desarrollo, alta tasa de fecundidad y generaciones cortas son algunas
caracteristicas que hacen del pez cebra un organismo ideal en estos estudios (Drummond, 2005).
Debido al crecimiento regulatorio del pez cebra y otros teledsteos, se esta renovando tejido
continuamente, lo que les confiere una capacidad regenerativa elevada. En el caso especifico del
rifidn, cuando se genera una lesion aguda se forma una agrupacion de células conocida como
cuerpos nefrogénicos lo que da paso a la regeneracion (Swanhart et al. 2011).

Por otro lado, las estructuras generales (glomérulos, tdbulos y ducto) y mecanismos de
sefializacion en el pez cebra son conservados evolutivamente, es decir son comunes a los
vertebrados (Drummond & Davidson, 2010). Por ejemplo, el desarrollo renal de mamiferos y
peces es semejante en las 2 primeras etapas, el pronefros y el mesonefros. Sin embargo, en
mamiferos existe una etapa adicional, el metanefros la cual es la estructura funcional en adultos
(Swanhart et al. 2011). A pesar de esta diferencia en la estructura funcional adulta, estudiar
genes, sus funciones e interacciones en el pez cebra durante el desarrollo temprano puede ayudar
a buscar los fundamentos para entender estos mismos procesos en mamiferos (McCampbell &
Wingert, 2013).

4.4  Desarrollo renal en pez cebra

4.4.1 Generalidades

Las células destinadas a formar el pronefros provienen del mesodermo ventral. Después de la
epibolia estas células forman una banda lateral al mesodermo axial que se conoce como
mesodermo intermedio o IM, entre el mesodermo paraxial y la placa lateral (LPM) de donde se

origina el pronefros (Figura 3) (Serluca & Fishman, 2001; Drummond & Davidson, 2010).

Estadio tail-bud

Estadio: 5 somitas Campo renal progenitor

Campo sanguineo primitivo
Angioblastos

— Lateral Dorsal

Figura 3. Embrion de pez cebra en estadio “tail-bud” y con 5 somitas donde se muestra la

posicion del IM con respecto al PM y la LPM. Imagen modificada de Gerlach & Wingert, 2013.



Durante los dos primeros dias se dan tres eventos 1) Se forma un ducto pronéfrico, resultado de la
transicion mesenquimo-epitelial, 2) Se forman las nefronas, que se conectan al tabulo en la parte
anterior y 3) Se forma el glomérulo por expansion de los vasos sanguineos por angiogenesis
(Drummond, 2005). En la Figura 4 se puede observar la esquematizacion del proceso desde
especificacion hasta la angiogénesis.

Particularmente, el desarrollo de la nefrona se da en cuatro pasos: 1) Especificacion de
mesodermo intermedio en mesénquima de la nefrona, 2) crecimiento y epitelializacion del
primordio, 3) induccién y modelamiento de la nefrona y 4) formacién de capilares de glomérulo
por invasion de células endoteliales. Este proceso se da una vez en peces cuando se forma el
pronefros, ya que solo poseen 2 nefronas bilaterales. Mientras que en mamiferos y aves se da

maultiples veces, al contar estos con miles de nefronas (Swanhart et al. 2011).

1. Especificacién 2. Epitalializacién de pronafros 3. Maduracion segmentos 4. Angiogénasis
12 hpf 16-24 hpf pronéfricos 24-40 hpf 40-48 hpf

Q
Q
“
&
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A

Figura 4. Desarrollo de pronefros en pez cebra. Modificado de Drummond & Davidson, 2010.
IM: mesodermo intermedio, pn: pronefros, gl: glomérulo, pt: tabulo proximal, cv: vena cardiaca,

da: aorta dorsal.

4.4.2 Morfologia del rifién en pez cebra

La primera evidencia histoldgica de la formaciéon de rifiones es un agregado celular que se
encuentra ventral a las somitas anteriores (somitas 1 - 6, entre las 10 y 11 hpf). Entre las 30 y 36
hpf, los primordios pronéfricos se ven como sacos de celulas planas. Posteriormente la conexion
con la cavidad celémica se cierra, los primordios glomerulares se fusionan en la linea media en la
region anterior y se forman un solo par de nefronas. A las 40 hpf empieza la filtracidén de sangre

proveniente de la aorta, por medio de los glomérulos (Serluca & Fishman, 2001).



Durante los estadios de interés en este estudio (18, 24 y 32 hpf) se observa que el campo renal ya
se ha establecido para las 18 hpf (Fig. 5) y se inicia la segmentacion antero-posterior de la
nefrona. Esta segmentacidn se completa aproximadamente a las 24 hpf (Fig. 6 y Fig 7 A, B), por
lo que a partir de este momento se espera observar diferencias morfoldgicas entre los diferentes
segmentos antero-posteriores, ademas de observar estructuras tubulares diferenciadas. A las 32
hpf (Fig. 7 C, D) debe haber un mayor grado de organizacidn tisular en la region anterior donde
sean evidentes los podocitos y los glomerulos, los cuales tendran una posicion diferente de la que
se observo a las 24 hpf (Gerlach & Wingert, 2013).

A B
e e i . . Y
18hp 18hp!

Figura 5. Hibridacion in-situ doble definiendo el mesodermo intermedio a las 18 hpf. A. Se
muestra area de expresion de marcadores del mesodermo intermedio. B. Marcadores de tibulos

pronéfricos a las 18 hpf. Imagen tomada de Horsfield, et al. 2002.

Nephrons View of polarized epithelium

Figura 6. Inmunohistoquimica de pez cebra a las 24 hpf mostrando Cdh17:EGFP. A. posicién

de nefronas A. Tubulo formado, detalle del epitelio. Imagen tomada de Gerlach y Wingert, 2013.
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Figura 7. Ay B. Embridn de 24hpf. A. Primordio de nefrona como una invaginacién del celoma.

B. corte sagital que muestra el ducto pronéfrico anterior adyacente al primordio. C y D. Embrion
de 32hpf. C. Primordio ha sido separado del celoma y parece un saco de células. D. Vista
sagital. Primordios de tubulo y glomérulo. np: primordio de nefrona. nst: nefrostoma. c: celoma.
pd: ducto pronéfrico. tp: primordio del tubulo. gp: primordio del glomérulo. Tomada de
Drummond, et al., 1998.

4.4.3 Mecanismos moleculares
Durante el desarrollo renal se ven involucrados varios genes, moléculas y estructuras que
interactian de diferentes maneras. Es importante conocer estos eventos para entender la
complejidad de este 6rgano. Las células que forman el pronefros en pez cebra provienen del IM,
el cual se forma a partir del mesodermo ventral y cuyas células expresan lo primeros genes
especificos renales. Dependiendo de la concentracién del morfogen proteina morfogenética del
hueso (BMP, por sus siglas en inglés Bone Morphogenetic Protein) se reprime o se activa la
diferenciacion del IM. A mayor concentracion, se reprimen genes de IM vy se activan los de la
LPM. Ademas, factores ventralizantes como BMP y el gen homeoético cdx (Caudal type
homeobox) regulan el tamafio y posicién del IM que luego se diferencia en dos bandas bilaterales
que forman el pronefros. El IM presenta una predisposicion dada por la concentracién de BMP
para formar estructuras renales, y la especificacion de estas parece depender de sefales
provenientes del mesodermo paraxial (ver Tabla 1). Antes de la somitogénesis el mesodermo
paraxial expresa Noggin, inhibidor de BMP, el cual permite la activacion de los genes pax2a y
pax8, los cuales definen la aparicion del IM y su limite con la LPM (Drummond & Davidson,
2010). Marcadores genéticos son expresados en la LPM y se restringen al IM antes de que
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empiece la morfogénesis renal. La activacion de estos marcadores caracteriza el inicio de la
diferenciacion de LPM y IM (Dressler, 2006).

Tabla 1. Mecanismos moleculares involucrados en desarrollo renal.

Estadio

Eventos

0-1 somitas
(10 hpf)

Las células del mesodermo paraxial, estimuladas por genes ntla, tbx16 y cdx
secretan acido retinoico (AR), lo que constituye la sefial de especificacion inicial
rostro/caudal (Drummond & Davidson, 2010; Gerlach & Wingert, 2013).
También induce la expresion de Lhx1 (antes lim1), pax2a y pax8 en IM para que
empiece a formar el pronefros (Gilbert, 2010). Lhx1 en co-expresion con pax8

son esenciales para definir area renal (Cirio et al. 2011).

2 somitas
(10.5hpf)

Se activa wtla en parte anterior del IM a consecuencia de la expresion de AR en
el mesodermo paraxial. sim1 se expresa en la parte posterior del IM (Drummond
& Davidson, 2010).

3 somitas
(11hpf)

El area de expresion de wtla se restringe a la region anterior del pez (Serluca &
Fishman, 2001) probablemente asociado al gradiente de concentracion de AR
que es mayor en la parte anterior (Wingert & Davidson, 2008).

4-6 somitas
(11.5hpf)

Inicio de segmentacion antero-posterior de dominios renales.

Mientras que pax2a se localiza cerca de la somita 2, expresion de siml se
restringe a los alrededores de los somitas 4 y 5 (Serluca & Fishman, 2001).
Notch2 se expresa en zona del tdbulo proximal, en la parte anterior del cuerpo.
Mientras que brnl y evil se encuentran en lo que sera el tubulo distal temprano
y tardio y en el ducto, en la region mas posterior (Wingert & Davidson, 2008).

El gen wtla se expresa alrededor de somitas 2 y 3, mientras que el dominio de
dcl y jag2 es adyacente a somitas 2 a 5 (Gerlach & Wingert, 2013).

8-10 somitas
(12hpf)

Pre-modelamiento temprano de IM (0-1somitas) dirige destino celular en esta
fase. Wtla se expresa entre somitas 1 y 2, en progenitores del glomérulo.
Mientras pax2a se expresa en células que formaran los tubulos alrededor de
somitas 2-5. Y sim1 se concentra en somitas 5-9 donde estan los progenitores del
ducto (Serluca & Fishman, 2001). Dominio de expresion de jag2 se extiende

hasta los alrededores de la somita 7 (Gerlach & Wingert, 2013).
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11 somitas
(14hpf)

La expresion de wtla se ve limitada solamente al primordio del glomérulo
(Serluca & Fishman, 2001).

15 somitas
(15 hpf)

Dominios rostral, central y caudal separados por expresion de genes especificos.
Witla, wtl, foxcla y Ihxla se encuentra solo en la zona de podocitos (adyacente a
somitas 2 y 3), mientras que hnf4a se expresa en los alrededores de las somitas 4
a 11. Por su parte irx3b, pou3f3, mecom, emx1l y gata3 se expresan en zona
central y caudal del IM (Gerlach & Wingert, 2013).

18 somitas
(18 hpf)

El AR desde el mesodermo paraxial anterior, contribuye a la consolidacion de la
segmentacion antero-posterior de la estructura afectando las células que
expresan wtla (Drummond & Davidson, 2010). Wtla+pax2a limita la
formacion de glomérulos y por otro lado produce elongacion del tubulo (Serluca
& Fishman, 2001). Lo que indica que estos dos genes tienen una interaccion
directa durante el desarrollo renal. Pax2a en esta etapa establece limites entre
podocitos, tabulo y ducto, reprimiendo genes de estas estructuras como wtl y
vegf (Drummond & Davidson, 2010).

28 somitas
(22 hpf)

Segmentos del ducto totalmente diferenciados. Marcadores como wtla, rfx2,
slc20ala, trpm7, slc2al y slc12a3 marcan los limites de los dominios. Mientras
gue wtla, hnf4a, mecom, gata3, emxl, entre otros, funcionan como factores de

transcripcion renales de cada uno de los segmentos (Gerlach & Wingert, 2013).

24 hpf
(prim - 5)

La sefial de Notch induce la formacion de células ciliadas. El tubulo proximal
recto expresa slc3al y trpm7, que sirven para absorber iones particulares. El
tubulo distal temprano expresa slc12al, romk2 y clck. El distal tardio expresa
slc12a3, para absorcion de sodio y cloro (Constantini & Kopan, 2010). Pkd2
interviene en formacién de tejidos ciliados como es el caso del ducto pronéfrico
y otros. La proteina inicia su localizacion en cilios y superficie basolateral de

pronefros en esta fase (Swanhart et al. 2011).

40 hpf
(long — pec)

Glomérulos y podocitos expresan wtla. Mientras que los tabulos y la parte
anterior del ducto presenta pax2a. Se da comienzo a la angiogénesis, donde los
podocitos expresan wtla y vegf, reclutan flkl y se forma un glomérulo

funcional. Empieza la filtracion de la orina (Drummond, 2005).
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Como se ha resumido anteriormente en la Tabla 1, durante el desarrollo renal se dan
interacciones entre tejidos y actlan varios genes, lo que contribuye a la especificacion y
morfogénesis de este organo (Drummond & Davidson, 2010). Sin embrago, aun es necesario
entender el papel que pueden tener otros genes e interacciones durante la embriogénesis renal.
Dentro de estos genes con funciones desconocidas se encuentra hand2, el cual a pesar de
expresarse en la LPM, parece influir en la diferenciacion y especificacion del 1M, el cual le da
origen al pronefros.

45  Factor de transcripcion Hand2

4.5.1 Caracteristicas generales

El Heart and neural crest derivatives-expressed protein 2 0 Hand2 es una proteina codificada por
el gen del mismo nombre, perteneciente a la familia hélice-bucle-hélice (bHLH). EI gen se
encuentra en el cromosoma 1 en pez cebra y tiene homdlogos en organismos como el raton y el
ser humano (NCBI, 2014). En mamiferos, también se encuentra handl, cuyo homélogo no ha
sido encontrado en pez cebra y que parece compensar algunas de las funciones de hand2 (Yelon
et al. 2000). Debido a la alta conservacion de este gen en vertebrados, estudiar su funcién en pez
cebra durante el desarrollo permitira evaluar su papel en la formacién y especificacion del IM y/o
del pronefros, ayudando asi a entender mejor el desarrollo del rifion.

4.5.2 Funciones

En estudios de mutantes de pez cebra con edemas y baja circulacion se identificaron mutaciones
en el gen hand2, y se demostrd su influencia en el desarrollo cardiaco, muscular y de aletas
pectorales, regulando diferenciacion, definicion de dominios y morfogénesis de estas estructuras
(Yelon et al. 2000).

Partiendo del hecho que este gen se expresa fundamentalmente en la LPM la cual contribuye a la
formacion del corazon, vasos sanguineos y linfaticos, musculo liso, componentes del sistema
respiratorio, entre otros, se han descrito numerosas funciones para hand2. Es asi como este gen
participa en procesos de especificacion, diferenciacion, proliferacion, morfogénesis vy
establecimiento de polaridad y dominios y como regulador de otros genes en estos procesos del
desarrollo. Por ejemplo, mediante estudios con mutantes han® (mutacién nula para hand2) en
pez cebra, se ha establecido que hand2 afecta el desarrollo del corazén interviniendo en la

expresion de genes especificos del miocardio, contribuyendo a la diferenciacion del masculo
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cardiaco, polarizacion de precursores, identidad epitelial y el establecimiento del nimero de
cardiomiocitos (Trinh, Yelon, & Stainier, 2005).

De igual forma, se han encontrado funciones en el establecimiento de los limites de dominios

cardiogenicos en la LPM y control del ambiente extracelular que influye en la fusién cardiaca a

través de la requlacién negativa de fibronectina 1 (fn1), moderando la organogenesis del corazon
(Yelon et al. 2000; Garavito, Riley, & Yelon, 2010).

En el desarrollo de la aleta pectoral se ha encontrado que Hand2 influye en la_proliferacion del

mesénquima y su posterior diferenciacion. Ademas tiene un papel importante durante el
desarrollo y elongacion de las extremidades en organismos como el raton mediante su interaccion
con Sonic hedgehog (Shh) (Yelon et al. 2000).

Hand?2 influye en el desarrollo de 6rganos posteriores como el sistema nervioso entérico, donde

es necesario para la migracion y proliferacion de precursores neuronales en el intestino a partir de

las 60 hpf y para su posterior diferenciacion. Asi mismo, se ha encontrado que Hand2 se expresa
en el mesodermo intestinal durante las etapas iniciales de desarrollo del musculo liso
(Reichenbacha at al. 2008).

4.5.3 Posibles funciones en el desarrollo renal

Hand2 es un factor de expresion temprana que influye en el desarrollo, proliferacion y
diferenciacion de varios 6rganos como el corazén, aleta pectoral e intestino. Ademas, como ya se
menciono, se ha encontrado que influye en el desarrollo temprano de estructuras corporales
posteriores, como el sistema nervioso entérico y musculo liso intestinal (Reichenbacha et al.
2008). Este factor de transcripcion, expresandose desde la LPM, puede llegar a influenciar el
desarrollo de estructuras vecinas como el IM, actuando en procesos como su diferenciacion y el
establecimiento de limites. Con base en esto se sugiere que el dominio de expresion posterior de
hand2 también puede influenciar al desarrollo del pronefros, afectando proliferacion celular y
diferenciacion mediante mecanismos parecidos a los del desarrollo cardiaco, de aleta pectoral y
sistema nervioso entérico.

Estudiando roles desconocidos para factores de transcripcion como Hand2 durante el desarrollo
renal, se busca contribuir a mejorar el conocimiento que se tiene a cerca de la morfologia,
desarrollo y funcionalidad de este dérgano. De esta manera se pueden entender nuevos

mecanismos moleculares y genéticos que lo afectan.
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S. OBJETIVOS

51  General
Evaluar morfoldgicamente el efecto del factor de transcripcion Hand2 en el desarrollo y

diferenciacion del pronefros en pez cebra

5.2  Especificos
o Establecer diferencias fenotipicas en la morfologia del pronefros en peces cebra mutantes para

el gen hand2 en diferentes estadios de desarrollo.

e Evaluar parametros cuantitativos para la valoracion fenotipica de la morfogénesis del
pronefros en pez cebra

e Inferir la posible funcion del factor de transcripcion Hand2 durante el desarrollo renal del pez

cebra.

6. METODOLOGIA

6.1. Mantenimiento de animales: se utilizaron embriones de pez cebra (Danio rerio) entre 0 y 48
hpf como modelo animal. Los animales se manejaron de acuerdo a lo establecido en los manuales
de ética en la experimentacién animal (Bayne, 1998; Radzikowski, 2006). Para poder obtener los
embriones se mantuvieron adultos activos reproductivamente, segin las condiciones Optimas
reportadas para la especie (Sprague et al. 2003). Los animales, tanto silvestres como mutantes
para hand2, estuvieron en un sistema de recirculacion de agua cerrado, a 28.5°C + 1°C, pH 7.5-
8.0, saturacién de oxigeno entre (7.5-8ppm) y concentracion de sales de mar de 60 mg/L.

6.2. Obtencion de embriones homocigotos para la mutacién en el gen hand2 (han): los
embriones homocigotos para la mutacion recesiva en el gen hand2 (han) se obtuvieron por medio
de cruces entre portadores heterocigotos y se identifican previo al procesamiento por medio de un
analisis fenotipico. Los portadores de la mutacion, denominados han, presentan campos cardiacos
no unificados y un fenotipo cardiaco caracteristico evidente por observacion bajo estereoscopio
en los estadios a evaluar haciendo innecesaria la genotipificacion molecular (Yelon et al. 2000).
En un cruce entre heterocigotos se obtiene una proporcion genotipica mendeliana 1:2:1 y

fenotipica 3:1. Para esto se cruzan de 1 a 3 parejas de adultos previamente identificados,
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siguiendo los estandares para el manejo de pez cebra (Sprague et al. 2003; Westerfield, et al,
1999). Los embriones resultantes se incuban a 28.5°C + 1°C en agua para embriones, y se
mantienen hasta que alcancen el estado de desarrollo deseado (18, 24 y 32 hpf).

6.3 Fijacion: una vez alcanzado en estado de desarrollo deseado, los embriones mutantes para
hand2 y sus hermanos silvestres se anestesian por inmersion en una solucion de tricaina ms-222 a
0,2% preparada en agua para embriones y luego se transfieren a tubos previamente lavados con
acetona, conteniendo la solucion fijadora de karnovsky (2% PFA/2.5% glutaraldehido/

NaOH/0.1 M buffer fosfato, PBS) por 2 horas.

6.4 Microscopia optica de alta resolucion (MOAR): terminado el proceso de fijacion, se lavaron
los embriones. La post-fijacion se realiz6 con tetradxido de osmio (2%) por 2-3 horas. Se
realizaron varios lavados que finalizan con alcohol al 70%. Posteriormente se realizd la
deshidratacién haciendo cambios en concentraciones crecientes de etanol hasta el 100%. La pre-
impregnacion se hizo con 6xido de propileno y se procedié con la impregnacion con resina Epon.
Las muestras se colocaron en mezclas de Epon: 6xido de propileno 1:2, 1:1 y 2:1 por 30 minutos
cada una y finalmente Epon 100% durante 1 hora. Posteriormente se realiz6 la inclusion en Epon
100% en un molde que se incuba a 60°C por 12-24 horas hasta alcanzar la polimerizacion de la
resina.

6.5 Obtencion de secciones histoldgicas para MOAR: se realizaron cortes transversales
principalmente, y algunos sagitales de aproximadamente 1-2 um de espesor a través del eje
antero-posterior del embrién. Se colectaron en una gota de agua sobre una lamina portaobjetos y
se dejaron adherir sobre una plancha a temperatura moderada. Una vez adheridas, las secciones
se tifieron con azul de toluidina (1%) por 10 - 20 min, el cual es el colorante estandar utilizado
para la técnica empleada, y se lavaron con agua destilada. Se dejaron secar y se realizo el
montaje. Las secciones evaluadas corresponden con 3 niveles, los cuales se identificaron
cualitativamente de acuerdo a la cantidad y distribucidn relativa de vitelo que presentaba el corte

del embridn. Estos, se ejemplifican en la Figura 8.
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A. 18 hpf B. 24y 32 hpf

Figura 8. Esquema de cortes a realizar en embriones de pez cebra .1. Anterior 2. Medio 3
posterior Donde A. es un embrion a las 18hpf donde el IM no se ha segmentado y B. representa a
las 24 y 32 hpf donde ya se ha dado la segmentacion.

6.6 Analisis histoldgico: A los diferentes cortes se les realiz6 un anélisis histolégico con ayuda
del microscopio Zeiss Axio Imager A2 acoplado a una cdmara AxioCam ICcl para determinar
diferencias, si existen, entre el fenotipo del pronefros. Se evaluaron caracteristicas cualitativas
como la integridad del tejido, forma de las células y forma del tubulo.

6.7 Andlisis morfométrico: Para este analisis con el programa ZEN se realizd una valoracién
cuantitativa de pardmetros como numero de células por tubulo teniendo en cuenta los nucleos
celulares, area de tabulo y area del lumen.

6.8 Analisis estadistico: Por cada estadio se evalGan al menos 3 embriones por condicion
(mutante y silvestre) en cada uno de los niveles mencionados (Fig. 8). Lo que corresponde
aproximadamente a 30 embriones por condicion y un minimo de 150 secciones histoldgicas
aproximadamente. Los pardmetros cuantitativos se tabularon y se procesaron estadisticamente
para parametros descriptivos (promedio, varianza, error estandar, entre otros). Con el programa
IBM SPSS statistics 22 se evalu6 si se cumplian los supuestos de homogeneidad de varianzas y
distribucion normal. Dado que en un principio no se cumplié alguno de los supuestos se
transformaron los datos, y se comprobaron los supuestos que mostraron un P>0,05.
Posteriormente se realiz6 un ANOVA para evaluar si existian diferencias entre silvestres y
mutantes, para hand2 para cada uno de los tiempos y los niveles y se determind si eran
significativas (P<0.05). Ademas se aplico una prueba post-hoc de Tukey para evaluar entre

niveles las diferencias existentes.
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7. RESULTADOS

7.1 Andlisis histologico de los cortes

Se realizaron cortes para MOAR en embriones de pez cebra tanto silvestres como mutantes han
en los estadios 36, 24 y 18 hpf. De acuerdo a estos cortes se observaron caracteristicas
morfologicas para evaluar si existia influencia de Hand2 en la formacion del pronefros en pez
cebra. Por simplicidad solo se muestran imagenes representativas del nivel 3, pero las
caracteristicas observadas son reproducibles en los otros niveles (Anexos 1 a 4).

En las figuras 9 a 10 se puede notar que en general, el tubulo en los mutantes es mas grande con
rea promedio de 529,040 um? mientras que en silvestres es de 357,665 um? (P=0,000).
Adicionalmente se encontré que los individuos han cuentan con un mayor numero de células
(7£2) que su contraparte silvestres (5+2) presentando diferencias significativas para esta
caracteristica (P=0,008). Finalmente se observaron diferencias en el tamafio del lumen, donde los
silvestres presentaban en promedio 10,985 um? de area en contraste con los mutantes que tenian
un tamafio de 21,636 pm? (P=0,000).

Adicionalmente se hicieron comparaciones entre los estadios evaluados y los 3 niveles de corte

pero en ninguno de los dos casos se encontraron diferencias significativas.
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7.7.1 Descripcion morfoldgica de cortes a 36 hpf

WT

han

Figura 9. Cortes transversales de embriones silvestres y mutantes han a 36 hpf. A. silvestre 40x.
Barra equivale a 20um B. silvestre 100x. Barra equivale a 10 um C. mutante 40x. D. mutante
100x. Se puede apreciar la estructura tubular resaltada con las lineas punteadas. Y: yema. Tn:

tubo neural. L: lumen. *: Lumen en silvestres.
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Especificamente, en los animales silvestres (Fig. 9 A. y B.) se observd una estructura circular en
ambos tabulos con 4rea de 338,611 um? en promedio, la integridad del tejido entre ellos es
similar y cada uno cuenta con 5+2 células del mismo tamafio cada una. También se puede
observar un lumen pequefio, con un promedio de 12,024 um?, vy la separacion entre los tibulos

correspondiente al nivel 3.

Por su parte en los animales mutantes (han) se observa que la integridad del tejido es parecida a
la de los animales silvestres, aungue en el individuo mutante se puede observar en promedio un
mayor numero de celulas de aproximadamente 8+2 (P=0,000). Adicionalmente, estas no estan
tan ordenadas y su forma no es uniforme. Por otro lado los tubulos son mas grandes, con un area
500,937 um? (P=0,001), y una forma alargada presentando una separacién mayor entre ellos
comparada con las de sus pares silvestres. El lumen es de mayor tamafio, con un area de 18,177
um?en promedio, que el observado en los animales silvestres donde se registré un area de 12,024
um?, pero las diferencias en esta caracteristica no alcanzan a ser significativas (P=0,178). Aunque
las imégenes presentadas muestran solo el nivel 3 de los embriones, las observaciones y
comparaciones entre los otros niveles muestran las mismas diferencias globales, excepto para el

area del lumen (Fig 9. C y D; Anexo 1).
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7.1.2 Descripcion morfoldgica de cortes a 24 hpf

WT

han

Figura 10. Cortes transversales de embriones a 24 hpf. A. silvestre 40x. Barra equivale a 20um.
B. silvestre 100x. Barra equivale a 10um C. mutante 40x. D. mutante 100x. Se puede apreciar la
estructura tubular resaltada con las lineas punteadas. Y: yema. Tn: tubo neural. L: lumen. *:

Lumen en silvestres.
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A las 24 hpf, en los individuos silvestres se aprecia que un tdbulo tiene forma circular, mientras
que el otro presenta una forma levemente ovalada (probablemente artefacto de la orientacion del
especimen), presentan 5y 4 células respectivamente, las cuales tienen forma circular y estan

dispuestas ordenadamente alrededor del lumen, que es apenas visible (Fig. 10. Ay B).

Como se puede observar en la Figura 10 C y D de los individuos mutantes de 24 hpf, los dos
tubulos presentan una forma diferente ya que uno es circular y el otro es alargado, lo mismo se
observa en los silvestres. Como esta figura corresponde a corte del nivel 3 los tubulos ya estan
mas cercanos entre ellos que en los cortes de la region anterior (Anexo 2), puesto que se acercan
al cierre del tabulo, donde se formara la cloaca.

Al comparar los individuos silvestres y mutantes de este estadio en particular, se observé gque en
cuanto a integridad de tejido y forma de los tabulos los dos fenotipos presentan las mismas
caracteristicas. Por otro lado, la cantidad de las células que conforman el tibulo de los mutantes
es promedio mayor (7+2) respecto a sus pares silvestres que presentan (5+2) células en los
tubulos (P=0,000). Adicionalmente se observa que el tamafio del tdbulo y del lumen en mutantes
es més grande, con un area promedio de 555,143 um? y 25,095 pm? respectivamente. Mientras
que los individuos silvestres registraron un valor de 376,719 pm? para el tibulo y 9,945 pm? para
el area del lumen (Pygpui0=0,000. Pjymen=0,001)

En cuanto a la separacién de los tdbulos entre si de acuerdo al nivel evaluado, aunque no se
hicieron mediciones de esta caracteristica, los individuos mutantes presentan mayor distancia

aparente relativa a sus pares silvestres.
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7.1.3 Descripcién morfolégica de cortes a 18 hpf

Figura 11. Cortes transversales de embriones a 18 hpf. A. 10x. Barra equivale a 10um B. 40x.
Barra equivale a 20um. El circulo punteado indica el lugar donde se esperaba la posicion del

mesodermo intermedio (IM).

En los individuos correspondientes al estadio de 18 hpf se observd una composicion celular
uniforme en todo el embrion (Fig. 11. A y B). Por esto no se pueden diferenciar
morfolégicamente la estructura pronéfrica o ningun otro tejido en el embrién comparado con los
otros estadios evaluados. Se supone la posicién donde estarian los tlbulos de acuerdo a lo
observado anteriormente pero no se detalla ningun tipo de diferenciacion estructural. Se pueden
observar paquetes de células que presentan algin tipo de organizacion pero es imposible
identificar una estructura especifica, probablemente debido a que es un estadio muy temprano y

todavia no se ha dado ningun tipo de diferenciacion morfologica en esta area.

7.2 Analisis morfométrico
Se realizo un analisis de las caracteristicas morfoldgicas estudiadas donde se encontrd que los
individuos mutantes presentaban diferencias significativas con respecto a su contraparte silvestre

en la mayoria de los casos en cuanto a numero de células que conformaban el tdbulo, area del
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lumen y del tdbulo en los estadios evaluados. Aunque para las 36 hpf en area del lumen no se

encontraron diferencias significativas (Tabla 2).

Tabla 2. Promedios para numero de células, area del tubulo y area del lumen por estadios.

WT han P (entre
fenotipos)

Numero 24 hpf 512 712 0,0000
de células | 36 hpf 542 742 0,0000
Areadel | 24 hpf |[376,7191459|557,143413 0,0000
tubulo 36 hpf |338,6119485 | 500,937907 0,001
Area del 24 hpf | 9,945687527 | 25,0954386 0,001
lumen 36 hpf |12,02460811 |18,1776287 0,178

Adicionalmente se realiz6 una comparacion entre los estadios de 24 y 36 hpf para las mismas
caracteristicas para cada uno de los fenotipos. En este caso no se reportaron diferencias
significativas para silvestres en numero de células (P=0,262), area del tabulo (P=0,190) ni en el
area del lumen (P=0,112). De la misma forma los individuos mutantes tampoco presentaron
diferencias entre los dos estadios de desarrollo ni para namero de células (P=0,541) ni para area
del tdbulo ni lumen (Pupuio=0,228. Pumen=0,170). Esto nos lleva a concluir que no existen
diferencias entre estos dos estadios tanto para los individuos silvestres como en los animales
mutantes. Pero como se indico anteriormente las diferencias entre los dos fenotipos en el nimero

de células, area del tubulo y del lumen se mantienen.

Para ejemplificar los resultados observados se realizaron gréaficos donde se comparan cada una de

las caracteristicas por separado contra los fenotipos y los estadios estudiados en este trabajo.
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N=3 Estadio

W 36hpt
] *k*k
B Hokx [ 24hpt

Media Celulas
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silvestre Mutante
Tipo
Barras de error; 95% CI
Figura 12. Namero de células en el tdbulo del pronefros a las 36 hpf y las 24 hpf. Se encontraron

diferencias significativas entre fenotipos mas no entre estadios.

En la figura anterior (Fig. 12) se puede comprobar lo descrito anteriormente. En este caso se
afirma que existen diferencias significativas entre peces silvestres y mutantes (P=0,000), pero al
analizar las barras verde y azul que representan los estadios de 24 hpf y 36 hpf respectivamente,
vemos que estas no difieren entre estadios, por lo que se confirma el hecho que entre estos no hay
diferencias significativas en cuanto al nimero de células que conforman la estructura tubular del

pronefros en pez cebra en cada fenotipo.
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Figura 13. A. Area del tibulo del pronefros a las 36 y 24 hpf. Se encontraron diferencias
altamente significativas entre los fenotipos. B. Area del lumen a las 36 y 24 hpf. Se encuentran

diferencias significativas entre mutantes y silvestres para las 24 hpf.
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En la figura 13A se comparan los datos encontrados para el area del tubulo contra fenotipo y
estadio estudiado. De acuerdo con esta grafica se afirma que existen diferencias altamente
significativas entre el area del tabulo entre individuos mutantes y silvestres. En cuanto a las
comparaciones entre estadios, aunque en la grafica se muestran algunas diferencias en los analisis
no se reportaron caracteristicas significativas (P=0,113).

Los resultados que se pueden observar en la figura 13B corresponden a las diferencias
encontradas en area del lumen entre silvestres-mutantes y 24 hpf-36 hpf. Donde se reportan
diferencias significativas entre los fenotipos para las 24 hpf (P=0,001) pero no para las 36 hpf
(P=0,178). Por otro lado, no se observan diferencias entre los estadios ya que las barras son mas
uniformes para cada fenotipo y el valor de P reportado es mayor a 0,05 lo que lleva a rechazar la

hipétesis nula la cual afirma que no existen diferencias significativas.

Finalmente se realizaron comparaciones para evaluar las diferencias entre los 3 niveles
estudiados en cada uno de los fenotipos. Segln estas, en silvestres hay diferencias en el area del
tubulo solo entre los niveles 2 y 3 (P=0.019), pero no hay diferencias en el numero de células
(P=0,205) ni el tamafio del lumen (P=0,077). En los individuos mutantes no se reportaron
diferencias entre ninguno de los niveles evaluados ni para nimero de células (P=0,762), area del
tbulo (P=0,377) ni area del lumen (P=0,132).

Tabla 3. Promedios para numero de células, area de tubulo y area del lumen por niveles.

P (entre
WT han ]
fenotipos)
Nivel 1 5+2 7+2 0,000
NUmero de i
Nivel 2 5+2 7+2 0,000
células
Nivel 3 5+2 7+2 0,000
Nivel 1 |361,468635 |559,403148 0,001
Area del tibulo | Nivel 2 |400,517778 | 540,583027 0,003
Nivel 3 |311,010228 | 487,135805 0,003
Nivel 1 |11,6968297 | 13,6035904 0,326
Area del lumen | Nivel 2 |13,6507087 | 24,0070218 0,066
Nivel 3 |7,60790504 | 27,2989887 0,001
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Por otro lado al comparar cada fenotipo por nivel (Tabla 3) se encontré que habia diferencias
altamente significativas para el numero de células y area del tubulo en los 3 niveles. En cuanto al
area del lumen solo el nivel 3 mostro diferencias entre silvestres y mutantes (P=0,001) mientras

que en los otros niveles el valor de P era mayor a 0,05.

8. DISCUSION

8.1. Diferencias entre individuos silvestres y mutantes.

Segun los resultados reportados durante este trabajo, el primero basado en la morfologia del
pronefros en pez cebra, se encontraron diferencias significativas en cuanto a las caracteristicas
cuantitativas evaluadas como el nimero de células que conforman el tubulo, area del tdbulo y
area del lumen, ademéas se observaron diferencias en cuanto a la forma de los tubulos, a la
disposicion de las células y a la posicion o separacion relativa de los tabulos entre ellos. Esto
confirma las observaciones preliminares que se habian realizado utilizando hibridacion in-situ
donde se encontrd que los individuos mutantes aparentaban tener mayor numero de células, un
area del lumen que tendia a ser méas grande y una desorganizacion de las células que conforman
la estructura tubular respecto a los individuos silvestres (Rincon, et al. 2014).

De acuerdo a los resultados, donde se observa que en los mutantes se ven afectadas varias
caracteristicas morfolégicas del pronefros, se puede suponer que Hand2 podria jugar un papel
durante el desarrollo afectando diferentes procesos. Hay que tener en cuenta que como se busca
aportar al desarrollo de conocimiento sobre la embriogénesis renal para, a largo plazo, poder
desarrollar mejores tratamientos para las enfermedades renales, en mamiferos también existe el
factor Hand1 que se ha encontrado puede tener funciones parecidas o redundantes con Hand2 por
lo que los efectos observados en pez cebra que solo presenta la forma Hand2, podrian ser mas
severos que en mamiferos, ya que Hand1 parece aliviar las consecuencias de no presentar el otro
factor (Yelon, et al., 2000; Firulli, 2003; Vincentz, Barnes, & Firulli, 2011). Sin embargo, a la
fecha no hay reportes en mamifero de fenotipos renales asociados a mutaciones en hand2 ni en
hand1l.
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8.1.1 Proliferacion

Durante este trabajo se encontré que el nimero de células que conforman los tabulos de los
pronefros aumenta significativamente en individuos mutantes para Hand2. Esto sugiere que este
factor de transcripcion podria estar afectando el proceso de proliferacion en el desarrollo renal.
En otros estudios que evaluaban la funcion de Hand2 durante el desarrollo se encontro que este es
necesario para proliferacion de precursores del sistema nervioso entérico (Reichenbacha, et al.
2008). Adicionalmente, en otro trabajo se reportd que la ablacion de este factor provoca un
aumento en el tamafio del intestino (Lei & Howard, 2011). Esto concuerda con lo encontrado en
este trabajo puesto que un mutantes sin funcion de hand2 habia un mayor nimero de células. Por
el contrario, segun Firulli (2003) Hand2 méas que tener un papel en aumentar la proliferacion
parece inhibir apoptosis, ya que en estudios de desarrollo cardiaco analisis por TUNNEL
(deteccion de apoptosis) mostro que individuos con mutaciones nulos para hand2 presentaban
mas celulas apoptéticas en el modelo murino. Esta diferencia en cuanto a los resultados de este
trabajo se puede deber a que se estudiaron diferentes 6rganos en diferentes modelos animales.

Por otro lado estudios en desarrollo cardiaco reportan que individuos con delecion de hand2 o
con pérdida de funcién después del inicio de la diferenciacion presentan una reduccion en la
poblacion cardiogénica probablemente debido a que no hay una buena proliferacion (Yelon, et al.
2000; Tsuchihashi, et al. 2011). Estas diferencias pueden ser un reflejo de las particularidades
entre los programas de desarrollo cardiaco y pronéfrico que podrian tener una interaccion de
diferente naturaleza con Hand2.

Adicionalmente, también se han encontrado reportes en cuanto al desarrollo de la aleta pectoral
de pez cebra y la expansion de primordios en donde Hand2 parece tener un papel esencial en este
proceso. En mutantes nulos se observaba mayor nimero de células y los primordios eran mas
grandes. En ratén, Hand2 también ha mostrado tener un papel importante en la elongacion de
extremidades mediante su interaccién con shh (Yelon, et al. 2000). De este modo, hand2 podria
estar actuando como un promotor de la proliferacion en el IM explicando el incremento en el
numero de células y el aumento de tamafio en los tabulos pronéfricos. Teniendo en cuenta que
hand2 se expresa en la LPM su efecto en el desarrollo renal obedeceria a la interaccion entre la
LPM vy el IM.
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8.1.2 Morfogénesis, limitacion de dominios y diferenciacion

Una explicacion alternativa para entender el cambio en el tamafio del pronefros y el mayor
numero de células que lo componen en los animales mutantes para hand2, seria un papel de este
gen en la definicion de las dimensiones de los dominios competentes para diferenciacion. Por
ejemplo, genes como cdhl7, cuyo producto es importante para las interacciones celulares que
contribuyen a la formacion, aumentan sus niveles de expresion y expanden su patron de
distribucion en ausencia de hand2 (Garavito, Riley, & Yelon, 2010).

Al analizar esta observacion hay que tener en cuenta que precursores hematopoyéticos y
vasculares surgen de la LPM, la cual es colindante con el IM de donde surge el pronefros. Dado
que el rifidén es el sitio de hematopoyesis en la edad adulta, es de esperar que algunos genes
expresados en la zona renal se vean afectados por las sefiales de la LPM y que algunos de ellos se
sobrelapen. Por ejemplo el gen cdhl7, que es un marcador de pronefros, también se expresa en
estadios tempranos en la LPM. Esta expresion parece ser remanente de marcadores sanguineos
tempranos como scl, que también estd presente en el desarrollo de pronefros en el tlbulo distal.
Esto muestra la estrecha relacidn e interacciones existentes entre estos genes y su distribucion en
los tejidos colindantes (IM — LPM). Sobreexpresion de slc en pez cebra contribuye a que LPM
tenga destino sanguineo a expensas del rifién y del ducto pronéfrico. Es decir, a mas presencia de
slc menos cdhl7, y menos estructura pronéfrica (Horsfield, et al. 2002). Segln estas
interacciones, se puede suponer que Hand2 podria tener un efecto sobre la expresion de cdh17
aumentando el campo renal a expensas de la LPM.

Adicionalmente se ha encontrado que cdh17 comparte su dominio de expresion con lhx1, el cual
es un gen esencial para el desarrollo renal. Sin lhx1 no hay dominio pronéfrico y cuando se
sobreexpresa, el campo renal aumenta a expensas del MP (Cirio, y otros, 2011; Horsfield, et al.
2002). De acuerdo a esto, el hecho que mutantes nulos para Hand2 presenten mayores niveles de
expresion de cdhl7 (Garavito, Riley, & Yelon, 2010) e incremento en el nimero y tamafio de los
tubulos pronéfricos en comparacion con los silvestres podria ser una consecuencia de la
expansion del campo renal con su posterior diferenciacion.

Por otro lado en el desarrollo del intestino, méas especificamente del sistema nervioso, Hand2
parece jugar un papel en la diferenciacion de precursores en neuronas Yy no solo en especificacion,
puesto que se ha encontrado que Inhibicion de Hand2 detiene diferenciacion de celulas

neuronales entéricas. En el intestino, ratones con mutacion para hand2 mostraron una baja
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diferenciacion en células neuronales pero no se increment6 el nimero de glia sugiriendo que si
bien se afecta la diferenciacion no se desarrollan nuevos destinos celulares. Entonces Hand2
parece ser esencial para una completa diferenciacién mas no para que las células entren al linaje
neuronal (D'Austréaux, et al. 2007). Esto no apoya los resultados encontrados en este trabajo, ya
que en este se encontrd6 mayor nimero de células tubulares en el pronefros de pez cebra. Esta
contradiccion se puede deber a que si bien la diferenciacion terminal parece ser dependiente de
Hand2, en este proceso de precursores neuronales entran en accion varios factores que no se ven
en el riidén, como HuD un marcador para células neuronales especificamente que se sabe es

afectado por la baja presencia de Hand2 (D'Auutréaux, et al 2011).

8.1.3 Polaridad

Segun los resultados encontrados la organizacion de las células del tibulo en mutantes es un poco
diferente que la observada en los silvestres, pero al comparar estos resultados con la literatura no
se han encontrado reportes que sustenten completamente esto, ya que en estudios de desarrollo
cardiaco con mutantes para hand2, donde también se ve afectada la proliferacion los pocos
precursores presentes no formaban un epitelio, ni poseen polaridad apico-basal (Trinh, Yelon, &
Stainier, 2005) pero otros estudios han revelado que Hand2 no parece tener efecto en la polaridad
en otros tejidos epiteliales, ya que, aunque Hand?2 se expresa en toda la LPM, la parte posterior de
esta no parece exhibir defectos en cuanto a polaridad en mutantes para este gen (S. Horne-
Badovinac and D.Y.R.S., datos no publicados En: Trinh, Yelon, & Stainier, 2005). Estudios por
inmunohistoquimica podrian revelar diferencias, si existen, en la definicion de la polaridad en los

tubulos pronéfricos de animales mutantes para hand?2.

8.1.4 Migracion

Aunqgue no se hicieron mediciones de la distancia entre los tubulos, en las fotografias tomadas de
los pronefros se observa que en el caso de los mutantes los tabulos estan mas separados que en
los cortes de peces de tipo silvestre esto podria indicar una posible funcién de parte de Hand2 en
cuanto a los procesos de migracion en desarrollo renal de pez cebra. Estudios reportados con
mutantes han durante el desarrollo del corazén mostraron deficiencias significativas en la
migracion de los precursores cardiacos hacia la linea media a las 24 hpf (Yelon, et al. 2000).
Adicionalmente la delecion de hand2 después de que haya dado inicio la diferenciacion cardiaca
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causd un efecto tardio en la expansion ventricular, similar a lo que se observa en la zona
miocéardica en individuos con mutacion nula para este gen (Tsuchihashi, et al. 2011). Estos
reportes podrian explicar en parte lo encontrado en este trabajo, aunque hay que tener en cuenta
que la mayoria de estudios para Hand2 se han hecho en el corazon, lo que significa que genes
involucrados en desarrollo cardiaco podrian no reaccionar de la misma manera que los renales.
Segin Garavito, Riley, & Yelon (2010) mutaciones en hand2 aumentan la expresion de
precursores renales pero reducen la expresion de genes involucrados en desarrollo cardiaco.

Por otro lado, reportes del papel de hand2 en dérganos posteriores como el intestino y sistema
nervioso entérico afirman que cuando no hay Hand2 se detiene la migracién inicial de células de
la cresta vagal al intestino, pero cuando esta presente la migracion se da normalmente apoyando
que hand2 podria jugar un papel en la migracion durante el desarrollo renal (Reichenbacha, et al.
2008). Adicionalmente, estudios de migracion celular en la formacion del intestino mirando el
papel de HAND?2 revelaron que este influye en este proceso. Aunque la migracién de estas
células empieza, no logran llegar a su destino final. En la mayoria de los individuos se observa
que las células se detienen en la mitad (Yin, et al., 2010; D'Auutréaux, et al. 2011). Esto se puede
apreciar en las figuras 7-10 donde los tubulos de los mutantes parecen mas separados que en los
individuos silvestres, ya que en mutantes para hand2 durante procesos de migracion los
rearreglos celulares fallan y la migracion se detiene, esto se puede deber a una influencia directa
de Hand2 sobre los precursores celulares involucrados en el desarrollo o a que Hand2 podria estar
afectando la estructura de la matriz extracelular, lo que dificultaria el movimiento de las células
hacia su destino (Trinh, Yelon, & Stainier, 2005; Vincentz, Barnes, & Firulli, 2011)

9. CONCLUSIONES

El presente trabajo permitié establecer las diferencias fenotipicas en la morfologia del pronefros
en peces cebra mutantes para el gen hand2 en diferentes estadios de desarrollo respecto a sus
pares silvestres. Especificamente se encontré que los animales portadores de la mutacion nula en
hand2 presentan un mayor tamafio de los tdbulos y el lumen pronéfricos, un grado de

organizacion celular menor comparados con sus pares silvestres y un mayor nimero de células.
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Las diferencias encontradas en el fenotipo del pronefros de animales mutantes para hand2 son el
reflejo del incremento significativo en el nimero de celulas que componen el tabulo, el area del
lumen y del tdbulo respecto a sus pares silvestres. Se encontrd que los animales mutantes
presentan en promedio 7+2 células comparado con 5+2 células en los animales silvestres por
tibulo. De manera similar, el area del tabulo y de su lumen es mayor en los animales mutantes
con valores de 500um2 y 30um2 respectivamente, en comparacion con su contraparte silvestre

que tiene un area promedio de 300um2 para el tdbulo y 10um2 para el lumen.

En conjunto, los resultados de este trabajo revelan un papel antes desconocido para el factor de
transcripcion Hand2 en el desarrollo renal. Los datos obtenidos confirman que este factor esta
involucrado en los mecanismos que definen el nimero de células que componen los tdbulos
pronéfricos, sus dimensiones y la organizacion celular, sugiriendo un papel en diferentes
procesos del desarrollo como proliferacion, morfogénesis y delimitacién del dominio renal. Sin
embargo establecer si realmente cumple estas funciones especificas se escapa del alcance de este

estudio.

10. RECOMENDACIONES

Durante este trabajo se logr6 comprobar mediante comparaciones morfologicas, las
observaciones hechas en estudios preliminares donde se encontré que en peces cebra portadores
de una mutacién nula para Hand2 el animal sufria una serie de modificaciones en el pronefros.
Sugiriendo un papel desconocido para este factor y una influencia de este desde la LPM sobre el
IM no considerada antes.

Como este estudio era netamente morfoldgico, se sugiere en un futuro considerar usar algunos
individuos con el IM o el pronefros marcados para poder apreciar la estructura mas facilmente, ya
que en algunos cortes era dificil encontrar la estructura. Segun esta misma consideracion, como a
las 18 hpf no se logro observar una estructura ya establecida, se sugiere usar marcadores de IM y
ademas estudiar estadios entre las 18 y las 24 hpf para establecer el momento en que se empieza a
diferenciar el pronefros.

Adicionalmente, para complementar este trabajo se pueden hacer mediciones complementarias

como la distancia de los tubulos o el tamafio de las células. Tamhién seria recomendable hacer
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estudios sobre la funcionalidad del pronefros en pez cebra, para comprobar que las células
terminen de diferenciarse.

Hay que tener en cuenta que el conocimiento sobre las redes de interacciones entre tejidos y entre
genes necesarias para la formacion del pronefros ain estd incompleto, que hay factores
involucrados que aln se desconocen e interacciones que faltan aclarar. Ademé&s existen
interacciones y blancos desconocidos para Hand2, ya que como no se habian reportado funciones
para este factor durante el desarrollo renal, no se conocen las interacciones o blancos indirectos
que este pueda tener desde la LPM sobre el IM.

Segn lo anterior se recomienda hacer estudios, utilizando herramientas bioinformaticas,
patrones de expresion de genes y/o peces con doble hibridacién in-situ con marcadores renales,
para establecer los posibles blancos de Hand2 que puedan estar afectando el desarrollo de los
pronefros.

Por otro lado, al esperar que este trabajo contribuya al desarrollo de terapias para humanos cabe
destacar que en estos existe el factor Hand1 que podria aliviar las consecuencias en caso de que
falte Hand2, por lo que, en caso de comprobarse el papel de este ultimo en el desarrollo renal,

seria conveniente realizar estudios teniendo en cuenta esta diferencia en mamiferos.
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ANEXO 1. Figuras de niveles 1 y 2 para individuos silvestres de 36 hpf

Nivel 1

Nivel 2

Cortes transversales de embriones silvestres a 36 hpf en niveles 1y 2. Ay C. 40x. Barra equivale
a 20um. B y D. 100x. Barra equivale a 10um. Se puede apreciar la estructura tubular resaltada
con las lineas punteadas. Y: yema. Tn: tubo neural.
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ANEXO 2. Figuras de niveles 1y 2 para individuos mutantes de 36 hpf

Nivel 1

Nivel 2

Cortes transversales de embriones mutantes a 36 hpf en niveles 1y 2.. Ay C. 40x. Barra equivale
a 20um. B y D. 100x. Barra equivale a 10um. Se puede apreciar la estructura tubular resaltada

con las lineas punteadas. Y: yema. Tn: tubo neural.
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ANEXO 3. Figuras de niveles 1y 2 para individuos silvestres de 24 hpf

Nivell

Nivel 2

Cortes transversales de embriones silvestres a 24 hpf en niveles 1 y 2.. A 'y C. 40x. Barra

equivale a 20um. B y D. 100x. Barra equivale a 10um. Se puede apreciar la estructura tubular
resaltada con las lineas punteadas. Y: yema. Tn: tubo neural.
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ANEXO 4. Figuras de niveles 1y 2 para individuos mutantes de 24 hpf

Nivel 2

Cortes transversales de embriones mutantes a 24 hpf de los niveles 1 y 2 A 'y C. 40x. Barra
equivale a 20um B Y D. 100x. Barra equivale a 10um. Se puede apreciar la estructura tubular

resaltada con las lineas punteadas. Y: yema. Tn: tubo neural.
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