S“‘QR\OI 0

b §

f*o

o) %
Srse

X

N

Universitat de Lleida

o\A YEC~/
& S

Propuesta de proyecto de investigacion:
Papel de RhoE como mecanismo
molecular implicado en la regulacion del
plegamiento de la corteza cerebral en
mamiferos durante el desarrollo

Trabajo de Fin de Grado

Autor: Marina Herrero Lorenzo

Tutor: Joaquim Egea Navarro
Titulacion: Grado en Biotecnologia

Curso: 2016-2017






Indice

JAYed - Lo LYol T (11T ) o LT vV
0= U 1 =T o v
RS UM . ettt ettt et e et e e et e et e et s e e b e st s e eaa s e st s ena s e s e st e erheaenns \"
Y ¢ Yot SO VI
R [ 014 (oo (VT ol o o LN USRI 1
1.1, Financiacion de [0S ProYECOS .....civcuiiiiiiiiieiciiie ettt e st e e s stre e s s bae e e snreeeeans 1

1.1.1. Fin@NCiACioON NACIONAL:...........ccvveeiiieiiieeieeesie ettt s e sttt steeste e ste s sieessaesenaeeen 1

1.1.2. Financiacion Europea e INternACionQl:...............ccoueeeeevueeeesiveeeeiiieeeesiieeeeiieeeesiiveaenns 2

1.1.3. FinanCiaCioNn PriVAGQ: .........ccccueeeeeieeeeeiiieeeesieeeeestee e e eee e e st e e e steeeesssseaesssssaasssneasnes 3
00 R €0 1Y/ Tox o I 1 0o Yo 1] [o 1SS 3
D € | o] =1 1 1oL PSP TP PP PR PUPPPPPPRPN: 4
R Y/ 11 (o T o] (o - 1RO 5
4. Desarrollo de la propuesta de proyecto:..........ceveieeieeiiiicien e 6
R Y o =Y ol =T [T | =T PSPPI 6

4.1.1. Plegamiento de |0 corteza Cerebral: .............ouuuvueeeeveeeesiiieeeiiieeeesiveeeeiiseeeseieeaenns 6

4.1.2. 2] ¢ Lo USSR 11
4.2.  Hipotesis iNicial Y ODJETIVOS: .....eiiiiiiieiciiie et e e aree e 13
e T Y =Y (<Y =1 IRV o Y=Y oo [ 13 N 14

4.3.1. 1Y o= 4 o] SRR 14

4.3.2. 1Y =0 Lo (o X3 PP 15
4.4. Resultados quUEe S eSPEra OBLENEN: ....ivii i e e e e e e e 20
T 1 P Yo e [ =T [T ol U ol o o RSN 21
T ] oY Vi i or= Yol To Yo IR =T o o Yo = AR 22
oy B P T e [ 11 U T T o RSN 23
4.8.  Aspectos éticos y de SegUIdad:.......ccccviiiiiciiiiiiiiee e e 24
S TR o T o U =T o Nt 25
D DISCUSION: ...ceiiiitiiiee et ettt e ettt e e e e et bbb s e s e e e e e eab e e e e eeaesbbbbiereseeeensnaanes 27
T = 11 o] [To =1 =1 i - AR 28



Agradecimientos:

Quiero en primer lugar, agradecer al Dr. Joaquim Egea por haber sido un tutor y profesor
excelente y por haberme ayudado en todo momento. Compartiendo sus conocimientos
conmigo y por darme la oportunidad de aprender sobre el &rea que tanto me ha llamado

la atencidn, la neurobiologia molecular.

También quiero darles las gracias a todos mis comparfieros, por ser unos grandes

amigos y por haber estado mutuamente siempre que lo hemos necesitado.

Por ultimo y lo méas importante, quiero darle las gracias a mi familia, por darme apoyo
dia tras dia para que consiga mis suefios y porqgue nada de esto lo podria haber

conseguido sin ellos.
Resumen:

Elaboracién de una propuesta de proyecto de investigacion cientifico competitivo que
sigue el modelo 1+D “Excelencia” 2017, requerido por el Programa estatal de fomento
de la Investigacion cientifica y técnica de Excelencia, buscando la financiacién para la
realizacion de una investigacion de ciencia béasica en el campo de la neurobiologia

molecular.

A lo largo de la evolucién, el cerebro humano ha conseguido crecer gracias a la
capacidad de plegamiento de la corteza cerebral. Hasta hace poco, se sabia que este
hecho se debia al aumento del espacio, pero se ha descubierto que existen mecanismos
gue estan detrds de estos procesos de plegamiento. Este plegamiento no se produce
en todas las especies de mamiferos por lo que, estudiando las diferencias entre
cerebros lisos y plegados, se puede dar con los mecanismos clave que participan en

este proceso.

En esta propuesta de proyecto se quiere estudiar el papel de un tipo de proteina de la
familia de las Rho GTPasas, llamada RhoE. Se sabe que esta molécula en animales
con cerebro liso participa en la regulacién de los procesos de migracion de las neuronas
y se piensa que puede estar también involucrado en el correcto desarrollo del

plegamiento de la corteza cerebral.

Utilizando ratones mutantes de RhoE, se busca caracterizar el papel de RhoE en el
desarrollo de surcos corticales. Para ello, también se determina la funcion de RhoE en
la adhesion y proliferacion en la corteza cerebral y su participacion en la migracion radial

neuronal.



Resum:

Elaboracié d’'una proposta de projecte d’'investigacio cientific competitiu que segueix el
model “I+D Excelencia” 2017 requerit pel “Programa estatal de fomento de la
Investigacion cientifica y técnica de Excelencia” amb el proposit de buscar la financiacid
per la realitzacié d’'una investigacié de ciéncia basica en el camp de la Neurobiologia

molecular.

Al llarg de 'evolucid, el cervell huma ha aconseguit créixer gracies a la capacitat de
plegament de I"escorca cerebral. Fins fa ben poc, es sabia que aquest fet era degut al
augment del espai, perd s’ha descobert que existeixen mecanismes que estan darrere
d’aquests processos de plegament. Aquest plegament no es produeix en totes les
especies de mamifers per lo que, estudiant les diferencies entres cervells llisos y

plegats, es poden donar amb els mecanismes clau que participen en aquest procés.

En aquesta proposta de projecte es vol estudiar el paper d’'un tipus de proteina de la
familia de les Rho GTPasa, anomenada RhoE. Es sap que aquesta molécula en animal
amb cervell llis participa en la regulacio dels processos de migracio de les neurones i es
pensa que pot estar també involucrada amb el correcte desenvolupament del plegament

de I"'escorca cerebral.

Utilitzant ratolins mutants de RhoE, es busca caracteritzar el paper de RhoE en el
desenvolupament de solcs corticals. Per fer-ho, també es determina la funcié de RhoR
en l'adhesio i proliferacié en la escorga cerebral i la seva participacio en la migracié

radial neuronal.



Abstract:

Elaboration of a proposal for a competitive scientific research project that follows the
“I+D Excelencia 2017” model required by the “Programa estatal de fomento de la
Investigacion cientifica y técnica de Excelencia”, seeking funding for conducting basic

science research in the field of molecular neurobiology.

Throughout the evolution, the human brain has been able to grow thanks to the capacity
of folding of the cerebral cortex. Until recently, it was known that this fact was due to the
increase of space, but it has been discovered that there are mechanisms that are behind
these processes of folding. This folding does not occur in all species of mammals so, by
studying the differences between smooth and folded brains, can be found with the key

mechanisms involved in this process.

In this project proposal, we want to study the role of a type of protein of the Rho GTPase
family called RhoE. It is known that this molecule in animals with smooth brain
participates in the regulation of neuronal migration processes and is thought that it may

also be involved in the correct development of folding of the cerebral cortex.

Using RhoE mutant mice, it seeks to characterize the role of RhoE in the development
of cortical sulci. For this purpose, the role of RhoE in the adhesion and proliferation in

the cerebral cortex and its participation in radial neuronal migration is also determined.
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1. Introduccion:

1.1. Financiacién de los proyectos

En un contexto en el que la economia supone el eje central de todo desarrollo, es
importante conocer las diferentes ayudas existentes a la hora de acometer un proyecto.
Sin embargo, es necesario puntualizar que la financiacion de proyectos es un entorno
en constante cambio. Las convocatorias se renuevan constantemente, los programas y
con ellos sus requisitos y presupuestos cambian de forma periddica (Pisuerga, 2009).
Por ello, el estudio de las diferentes ayudas sirve de orientacion a la hora de decidir qué

tipo de financiacion es acorde a nuestras expectativas o necesidades.
1.1.1. Financiacion nacional:

Nos encontramos con el Plan Estatal de Investigacion Cientifica y Técnica y de
Innovacion, por la Administracion General del Estado. Este posee un Programa Estatal
de Fomento de la Investigacion Cientifica y Técnica de Excelencia, cuyo objetivo es
incentivar la generacion de conocimientos cientificos y tecnoldgicos, sin orientacién
tematica previamente definida. Integrado en este programa, se encuentra el
Subprograma Estatal de Generacion de Conocimiento. Tiene como objetivo promover
mediante convocatorias altamente competitivas, la ejecucion de proyectos de

investigacion basica (Ministerio de Economia y Competitividad, 2016b).
Con este subprograma puedes realizar diferentes proyectos:

e Proyectos I+D: destinados a actividades |1+D+i, con una duracion de 3-4 afos.

e Proyectos “Explora Ciencia” y “Explora Tecnologia”: destinados a actividades |+D+i,
con una duracion de 1-2 afos.

e Accion de dinamizacién “Europa Excelencia”: ayudas para reconocer la participacion
en programas de excelencia del Consejo Europeo de Investigacion.

e Accion de dinamizacién “Redes de Excelencia”’: para fomentar la creacion y
consolidacién de redes de investigacion (Ministerio de Economia y Competitividad,
2016a).

También hay que nombrar al Instituto de Salud Carlos Il (ISCIII), el cual es al igual, un
6rgano convocante de ayudas y actuaciones que se encuadran en el Subprograma de
Generacién de conocimiento del Programa Estatal. Esta institucion tiene una modalidad
de actuacién llamado Accion Estratégica en Salud para Proyectos de investigacion en

Salud (Instituto de Salud Carlos 1lI, 2016). Busca fomentar la salud y el bienestar de la



ciudadania, asi como desarrollar los aspectos preventivos, diagndsticos, curativos,

rehabilitadores y paliativos de la enfermedad (Instituto de Salud Carlos lll, s. f.).

1.1.1.1. Financiacion Autonémica:

En los Ultimos afos, desde las administraciones de las comunidades autbnomas, se han
elaborado numerosos planes regionales de investigacion béasica y del ambito de la

salud.

Entre ellos, uno de los mas caracteristicos es el Plan Andaluz de Investigacion,
Desarrollo e Innovacion (PAIDI 2020), llevado a cabo por la Junta de Andalucia. En él
se resalta la importancia del conocimiento cientifico como motor de la modernizacién y
el cambio social en Andalucia, con base en la excelencia cientifica (Junta de Andalucia,
2016). Otro ejemplo es la Comunidad de Madrid, donde se aprobé el Plan Regional de
Investigacién Cientifica e Innovacion Tecnoldgia (PRICIT). Aqui el Gobierno madrilefio

fomenta el desarrollo de proyectos de I+D+i (Comunidad de Madrid, 2016).
1.1.2. Financiacion Europea e Internacional:

Desde 2007, el consejo Europeo de Investigacion (European Research Council, ERC)
busca financiar a largo plazo proyectos de investigadores excelentes, a fin de que lleven
a cabo una investigacion novedosa y potencialmente muy rentable, pero de alto riesgo
(Horizonte2020, 2017). Posee un presupuesto para el periodo 2014-2020 de 13,1 mil
millones de euros, que provienen del programa Horizonte 2020 (H2020). Este programa,
un Programa de Investigacion de la Union Europea, apoya el liderazgo de la Unién
Europea en materia de ciencia, incluyendo las actividades del ERC dentro de su gran

presupuesto para Ciencia Excelente.
Hay diferentes ayudas segun el tipo de investigador que requiera la financiacion:

e “Starting Grants”: supone una verdadera oportunidad para que investigadores
jovenes con buenas ideas puedan convertirse en lideres de grupos de investigacion.
El Investigador requiere de la posesion de un titulo de doctor con antigliedad de
entre 2y 7 afios.

e “Consolidator grants”: El Investigador requiere de la posesion de un titulo de doctor
con antigliedad de entre 7 y 12 afios.

e “Advanced Grants”: encaminado a investigadores senior con al menos 10 afios de

experiencia.



e “Proof of Concept”: brinda apoyo a proyectos ya financiados por el ERC en alguna

convocatoria anterior(European Research Council, 2017)

También hay que mencionar centros internacionales como es el ejemplo de una gran
entidad, el NIH (National Institutes of Health) en Estados Unidos. A dia de hoy es uno
de los centros méas grandes del mundo en el campo de la investigacion biomédica.
Ofrece financiacion para muchos tipos de becas en investigacién y también en contratos

y préstamos para la formacion de los investigadores (National Institutes of Health, 2017).
1.1.3. Financiacion privada:

Como hemos visto hasta ahora, la realizacién de un proyecto en el ambito de I1+D+i
puede estar respaldada por numerosas opciones de financiacién publica. No obstante,
este tipo de financiacion no siempre es viable, debido bien a que no se cumplan con los

criterios requeridos o bien porgque sea insuficiente.

Fuera del ambito de la financiacidon publica, existen varias opciones de financiaciéon
privada. Podemos incluir en este apartado la obtencién de financiacibn mediante
recursos provenientes de la industria farmacéutica, empresas del sector biosanitario o
de desarrollo tecnoldgico, fundaciones, mutuas, asociaciones, e incluso universidades

existentes en este ambito.

Sirvan de ejemplo, por su importancia y consolidacién en el panorama de la
investigacion en nuestro pais: La fundacién La Marat6 TV3 en Catalufa, que
proporciona ayudas para la financiaciébn de proyectos de investigacion Biomédica
(Fundaci6 La Maraté de TV3, 2017). También, las convocatorias de las Fundaciones
ligadas a las cajas de ahorro, como la Fundacién mutua madrilefia, la Fundacion BBVA,

la Fundacion Banco Sabadell y la Fundacion Caja Navarra.

1.2. Proyecto modelo:

Para la realizacién de este tipo de proyecto, se propone una propuesta que sigue el
modelo y formulario establecido por una convocatoria competitiva seleccionada.
Durante la eleccion de la entidad que ofrece dicha convocatoria adecuada y que se
ajusta a la propuesta del proyecto elaborado, se ha tenido en cuenta la financiacion que

proporciona y el tipo de proyecto que busca.

La propuesta de este trabajo constara de un proyecto de investigacion cientifico basico,
ya que lo que se busca es aumentar los conocimientos en el campo de la neurociencia

y poder entender mecanismos aln desconocidos. La eleccion de este tema se debe al



gran interés en el area de la Neurobiologia Molecular y del Desarrollo, fruto de la
realizacién de un periodo de practicas en el grupo de investigacion del investigador

Joaquim Egea.

Se ha utilizado el procedimiento requerido por el ministerio para la obtencion de
financiacion a nivel estatal-europeo en la Convocatoria de ayudas a Proyectos de [+D
“Excelencia” del Subprogama de Generacion de Conocimiento de 2017 (Programa
Estatal de Fomento de la investigacion Cientifica y Técnica de Excelencia). La entidad
financiera elegida para el proyecto es adecuada ya que lo que se plantea es proponer

una investigacion de ciencia basica, que se realice a lo largo de 3 afios.

A lo largo de la evolucion, el cerebro humano, limitado por el craneo que lo protege, ha
conseguido crecer gracias a la capacidad de plegamiento de la corteza cerebral. Hasta
hace poco, se sabia que este hecho se debia al aumento del espacio para llevar a cabo
el pensamiento, la planificacion o la percepcion. Pero se ha descubierto que existen
mecanismos que estan detras de estos procesos de plegamiento. Este plegamiento no
se produce en todas las especies de mamiferos por lo que, estudiando las diferencias
entre ambos tipos de cerebro (plegado y liso), se puede dar con los mecanismos clave
gue participan en este proceso. Durante el desarrollo del cerebro, las neuronas migran

desde el lugar donde nacen del interior del cerebro, hasta la zona externa, la corteza.

En esta propuesta de proyecto se quiere estudiar el papel de un tipo de proteina de la
familia de las Rho GTPasas, llamada RhoE. Se sabe que esta molécula en animales
con cerebro liso participa en la regulacion de los procesos de migracion de las neuronas
y se piensa que puede estar también involucrado en el correcto desarrollo del

plegamiento de la corteza cerebral.

2. Objetivos:

El objetivo principal de este trabajo es la elaboracién de un proyecto de investigacion
basica cuyo resultado pueda llegar a representar un avance significativo del
conocimiento, el cual a su vez produzca nuevas ideas e interrogantes, y asi conseguir
avanzar en ciencia y tecnologia. El estudio de los mecanismos moleculares que
controlan el plegamiento de la corteza cerebral, ayudard a la comprensién de los
complejos procesos implicados en el desarrollo embrionario en mamiferos. A su vez, a
largo plazo, podra permitir comprender enfermedades causadas por malformaciones en

el desarrollo cortical.



Buscando la confeccién de un proyecto de investigacion cientifico de calidad, ambicioso
y competitivo, que consiga obtener una financiacién para conseguir proporcionar una
prospectiva internacional beneficiosa para el pais. Por tanto, se realizara una propuesta
gue cumpla con los criterios importantes de las lineas nacionales e internacionales de

innovacion, desarrollo e investigacion.

La propuesta de investigacion también se cifie a cumplir los criterios de calidad y las
decisiones estratégicas de la H2020 y de la Estrategia Espafiola de Ciencia Tecnologia
e Innovacion. Con la finalidad de permitir finalmente, la estabilizacién del grupo de
investigacion que desarrollara el proyecto, formado en 2014, y la integracion de los

Investigadores principales de la propuesta en el Sistema espafiol de investigacion.

3. Metodologia:

Este proceso de busqueday elaboracion del trabajo de fin de grado se ha llevado a cabo

durante el periodo comprendido entre abril y junio de 2017.

La informacion relacionada con el proyecto de investigacion y sus posibles formas de
financiacion se han buscado a través de las paginas webs (European Research Council,
2017; Fundacio Banc Sabadell, 2017; Fundacié La Maraté de TV3, 2017; Fundacion
BBVA, 2017; Fundacién Caja Navarra, 2017; Fundacion Mutua Madrilefia, 2017;
Horizonte2020, 2017; ISCIII, 2017; Junta de Andalucia, 2016; «Ministerio de Economia,
Industria y Competitividad», 2017; National Institutes of Health, 2017) y programas
(Instituto de Salud Carlos Ill, 2016; Ministerio de Ciencia y Tecnologia, 2007; Ministerio
de Economia y Competitividad, 2016), que ofrecen las propias entidades financieras

para dar a conocer sus ayudas.

Se harealizado una revisién bibliografica con la ayuda de las principales fuentes y bases
de datos biomédicas y biotecnolégas. La mas utilizada ha sido la base de datos NBCI
(National Center for Biotechnology Information), utilizando la literatura de PubMed.
También se ha utilizado Web of Science, con la que se pueden reducir las busquedas
segun la categoria relacionada con tu tema, en este caso Neurosciences. En menos

ocasiones se ha utilizado Nature y ScienceDirect.

Se han aceptado los articulos mas relevantes de los Ultimos afios, desde 2010 hasta la
actualidad, ya que el conocimiento cientifico tiende a renovarse en periodos de tiempo
cortos. Todos los articulos estan relacionados con el tema del proyecto de investigacion

y principalmente se han centrado en los que tratan sobre:



= Desarrollo embrionario de la corteza cerebral.

= Mecanismos implicados en el plegamiento de la corteza.

= Estudios sobre mecanismos celulares y moleculares implicados en el
plegamiento de la corteza cerebral.

= Funcién de la proteina RhoE y su posible participacion en el plegamiento de la
corteza.

La busqueda se ha realizado en inglés ya que es la lengua principal en la publicacion

de articulos cientificos. Las palabras clave utilizadas para la busqueda han sido:

e Desarrollo y plegamiento de la corteza cerebral: “folding cerebral cortex”,
“development cortical folding”, “regulation cerebral cortex”, “mammalian cerebral
cortex”.

e RhoE: “Rho GTPase neuronal migration”, “Rnd3 cortical development”’, “RhoE

development”.

De esta manera, se ha podido obtener una serie de articulos originales y revisiones
publicados en revistas cientificas, los cuales han sido Utiles para la elaboracién de los

antecedentes.

Con la ayuda del programa informatico Mendeley, se han recogido todos los articulos y

documentos consultados y citados durante el proceso de elaboracion del proyecto.

4. Desarrollo de la propuesta de proyecto:
4.1. Antecedentes:

4.1.1. Plegamiento de la corteza cerebral:

La corteza cerebral de mamiferos es un tejido laminar altamente organizado en 6 capas,
gue controla complejos comportamientos cognitivos (Hirota & Nakajima, 2017; Sun &
Hevner, 2014). Est4 formado por trillones de neuronas excitatorias e inhibitorias
exquisitamente interconectadas por una comunicacion rapida y eficiente (Martinez &
Borrell, 2015). El desarrollo cortical varia notablemente entre las especies de
mamiferos, pudiendo dividirse en lisencefélicos (como los ratones), que tienen la
superficie cortical lisa, y en girencefélicos (como los humanos, hurones y la mayoria de
los primates), que presentan circunvoluciones en la corteza. Durante la evolucién, el

plegamiento cortical ha permitido que el cerebro de los mamiferos crezca de forma



notable en volumen y en vez de adoptar una conformacion de tipo globo, se pliegue
sobre si misma, minimizando el volumen total del cerebro, a pesar de estar confinado
dentro del craneo. (Sun & Hevner, 2014). Evidencias recientes apoyan que los ancestros
mamiferos placentarios eran girencefélicos y los lisencefélicos emergieron de forma
secundaria (Borrell & Gotz, 2014).

Ademas de minimizar el volumen cerebral, el plegamiento cortical tiene una importancia
clave en la optimizacion de las conexiones cerebrales y organizacion funcional, y las
alteraciones en el plegamiento cortical conllevan a alteraciones intelectuales severas y

epilepsias intratables en humanos.

En muchos estudios se ha visto que ciertas moléculas y rutas de sefializacion,
conservadas normalmente en los mamiferos, poseen papeles cruciales en la regulacion
del plegamiento cortical durante el desarrollo y difieren entre mamiferos lisencefalicos y

girencefalicos (Fernandez, Llinares-Benadero, & Borrell, 2016).

4.1.1.1. Mecanismos celulares implicados en el plegamiento:

En el embrién temprano, hay una Unica monocapa de células neuroepiteliales (NECSs)
en el primordio cortical. Las NECs estan altamente polarizadas y unidas entre si en el
dominio apical (superficie interna de la vesicula teloencefélica). Durante la fase de
expansion se dividen simétricamente para autoamplificarse, aumentando
exponencialmente su numero. Estas son las células progenitoras fundadoras de la
corteza cerebral y determinan el nimero final de neuronas corticales y el tamafio de la
corteza madura, siendo ya mayor en el embrion humano que en el embrién de raton.
Por tanto, se ha visto que el aumento de la abundancia de NECs conduce a la expansion

de la superficie y consecuentemente al plegamiento del neuroepitelio.

Al inicio de la neurogénesis, los NECs se convierten en células gliales radiales apicales
(aRGC). Sufren migracién nuclear intercinética y experimentan divisiones auto-
amplificadoras, pero de forma asimétrica, dando lugar a aRGCs y a células progenitoras
intermedias (IPCs). Las aRGCs, permanecen en el lado apical, formando la zona
ventricular (VZ) y se acumulan formando la denominada fibra glial radial. Las IPCs,
células progenitoras neurogénicas secundarias sin polaridad y sin migraciéon, pero que
generan la mayoria de las neuronas excitatorias corticales, forman la zona
subventricular (SVZ). En la zona subventricular (SVZ), encontramos también células
gliales radiales basales (bRGCs), que comparten similitudes con las aRGCs, pero no se
auto-amplifican ni producen IPCs, pero son altamente neurogénicas (Fernandez et al.,
2016).



En especies girencefalicas, la abundancia de aRGCs es mucho mayor que en especies
lisencefalicas, formando una VZ mas extensa y tienen una SVZ varias veces mas
gruesa, la cual esta subdividida en una subcapa subventricular interna (ISVZ) y una
externa (OSVZ). Por tanto, contienen también una mayor cantidad de IPCs y de bRGCs
gue en especies lisencefalicas (De Juan Romero & Borrell, 2015; Martinez & Borrell,
2015).
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Figura 1: Tipos principales de células madre y sus relaciones de linaje en el desarrollo de la corteza cerebral
girencefalica y su regulacién molecular. MZ, zona marginal; CP, placa cortical; 1Z, zona intermedia; SVZ,
zona subventricular; VZ, zona ventricular (Fernandez et al., 2016)

Por tanto, la OSVZ, que existe solo en especies girencefalicas y es rica en progenitores
basales neurogénicos, siendo la mayoria bRGCs y una pequefa cantidad IPCs, se cree
gue tiene un papel clave en la neurogénesis y en el plegamiento de la corteza cerebral
de los mamiferos superiores. Hay trabajos experimentales en hurdn (girencefélico) que
demuestran un aumento del plegamiento de la corteza, por la sobreproliferacion forzada

de progenitores en la OSVZ (Reillo, De Juan Romero, Garcia-Cabezas, & Borrell, 2011).

Durante la migracion radial, las neuronas excitatorias corticales viajan desde su capa
de nacimiento hasta zonas proximas de la superficie cortical y forman nuevas capas.
Las fibras gliales radiales se extienden perpendicularmente entre la superficie
ventricular y pial de la corteza y son las que hacen de sustrato y guia para la migracion

radial de las neuronas.



En las cortezas lisencefalicas, las neuronas que nacen, ocupan posiciones vecinas y se
acumulan en capas corticales de mayor grosor sin una separacion lateral significativa.
En cambio, en las cortezas girencefélicas, aparece la llamada divergencia tangencial.
Hay un aumento significativo de fibras radiales al andamio preexistente, en forma de
abanico que se expande basalmente, imponiendo divergencia a la migracion radial de
las neuronas corticales(Borrell & Gotz, 2014). Las neuronas que migran radialmente no
se amontonan en capas gruesas, sino que se distribuyen a lo largo de la corteza,
aumentando su numero y haciendo que la superficie pial esté expandida y sea mucho

mayor que la ventricular (Fernandez et al., 2016).

Esto se debe a la abundante proliferacion de bRGCs en la OSVZ, teniendo esta zona
un papel clave en la expansion tangencial y plegamiento de la corteza cerebral, y llega
a ser la zona proliferativa predominante en el desarrollo de cerebros como el de los
humanos (Zilles, Palomero-Gallagher, & Amunts, 2013), aunque los factores impulsores
de este crecimiento son todavia desconocidos (Sun & Hevner, 2014). Esto se ha
demostrado en varios laboratorios, donde blogueando la proliferaciéon de progenitores
en OSVZ en corteza de hurdn en desarrollo, conduce a una reduccion del plegamiento
cortical e incluso a una corteza lisencefalica (Poluch & Juliano, 2015). También,
sobreproliferando las células progenitoras de OSVZ en hurdén, se aumenta
significativamente el plegamiento y area cortical (Toda, Shinmyo, Dinh Duong, Masuda,
& Kawasaki, 2016).

4.1.1.2. Regulacion molecular de los mecanismos celulares en el plegamiento:

En las primeras etapas del desarrollo cortical, la regulacién de la auto-amplificacion de
las NECs a RGCs es llevado por varias cascadas de sefializacion. Una de ellas es la
via de la B-catenina, donde su activacion de forma constitutiva en embriones de raton
conduce a la formacion de surcos y giros similares a los de mamiferos superiores
(Ohtaka-Maruyama & Okado, 2015). De forma contraria, la via del factor de crecimiento
de fibroblastos (FGF), el ligando FGF10, termina con la amplificacion de NEC reteniendo
el destino final de las aRGC hacia progenitores basales. También la via de sefializacién

Notch promueve la transicion de las NECs (Fernandez et al., 2016).

Posteriormente, durante la amplificacion de los progenitores, ligandos de la via de FGF,
FGF2 o FGF8b, impulsan la expansion cortical y consecuentemente el plegamiento de
la corteza cerebral de especies lisencefalicas. Se ha visto que mediante inyeccién
intraventricular de FGF2 durante el desarrollo cortical temprano en ratén se induce la

formacion de giros corticales, incrementando el crecimiento tangencial y radial (Rash,



Tomasi, Lim, Suh, & Vaccarino, 2013; Sun & Hevner, 2014), como también la
sobreexpresion de FGF2 en especies girencefalicas como el hurén, provoca

plegamientos adicionales (Masuda et al., 2015).

Otras vias de sefializacién importantes de la regulacién de la proliferacion de los
progenitores corticales son las vias Cdk4-Ciclina D1, Wnt, BMP, MAPK y Notch, pero
de momento, no se ha encontrado que ninguna induzca el plegamiento de la corteza en
ratones(Sun & Hevner, 2014), excepto la sobreexpresion de Cdk4 y Ciclina D1 en
corteza de hurdn, si que supone un aumento del area de la superficie y la formacion de
plegamientos corticales adicionales (Borrell & Gotz, 2014; Nonaka-Kinoshita et al.,
2013).

Recientemente, se ha identificado que la sefalizacion del acido retinoico (AR) en las
membranas meningeas, promueve la neurogénesis al tiempo que limita la amplificacion
de aRGC. Es una via prometedora como importante regulador de la expansiéon y

plegamiento cortical.

Respecto al linaje de las células progenitoras corticales, se ha visto que la formacion de
bRGCs a partir de aRGCs esta controlado por la orientaciéon del huso mitético. En
mamiferos este proceso esta regulado por una serie de factores como LGN, Insc y Lis1.
Otros mecanismos también implicados son proteinas relacionadas con las uniones
adherentes apicales como Notch, Par3, Par6 y prominin-1 (CD133) (Fernandez et al.,
2016).

Se ha identificado la proteina Trnpl como un regulador dindmico del control de la
expansion radial y tangencial en la corteza cerebral en mamiferos. Se ha demostrado
gue en cortezas lisencefélicas de raton, altos niveles de Trnpl promueven la expansion
tangencial y bajos niveles de Trnpl, promueven la expansion radial debido a un aumento
de bRGCs. Esto provoca plegamiento en la corteza lisa del raton (Stahl et al., 2013; Sun
& Hevner, 2014).

Recientemente se ha identificado otro gen que provoca el plegamiento de la corteza de
raton, denominado ARHGAP11B. Su expresion en embriones de raton conduce a la
amplificacién masiva de bRGCs, traduciéndose en plegamientos de la corteza cerebral
de raton (Florio et al., 2015).
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4.1.2. RhoE:

La hipétesis que prevalece propone que es la combinacion de la amplificacion de los
progenitores basales con la divergencia de la migracion radial la que contribuye en la
expansion de la corteza en los ejes radiales y tangenciales y que provoca el

plegamiento.

Se ha identificado la via de adhesion de moléculas FLRT como un posible regulador. La
deleccién de las moléculas de adhesion FLRT1 y FLRT3 en ratones da lugar al
desarrollo surcos corticales macroscépicos durante la embriogénesis (del Toro et al.,
2017). Esto sugiere que la adhesion intercelular puede ser una pieza clave como

regulador del plegamiento cortical en las especies.

También estan implicadas proteinas del citoesqueleto que controlan los movimientos de
las neuronas. Mutaciones en este tipo de proteinas dan lugar a defectos en la migracion
neuronal. Entre los reguladores del citoesqueleto, uno de los factores mas prominentes
son las proteinas de la familia de las Rho GTPasas, las cuales se han convertido en

importantes participes de la neurogénesis.

41.2.1. Familia de las Rho GTPasas en el desarrollo del cerebro:

La familia de las Rho GTPasas y por extension de la superfamilia Ras, funcionan como
interruptores moleculares ciclando entre el estado inactivo (cargadas con GDP) y el
activo (cargadas con GTP) (lturrioz Rodriguez, 2013). Su actividad puede estar
positivamente influenciada por factores de intercambio de nucledtidos de guanina
(GEFs, Guanine exchange factors) o negativamente influenciada por proteinas
activadoras de GTPasas (GAPs, GTPase-activating protein) (Govek, E. Hatten, & Vn
Aelst, 2011).

Las Rho GTPasas se sabe que controlan la reorganizacion del citoesqueleto (Menna,
Cardama, Comin, Alonso, & Gomez, 2010) y estan implicadas en una cantidad de
mecanismos neurales, incluidos la proliferacion de los neuroblastos, la extension de las
neuritas, el crecimiento y regeneracion de los axones y en concreto, son criticos
reguladores de los pasos clave en la migracion celular (Ballester-Lurbe et al., 2014;
Govek et al., 2011; Ohtaka-Maruyama & Okado, 2015).

Al menos 22 miembros de la familia Rho en mamiferos han sido identificados y los mas
descritos son: Rho (A, By C), Rac (1, 2y 3), Cdc42, RhoD, RhoG, RhoH/TTF, TC10, y
Rnd (1, 2 y 3). Las proteinas Rnd, en concreto, son unas de las proteinas mas atipicas

y menos estudiadas de la familia de las Rho GTPasas, que tienen baja actividad GTPasa

11



y Se piensa que estan constitutivamente activas en la célula. Rnd1, Rnd2 y Rnd3/RhoE
son los tres miembros de esta familia y se ha visto que regulan la formacién de la neurita,
la extension axonal, el desarrollo dendritico y también el ciclo celular (Pacary, Azzarelli,
& Guillemot, 2013).

4.1.2.2. RhoE: funcion celular, molecular y migracion:

Rnd3/RhoE es un miembro atipico de la familia de las Rho GTPasas con bajo nivel de

actividad GTPasa. Se supone que esta siempre en forma activa, unida a GTP.

Respecto a la regulacion de la funcion de la actina, RhoE se une y activa a p190 Rho-
GAP, gque es un supresor de la actividad RhoA GTPasa, causando la inhibicion de RhoA
(Ohtaka-Maruyama & Okado, 2015). RhoA es un activador de ROCK-I, que cuando esta
activo promueve la contracciéon de la actina, provocando la inhibicién del crecimiento y

migracién axonal (Talens-Visconti, Peris, Guerri, & Guasch, 2010).

RhoE aparentemente tiene dos funciones principales: regula el citoesqueleto y participa
en el ciclo celular. En el sistema nervioso, RhoE esta implicado en la induccion de la
proliferacion de las neuritas, en la migracion de las neuronas corticales y en la regulacion
de los pasos tempranos y tardios de la migracion radial (Ohtaka-Maruyama & Okado,
2015). Recientemente, se ha visto que la expresion de RhoE esta regulado por el factor
de transcripcién Ascll/Mashl en la VZ y SVZ, que potencia la migracién radial (Pacary
etal., 2011).

Esta migracién es llevada por el control de la locomocion en la placa cortical y la
migracion nuclear intercinética de las células madre gliales radiales, interrumpiendo su
unién apical y modificando la orientacion de su plano de division (Pacary et al., 2013).
Por tanto, se ha visto mediante la experimentacion en ratones, que RhoE es esencial
para el correcto desarrollo de las células de la SVZ. La consecuencia de la ausencia de
RhoE, es el incremento de la proliferacién de neuroblastos en la SVZ y la reduccién de

las capacidades de migracion celular (Ballester-Lurbe et al., 2014).

4.1.2.3. Posible regulador del plegamiento de la corteza:

Como se ha visto en estudios anteriores, Rnd3/RhoE ejerce funciones pleiotropicas en
los primeros pasos de la neurogénesis cortical mediante el uso de diferentes
mecanismos en las células gliales radiales y en los progenitores basales (Pacary et al.,
2013). Por tanto, la proteina Rnd3/RhoE puede ser un posible regulador del plegamiento

de la corteza.
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4.2. Hipoétesis inicial y objetivos:

Resultados anteriores han puesto de manifiesto la importancia de entender el desarrollo
del cerebro. La existencia de trastornos neuroldgicos asociados a alteraciones en el
plegamiento cortical relacionadas con las deficiencias en genes que controlan estos
procesos de plegamiento. El estudio de los mecanismos celulares y moleculares que
controlan el plegamiento cortical ayudara a la comprensién de aspectos del desarrollo
cortical criticos durante la embriogénesis. Se ha visto que la adhesion intercelular de la
migracion cortical neuronal es un factor clave en el plegamiento de la corteza cerebral
y que la proteina RhoE ejerce funciones pleiotrépicas en los primeros pasos de la

neurogénesis cortical.

Esto ha llevado a la hipétesis de que RhoE participa en la regulacion molecular del
desarrollo del cerebro y se ha sugerido que puede participar en el plegamiento de la

corteza cerebral durante el desarrollo embrionario en mamiferos.

Por tanto, de acuerdo a la hipétesis inicial, el objetivo general de esta propuesta de
proyecto es caracterizar y describir el papel molecular de la proteina RhoE durante la

regulacion del plegamiento cortical en el cerebro de mamiferos durante el desarrollo.
Los objetivos especificos serén:

Objetivo 1 (0.1): Comparacion del nivel de expresion de RhoE en segmentos de la
corteza cerebral de embriones de hurdn (cerebro girencefélico) y en la corteza cerebral

de embriones de raton (cerebro lisencefalico).

Objetivo 2 (0.2): Caracterizacion del posible desarrollo de surcos y giros corticales

macroscopicos en ratones knock-out (KO) y condicionales de RhoE.

Objetivo 3 (0.3): Determinacion de la adhesién y proliferacion en la corteza cerebral de

embriones de ratones KO de RhoE.

Objetivo 4 (0.4): Caracterizacion de la participacion de RhoE en la migracion radial
neuronal mediante el estudio en ratones KO de RhoE vy ratones wild type (WT) por

electroporacioén in utero.
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4.3. Material y métodos:
4.3.1. Material:

Todos los grupos de investigacién adscritos al IRBLLEIDA, grupos de la Universitat de
Lleida, Hospital Universitario Arnau de Vilanova (HUAV) y otras instituciones, disponen
de dos edificios, denominados Biomedicina | y Biomedicina I, situados junto al HUAV,

con el fin de facilitar la conexion entre la clinica y las investigaciones basicas.

Biomedicina | y Il proporciona a los grupos de investigacién equipos de laboratorio
nuevos, y en el caso de nuestro grupo, disponemos de suficiente espacio de laboratorio

para albergar 5 investigadores activos.

Nuestro laboratorio cuenta con todos los dispositivos pequefios necesarios (frigorificos,
congeladores, centrifugadoras, bafios de agua, agitadores, camaras de electroforesis
para el analisis de ADN vy proteinas, aparatos de transferencia, fuentes de
alimentacion...) para realizar el trabajo rutinario necesario para la metodologia
propuesta. Ademas, nuestro laboratorio cuenta con equipos especificos que son
necesarios para el desarrollo de algunos aspectos propuestos, incluyendo

estereoscopios para la diseccién de embriones.

El IRBLLEIDA alberga equipos e infraestructuras comunes que estan disponibles para
todas las investigaciones y que seran ampliamente utilizados para esta propuesta de
proyecto: maquinas de PCR, un area de histologia con criostatos, vibratomos y
micrétomos, sistemas de imagen de ADN y Western-blot, microscopios
(epifluorescencia y confocal), salas de cultivo de tejidos (cultivo de tejidos primarios y
lineas celulares), ultra-congeladores, camaras frigorificas y ultracentrifugas. Por ultimo,
otras instalaciones de la Universitat de Lleida, relevantes para esta propuesta, se
encuentran en el IRBLLEIDA o préximos a él, como un estabulario SPF (Specific
Pathogen Free) y un servicio de transgénicos para la generacion de ratones modificados
genéticamente. El IRBLLEIDA y la Universitat de Lleida apoyan la investigacion con
personal que se encarga de la limpieza basica, asi como técnicos méas especializados
para tareas avanzadas. En general, el material, las infraestructuras, los equipos
generales y especificos y el apoyo técnico prestado por el IRBLLEIDA y la Universitat

de Lleida garantizan el logro de los objetivos planteados en la propuesta.

Ademads, hasta ahora, la atmésfera de trabajo del IRB LLEIDA nos ha permitido utilizar
dispositivos de otros laboratorios como el electroporador y los electrodos, necesarios

para la electroporacion in utero de los cerebros embrionales de ratén. Sin embargo, para
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la presente propuesta consideramos que seria conveniente adquirir nuestro propio
electroporador y conjunto de electrodos. En consecuencia, hemos citado este gasto en

el presupuesto del proyecto.
4.3.2. Métodos:

Objetivo 1 (0.1): Comparacion del nivel de expresién de RhoE en segmentos de la
corteza cerebral de embriones de hurén (cerebro girencefalico) y en la corteza

cerebral de embriones de ratdn (cerebro lisencefélico).

En nuestros estudios previos, se vio fenotipicamente que la ablacion de RhoE produjo
la formacion de surcos en el neocortex liso de raton. Nosotros proponemos analizar la
expresion de RhoE en especies girencefalicas como en el hurén y compararla con la
expresion de RhoE en especies lisencefélicas como el raton. Planteamos la hipotesis
de que los niveles de expresién de RhoE pueden ser generalmente mas bajos en
especies girencefalicas para permitir el plegamiento que en especies lisencefalicas y
una abundancia relativamente méas baja en el &rea de los surcos que en el de los giros

en especies girencefélicas.

0.1.1. Nivel de expresion de RhoE en especies lisencefélicas:

Disponemos de una linea de ratones knock-out de RhoE, RhoE9Y9 (gt: gene-trap). El
casete del gene-trap tiene un gen reportero lacZ, por lo que los ratones RhoE?%9 tienen
el gen lacZ insertado en el locus de RhoE, bajo el control de la region reguladora del
gen RhoE.

Se realizan tinciones enzimaticas en segmentos de la corteza cerebral de embriones de
raton mediante la actividad de B-galactosidasa (B-gal), la cual es codificada por el gen
lacZ. Mediante técnicas in situ incubandose con el sustrato X-gal de la -gal, dando una
coloracion azul en las células con actividad lacZ, permitiendo la identificacion de la
expresion de RhoE en los segmentos de la corteza. Las secciones cerebrales son
tefiidas con Nuclear Fast Red para dar contraste en tinciones azules de células

progenitoras neurales.

También, se realizardn inmunofluorescencias en secciones de cortezas cerebrales
embridnicas de ratones wild type, para ver el nivel de expresion y localizacién de RhoE.
Se utiliza como anticuerpo primario, anti-RhoE, como anticuerpo secundario
fluorescente, el marcado por el protocolo y para la visualizacion del nucleo, las
secciones de cerebro son incubadas con 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI). Las imagenes

son hechas por un microscopio de fluorescencia y analizadas por ImageJ.
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0.1.2. Nivel de expresidon de RhoE en especies girencefalicas:

Disponemos de hurones pigmentados (Mustela putorius furo) obtenidos gracias a la
colaboracion con el grupo de Neurogénesis y expansion cortical del Dr. Victor Borrell

del Instituto de Neurociencias de Alicante.

Analizamos la expresion de RhoE en segmentos de la corteza cerebral de hurones antes
de la distincion morfolégica de los giros y surcos, en la etapa post-natal (P), PO. Se
realizan técnicas de ISH (in situ hybridization) para RhoE para revelar la localizacién y
nivel de expresion de RhoE. Las sondas se disefian mediante la base de datos
Ensembl.org, se sintetizan y se etiquetan con digoxigenina (DIG). Segmentos de
cerebro son hibridados con las sondas de cRNA-DIG. Para la visualizacion las
secciones se incuban con solucion NBT-BCIP y se toman imagenes digitales usando el
software ImageJ. Se realizan dos mediciones por cada seccion y se toman 3 secciones

por cada embrién analizado.

Objetivo 2 (0.2): Caracterizacion del posible desarrollo de surcos y giros

corticales macroscopicos en ratones knock-out (KO) y condicionales de RhoE.

Nuestra hipotesis sugiere que RhoE tiene un papel clave en la formacion de la corteza
lisa en especies lisencefalicas y que, por tanto, la ablacion del gen RhoE en animales

como el ratén puede dar lugar a la formacién de surcos y giros.

0.2.1. Comprobar que los ratones KO de RhoE desarrollan surcos corticales:

Vamos a realizar un estudio que consiste en la inspeccién detallada de numerosas
cortezas de cerebro de ratones KO de RhoE a diferentes etapas del desarrollo embrional
(E), en E15,5y E17,5y en la etapa P1. En primer lugar, se examinaran secciones de
corteza cerebral E15,5 y E17,5 de ratones RhoE%9, En segundo lugar, se buscara
también la presencia de surcos en etapas postnatales de ratones KO de RhoE, para
comprobar que estas estructuras no son transitorias en las etapas embridnicas. Se

examinaran secciones de cerebros de ratones KO de RhoE en P1.

Se efectuaran tinciones por inmunohistoquimica de las secciones de corteza cerebral
con X-gal y con un marcador nuclear Nuclear Fast Red. La caracterizacion se llevara a
cabo observando los diferentes grados de formacion de surcos en la placa cortical.
También se hara por inmunofluorescencia tinciones con anticuerpos anti-Cux1 y anti-

Ctip2 para distinguir la capa superior e inferior de la placa cortical, respectivamente.

Se calculara la penetrancia del plegamiento cortical de todos los segmentos analizados

en las diferentes etapas embridnicas y postnatales de cada genotipo.
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0.2.2. Comprobar que ratones condicionales de RhoE desarrollan surcos corticales:

Como complemento al O.1.1, se va a repetir el experimento utilizando en vez de la linea
de ratones RhoE?%, una linea de ratones condicionales para el gen RhoE (cKO RhoE).
Esta linea esta disponible ya que ha sido obtenida anteriormente en el laboratorio,
mediante el cruzamiento de ratones con las regiones loxP flanqueando el gen RhoE
(RhoE™) y ratones con el gen de la recombinasa Cre, bajo un promotor especifico,

Emx1, activo en las regiones del desarrollo cerebral incluida la corteza cerebral.

Esta linea de ratones cKO RhoE, permite la deleccion de RhoE en solo unas cuantas
neuronas, permitiendo la caracterizacion de este nuevo fenotipo en las secciones de

cerebro mediante las tinciones de inmunohistoquimica, como en el objetivo 0.2.1.

Objetivo 3 (0.3): Determinacién de la adhesion y proliferacion en la corteza

cerebral de embriones de ratones KO de RhoE.

0.3.1. Andlisis de la proliferaciéon celular en secciones de cerebro a diferentes etapas

del desarrollo cortical:

El primer paso hacia el entendimiento de los mecanismos implicados en el plegamiento
cortical en cerebros de ratones consiste en analizar la proliferacion celular comparando
entre secciones de corteza cerebral de ratones KO de RhoE y ratones wild type en

diferentes etapas del desarrollo cortical.

La distribucion y fenotipo de las células en proliferacion o division se analiza mediante
técnicas de inmunofluorescencia en secciones de corteza. Es visualizado usando
anticuerpos contra la fosfoquinasa (PH3), que marca las células en mitosis, ki-67, que
se expresa en células en division. Ademas, también se combina con un marcador
nuclear, como DAPI y con anticuerpos contra Pax6 y Tbr2 que determinan los limites
entre las regiones proliferativas. Pax6 y Tbr2 cuantifican el nimero de progenitores

apicales y basales, respectivamente.

También se realiza un anélisis del nUmero de progenitores proliferativos usando tincion
inmunohistoquimica de bromodeoxiuridina (BrdU). Es un analogo de la timidina, que se
incorpora durante la fase S del ciclo celular. A las ratonas embarazadas se les inyecta
intraperitonealmente BrdU disuelto en PBS antes de ser sacrificadas y se estudia con la

incubacion con anti-BrdU.

Esto sugerira si el desarrollo de los surcos corticales depende o no de los cambios en

la proliferacion celular.
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0.3.2. Andlisis de la adhesidn en secciones de cerebro a diferentes etapas del desarrollo

cortical:

Se quiere analizar si la pérdida de RhoE da lugar a dispersién gradual de las uniones
adherentes en el desarrollo de la corteza cerebral de mamiferos lisencefalicos, como

los ratones.

El estudio se realiza al igual que en la determinacién de la proliferacién, mediante
técnicas de inmunfluorescencia, contra proteinas de uniones adherentes, como f-
catenina, cadherinas o F-actina. Permiten visualizar las caracteristicas de los patrones
de uniones adherentes. Utilizaremos para ello anticuerpos primarios contra -catenina

y los filamentos de F-actina son visualizados usando faloidina unida a rodamina.

Objetivo 4 (0.4): Caracterizacion de laparticipacion de RhoE en lamigracion radial
neuronal mediante el estudio en ratones KO de RhoE y ratones wild type (WT) por

electroporacién in utero.

0.4.1. Determinar si la formacién de surcos estd correlacionada con cambios en la

migracion radial y la carencia de RhoE influye en la velocidad de migracion:

Previamente, se ha sugerido que RhoE puede participar en la migracién neuronal

directamente ya que afecta al citoesqueleto durante la migracion de las neuronas.

Para comprobar estas posibilidades, vamos a estudiar in vivo a embriones de ratonas
embarazadas usando la técnica de electroporacion in utero. Esta aproximacion permite
la visualizacion de la migracion neuronal marcada fluorescentemente y su manipulacion

genética en un ambiente natural. Los embriones son electroporados en la etapa E14.

Utilizaremos una linea de ratones RhoE"" obtenida por EUCOMM (Genoway). Estos
ratones, tienen insertado las secuencias especificas loxP en la regién flanqueante del
gen RhoE que queremos noquear. Una recombinasa llamada Cre, es capaz de

reconocer las secuencias loxP que flanquean a nuestro gen y eliminar su expresion.

Primero, se electropora unas construcciones formadas por plasmidos pCAG-CreGFP
con el promotor CAG unido a Cre-Green Fluroescent Protein (GFP) o solo unido con
GFP (sera el control), en la corteza cerebral de embriones de una linea de ratones
RhOEﬂ/ﬂ.

Esto consigue eliminar RhoE en unas cuantas células y durante los procesos de
desarrollo, las células electroporadas con CreGFP se deberian distribuir a lo largo de

toda la corteza, diferenciandose y migrando hacia la placa cortical (CP).
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Tres dias después de la electroporacién se realizan andlisis de la corteza, examinando
los niveles de expresién de RhoE, mediante la cuantificacion de la proporcion de células
marcadas con GFP (GFP+). Se cuenta el nimero de células en cada capa de la corteza
(VZ, SVZ, CP) y se representa como porcentaje sobre el nimero total de células

electroporadas.

De esta manera se podra determinar no solo la eficacia de la migracion neuronal, sino
también si las neuronas con ausencia de RhoE tienen una migracion mas rapida o mas
lenta. Si existe una proporcion significativamente mayor de células GFP positivas
(GFP+) enla capa mas superior de corteza cerebral (correspondiendo a la placa cortical,

PC) confirmar& una migracion aparentemente mas rapida.

Las secciones de embriones son analizadas en un microscopio confocal. La
cuantificacion de células se realiza con ImageJ CellCounter y los resultados son

analizados por GraphPad Prism 6.0.

Tabla 1: Lista de anticuerpos y diluciones utilizadas para inmunohistoquimica.

RECURSOS CASA COMERCIAL IDENTIFICADOR
Anticuerpos primarios para inmunofluorescencia
Anti-Cux1 rabbit Santa Cruz SC-13024
Anti-RhoE mouse Millipore 05-723
Anti-Ctip2 rat Abcam AB18465
Anti-Histona H3 rat Abcam AB10543
Anti-ki67 rabbit ThermoFisher PA5-19462
Anti-Pax6 rabbit BioLegend 901301
Anti-Tbr2 rabbit Abcam AB23345
Anti-BrdU rat Abcam AB6326
Anti-Bcatenina rabbit Sigma C2206

Anticuerpos secundarios para inmunofluorescencia
De acuerdo a los protocolos de cada casa comercial (Jackson

ImmunoResearch)

Quimicos, péptidos y proteinas recombinantes
BrdU Sigma-Aldrich B5002
DAPI Sigma-Aldrich D9542
Nuclear Fast Red Sigma-Aldrich N3020
Faloidina-rodamina ThermoFisher R415
X-gal ThermoFisher B1690
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Tabla 2: Lista de organismos utilizados como modelo en experimentacion.

ORGANISMO ORIGEN

Modelos de experimentacion: Organismos/Raza
Ratén: Wild type Ya disponible
Ratén: RhoE gt/gt Ya diponible
Raton: Rhok fl/fl EUCOMM
Ratén: Emx1-Cre Ya disponible

Hurdn pigmentado: Mustela puturius furo Dr. Victor Borrell

4.4. Resultados que se espera obtener:

OBJETIVO 1:

Hito 1 (H1): Demostrar que, en la corteza de hurdn, los niveles de expresion de RhoE

son menos abundantes en los prospectivos surcos que en las areas de giro.

Hito 2 (H2): Demostrar que se expresa un nivel mas bajo de RhoE en la corteza de
especies girencefalicas que en la corteza de especies lisencefalicasque en la corteza

de raton.
OBJETIVO 2:

Hito 3 (H3): Demostrar que la ablacion de RhoE en ratones, promueve la formacion de

surcos en su corteza lisencefélica, observable fenotipicamente.

Hito 4 (H4): Comprobar que RhoE tiene una funcion clave en la formacién de la corteza

lisa en especies lisencefalicas.

Entregable 1 (E1): Publicacién de los resultados obtenidos en revistas de mayor

impacto.
OBJETIVO 3:

Hito 5 (H5): Determinar si el desarrollo de los surcos corticales regulado por la proteina

RhoE, depende o no de los cambios en la adhesién celular.

Hito 6 (H6): Determinar si el desarrollo de los surcos corticales regulado por la proteina

RhoE, depende o no de los cambios en la proliferacion celular.

Entregable 2 (E2): Publicacién de los resultados obtenidos en revistas de mayor

impacto.
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OBJETIVO 4:
Hito 7 (H7): Caracterizar la influencia de RhoE en la velocidad de migracion

Entregable 3 (E3): Publicacién de los resultados obtenidos en revistas de mayor

impacto.

4.5. Plan de ejecucion:

El personal de nuestro equipo de investigacion esta integrado por 5 investigadores:
Investigador principal 1 (doctor), IP1; Investigador principal 2 (doctor), IP2; Investigador
predoctorado 1 (Estudiante de doctorado con master), PHD1; Investigador predoctorado
2 (Estudiante de doctorado con master), PHD2; Estudiante colaborador (Estudiante

master graduado), EC.

El plan de ejecucién para la resolucion de la propuesta de proyecto estd comprendido a
lo largo de 3 afios (12 trimestres) y el personal esta repartido, para que se lleven a cabo

todos los objetivos.

Objetivo 1 (O.1) (IP1, EC, PHD1): Comparacién del nivel de expresién de RhoE en
segmentos de la corteza cerebral de embriones de hurén (cerebro girencefalico) y en la
corteza cerebral de embriones de ratén (cerebro lisencefalico). El responsable de este
objetivo es el IP1. El estudio del nivel de expresion de RhoE en especies lisencefalicas
se realizara durante el primer afio (T1-T4) y los participantes seran IP1 y EC. De forma
paralela, durante el primer afio (T1-T4), también se realizara el estudio del nivel de
expresion de RhoE en especies girencefalicas y los participantes seran IP1 y PHD1. Se

espera obtener el H1 y el H2 durante el final del primer afio (T4).

Objetivo 2 (0.2) (IP1, IP2, PH1, PH2): Caracterizacion del posible desarrollo de surcos
y giros corticales macroscopicos en ratones knock-out (KO) de RhoE. Los responsables
de este objetivo son el IP1 y el IP2. Se comenzara a principios del segundo afio (T5-T8)
con la caracterizacion en secciones de corteza cerebral de ratones E15,5y E17,5 (T5-
T6). En este primer semestre participaran el IP1 y el PH1 y en el segundo semestre del
segundo afio, se hara la caracterizacion en secciones de corteza cerebral de ratones
P1ylos célculos de la penetrancia de cada caracterizacion (T7-T8), realizado por el IP2
y el PH2. Durante el segundo semestre (T7-T8) se quiere obtener el H1 y H2, para

conseguir en el Ultimo trimestre del segundo afio (T8) el E1.
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Objetivo 3 (0.3) (IP1, IP2, PH2, EC, PH1): Determinacion de la adhesién y proliferacion
en la corteza cerebral de embriones de ratones KO de RhoE. Los responsables de este
objetivo son el IP1 y el IP2. La primera parte de andlisis de la proliferacién celular
comenzara al final del primer afio y se alargara hasta el primer semestre del segundo
afo (T4-T7). Participaran el IP2 y el PH2. En el T7 se espera conseguir el H5. La
segunda parte de analisis de adhesion celular, comenzara en el segundo semestre del
segundo afio y durara hasta el segundo semestre del tercer afio (T7-T10). Participaran

el IP1, el EC y el PH1. En el T10 se espera conseguir el H6 y el E2.

Objetivo 4 (0.4) (IP1, IP2, PH1, PH2, EC): Caracterizacion de la participacion de RhoE
en la migracion radial neuronal mediante el estudio en ratones KO de RhoE y ratones
wild type (WT) por electroporacion in utero. Los responsables de este objetivo son el IP1
y el IP2. Se realizara a lo largo de todo el tercer afio (T9-12) y participaran todos los
integrantes del equipo realizando cada uno diferentes tareas. A lo largo del segundo
semestre del tercer afio (T11-T12) se espera conseguir el H7 y al final del tercer afio
(T12), el E3.

4.6. Planificacion temporal:

ANO 1:

Tabla 3: Cronograma grafico de la planificacion temporal del primer afio del plan de ejecucion.

Ao 1 (trimestres)
Objetivo 1 2 3 4
1 1.1 X X X H1
1.2 X X X H2
2.1
2
2.2,
3.1 X
3
3.2
4 4.1
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ANO 2:

Tabla 4: Cronograma grafico de la planificacion temporal del segundo afio del plan de ejecucion.

Ao 2 (trimestres)

Objetivo 5 6 7 8
1.1
1.2
2.1 X X H3 H4, E1
2.2 X X H3 H4,E1
3.1 X X H5
3.2 X X
4.1

ANO 3:

Tabla 5: Cronograma gréfico de la planificacion temporal del tercer afio del plan de ejecucién.

Ao 3 (trimestres)

Objetivo

10

11

12

1.1

1.2

2.1

2.2

3.1

3.2

H6, E2

4.1

H7, E3

4.7.

Durante la ejecucion del proyecto nosotros planeamos presentar nuestros resultados
contribuyendo en congresos cientificos y participando en foros 0 congresos
profesionales especializadas en la comunidad de la Neurociencia a través de
presentaciones orales 0 comunicaciones tipos poéster. Los congresos diana donde estos
datos pueden generar mayor interés y que se han previsto para el primer afio de la

ejecucién de la propuesta:

¢ Fall Brain Conference 2017 (Copenhagen, Denmark): sobre “Cortex Evolution and

Development”.

e FENS (Federation of European Neurosciences) meeting 2018 (Berlin, Germany).
e SENC (Sociedad Espafiola de Neurociencia) 2018.

Plan de difusion:




La difusion de nuestros resultados también incluira la asistencia a las conferencias
internacionales, como por ejemplo a la conferencia anual Society for Neuroscience (SfN)
en 2018 en San Diego, Estados Unidos; en 2019 en Chicago, Estados unidos; y en 2020

en Washington, Estados Unidos.

A lo largo del cronograma de nuestra propuesta, estimamos la presentacion continuada
de los resultados obtenidos. Intentaremos la publicacion de nuestros resultados en
revistas cientificas seleccionadas con el mayor publico posible y mayor factor de
impacto. Tenemos en mente que los resultados de nuestra investigacion se publiquen,
por lo menos, en revistas del primer cuartil y si puede ser en revistas dentro del 10%

(primer decil) de revistas con mayor indice de impacto del campo especifico tratado.

4.8. Aspectos éticos y de seguridad:

La experimentacion con animales en ratones y el uso de modelos transgénicos de
ratones (OGMs) da una gran relevancia de los procesos biolégicos y de los mecanismos
subyacentes que estamos estudiando. Esto suele ser reconocido por las revistas de
investigacion de mayor impacto y por la aplicacion mas directa a otros sistemas de

vertebrados como los seres humanos.

En general, la experimentacion animal de esta propuesta ha sido evaluada
positivamente (CEEA 04 acta 05/13) por el Comité Etico de Experimentacion Animal de
la Universidad de Lleida bajo el plan de calidad del IRBLLEIDA (Calidad & Irblleida,
2012), de acuerdo con la legislacion en vigor en Espafia, el Real Decreto 53/2013,
basandose en la legislacién europea, la Directiva 2010/63/UE. Ademdas, también en
Catalufia, siguen en vigor la Ley 5/1995 de proteccién de los animales utilizados para la
experimentacion y para otras finalidades cientificas, y el decreto 214/1997, que regula

la utilizacion de estos animales.
La evaluacion ha valorado positivamente el cumplimiento de estos requisitos:

e Se evita el uso de animales cuando exista un método alternativo que proporcione
resultados satisfactorios.

e Se cumple con los objetivos y metas de la propuesta.

¢ Se minimiza el sufrimiento innecesario de los animales, proporcionandoles cuando
sea necesario, analgésicos, anestésicos u otros métodos destinados a eliminar al
maximo el dolor, el sufrimiento o la angustia.

e Se utilizan métodos eutanasicos humanitarios.
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e El personal que participa en los procedimientos esta preparado para llevar a cabo
las tareas encomendadas, teniendo una formacién especifica en las ciencias del
animal de laboratorio.

e Cumple con los principios "3Rs" (Reduccién, Refinamiento y Reemplazo).

Los animales seran alojados en un estabulario SPF totalmente equipado con un
personal bien capacitado. Los recursos, asi como la infraestructura disponible, son
adecuados para los requerimientos de la presente propuesta para alcanzar el logro de

los objetivos previstos y cumplir con la Directiva 2010/63/UE.

4.9. Presupuesto:

El presupuesto consta de una estimacién aproximada de los costes en personal,
material fungible, equipamiento, viajes y dietas, gastos en publicacion y otros gastos,
necesarios para poder llevar a cabo la propuesta de este proyecto de investigacion. El
coste total serd de 205.700 €.

En cuanto al personal, se solicita en el presupuesto la contratacion de un investigador
de doctorado durante los 3 afios de duracién del proyecto. Este estudiante, PH2 en el
cronograma, participara en los objetivos 2, 3y 4, por lo que este contrato nos ayudaria

a llevar a cabo correctamente todo el proyecto.

El resto de costes viene desglosado en la Tabla 6 siguiente:

Tabla 6: Presupuesto aproximado de los costes de la propuesta de proyecto.

COSTE COSTE COSTE COSTE

PRESUPUESTO ANO1  |aNo2 |aRo3  |ToTAL

PERSONAL:
Investigador doctorado (PH2) ‘ 29.500€| 29.500€| 29.500€| 88.500¢€
MATERIAL FUNGIBLE:

Animal de experimentacién:

. - 8.000 €| 14.000 € 7.000€| 29.000€
cria y mantenimiento

Sales y buffers (sacarosa,

NaCl, PBS, agarosa...) 500 € 500 € 300 € 1.300 €

Medios de cultivo celular:

BSE, DMEM 500 € 800 € 400 € 1.700 €
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Placas de cultivo celular:
placas de petri, portaobjetos,
cubreobjetos...

1.000 €

1.200 €

700 €

2.900 €

Anticuerpos

1.800 €

3.500 €

300 €

5.600 €

Plastico y vidrio: pipetas,
puntas de pipeta...

1.000 €

1.500 €

900 €

3.400 €

Reactivos
inmunohistoquimica: GFP,
BrdU, Nuclear fast red...

1.500 €

1.500 €

1.000 €

4.000 €

EQUIPO:

Laboratorio cultivo celular,
microscopia fluroescencia,
microscopia confocal,
crostato, microscopia
digital...

3.500 €

3.500 €

3.500 €

10.500 €

VIAJES Y DIETAS:

Asistencia a congresos y
reuniones cientificas
(Europa)

1.500 €

1.500 €

1.500 €

4.500 €

Asistencia a congresos y
reuniones cientificas (EEUU)

3.000 €

3.000 €

3.000 €

9.000 €

GASTOS EN PUBLICACION:

Publicacién de articulos
cientificos (3 entregables
aprox.)

4.000 €

8.000 €

12.000 €

OTROS GASTOS:

Gastos de inscripcion a
congresos

100 €

100 €

100 €

300 €

Nuevo equipo:

Vibratomo "Leica VT1000S
Vibrtaing Blade"

20.000 €

20.000 €

Electroporador "Gemini Twin
Wave" BTX

10.000 €

10.000 €

Electrodos "Tzeezertrodes
electrodes" BTX

3.000 €

3.000 €

COSTE ESTIMADO TOTAL DE LA PROPUESTA DE PROYECTO:

205.700 €
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5. Discusion:

Mediante la ejecucién de propuestas de proyectos de investigacion como esta, se
espera que los resultados obtenidos supongan un avance conceptual importante en la
compresion de los mecanismos moleculares que rigen la conectividad neuronal y el
desarrollo de la corteza cerebral, un campo de investigacion emergente desde hace

poco tiempo en el area de la neurobiologia molecular.

La perspectiva de estos resultados no tendrd un impacto social directo a corto plazo, sin
embargo, el conocimiento de las distintas etapas de la embriogénesis de la corteza
cerebral como el plegamiento de la corteza, si que ayudara a comprender en el futuro
enfermedades causadas por malformaciones del desarrollo cortical, las cuales, son
responsables de un grupo de enfermedades raras, denominadas lisencefalias, que van
acompafiadas de epilepsia, trastornos motores y retraso cognitivo. Por tanto, futuras
investigaciones seran importantes para establecer una teoria integrativa de los procesos

de girificacion.

En este marco, se pone de manifiesto la posible funcion de la proteina RhoE en la
regulacién del plegamiento de la corteza cerebral, siendo sugerido en ocasiones

anteriores, como participe de procesos como la migraciéon neuronal.

En cuanto a la elaboracién de este trabajo, se ha necesitado una busqueda bibliografica
para poder enmarcar el tema del proyecto, la cual ha sido amplia y compleja, viendo la
gran extension del area de la neurobiologia molecular y todo lo que queda por descubrir

y comprender.

A través de él, se consigue demostrar la posesion de las competencias y habilidades
necesarias para afrontar el futuro profesional de forma competente. Su redaccion no
solo busca la transmisién de conocimiento, sino optar por ser el creador del avance del
conocimiento. El plantear un problema y el buscar activamente la forma de dar con las

respuestas.

Una de las maneras para asumir este reto como estudiante ha sido el disfrutar del
proceso y entender el trabajo de fin de grado (TFG), como una oportunidad para
aprender, no solo a nivel académico, sino también a nivel personal, conectando con tus
intereses y motivaciones. La elaboracion del TFG conlleva enfrentarse por primera vez
a un trabajo sobre una propuesta de proyecto de investigacidn para el cual, durante la
formacion académica no se prepara, y es aqui donde el tutor ha sabido animar y apoyar,

implicandose en el proyecto activamente.
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