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(1) Department of Biological Chemistry, David RESU M E N

Geffen School of Medicine, University of
California, Los Angeles, CA 90095-1662, USA. En esta revision examinaremos estudios sobre biologia molecular que revolucionaron los conceptos actuales sobre la evolucién

animal, generando una nueva disciplina llamada Evo-Devo en inglés, o evolucion y desarrollo molecular en castellano. Primero,
ORCID: 0000-0002-7843-1869 discutiremos el descubrimiento de los 39 genes Hox, que determinan la identidad del eje anteroposterior (A-P) del cuerpo en
los vertebrados e invertebrados. Segundo, examinamos como un gradiente morfogenético determina el eje dorsoventral (D-V)
y la diferenciaciéon de tejidos tipica de todos los vertebrados. Este gradiente se forma durante la gastrulaciéon a través de la
secrecion de Chordin, una proteina que se une a'y antagoniza Bone Morphogenetic Proteins (BMPs), generando un flujo facilitado
por la degradacion de Chordin por la proteinasa Tolloid que libera BMPs en su forma activa en el lado ventral. Examinaremos
como la actividad de estas redes genéticas que regulan la comunicacién celular en el embrién son responsables de multiples
patologias como malformaciones congénitas y cancer. Confirmando el aforismo de que la oncogénesis recapitula la ontogénesis,
HoxA9 impulsa la leucemia mieloide aguda; B-Catenina promueve el cancer colorrectal; Nodal causa la formacion de células
madre intratumorales; Chordin estd amplificada en tumores broncopulmonares; y Goosecoid causa transformacién epitelio-
mesenquimatosa por tanto metastasis. Finalmente, discutiremos como estos descubrimientos modificaron los conceptos actuales
sobre la evolucién darwiniana por seleccion natural. No todas las morfologias animales imaginables fueron posibles, porque
debieron ser compatibles con la utilizacién de las redes genéticas universales del desarrollo embrionario heredadas de Urbilateria,
el antecesor comun de todos los animales bilaterales.

Palabras clave:genes Hox, Chordin, Tolloid, BMP4, B-Catenin, cdncer, malformaciones congénitas

ABSTRACT

Here we review how molecular biology studies revolutionized our present understanding of animal evolution, founding a new
discipline called Evo-Devo, or molecular Evolution and Development. First, we discuss the discovery of the 39 Hox genes,
which determine the identity of the antero-posterior (A-P) axis of the body in both vertebrates and invertebrates. Second,
we examine how a morphogenetic gradient determines the dorsal-ventral (D-V) axis and tissue differentiations typical of all
vertebrates. This gradient is formed during gastrulation through the secretion of Chordin, a protein that binds to and antagonizes
Bone Morphogenetic Proteins (BMPs), generating a diffusion gradient facilitated by the degradation of Chordin by the Tolloid
proteinase that liberates active BMPs on the ventral side. We examine how the activity of these genetic networks that regulate
cell communication in the embryo are responsible for multiple pathologies such as congenital malformations and cancer.
Confirming the adage that oncogenesis recapitulates ontogenesis, HoxA9 drives acute myeloid leukemia: B-Catenin drives almost
all colorectal cancers; Nodal causes formation of tumor stem cells; Chordin is amplified in broncho-pulmonary epithelial tumors;
and Goosecoid drives epithelial-mesenchymal transition and metastases. Finally, we discuss how these discoveries have modified
our understanding of Darwinian evolution through natural selection. Not all imaginable animal morphologies were possible,
because they had to be compatible with the use of the universal genetic networks of embryonic development inherited form
Urbilateria, the last common ancestor of all bilateral animals.

Keywords: Hox genes, Chordin, Tolloid, BMP4, B-Catenin, cancer, congenital malformations

RESUMO

Nesta revisao, examinamos estudos de biologia molecular que revolucionaram os conceitos atuais sobre a evolugdo animal, dando
origem a disciplina conhecida como Evo-Devo (biologia evolutiva do desenvolvimento). Primeiramente, discutimos a descoberta
dos 39 genes Hox, que determinam a identidade corporal ao longo do eixo anteroposterior (A-P) tanto em vertebrados quanto em
invertebrados. Em seguida, examinamos como um gradiente morfogenético determina o eixo dorsoventral (D-V) e a diferenciacio
tecidual caracteristica de todos os vertebrados. Esse gradiente forma-se durante a gastrulacdo por meio da secrecdo de Chordin,
uma proteina que se liga as Proteinas Morfogenéticas Osseas (BMPs) e as antagoniza; gera-se um fluxo através da degradacio da
Chordin pela proteinase Tolloid, a qual libera as BMPs em sua forma ativa no lado ventral. Analisamos como a atividade dessas
redes génicas — que regulam a comunicacdo celular embriondria — estd na base de diversas patologias, como malformacoes
congeénitas e cancer. Confirmando o aforismo de que a oncogénese recapitula a ontogénese, o HoxA9 impulsiona a leucemia
mieloide aguda; a B-catenina promove o cancer colorretal; a Nodal desencadeia a formagao de células-tronco intratumorais; a
Chordin encontra-se amplificada em tumores broncopulmonares; e a Goosecoid induz a transicao epitélio-mesénquima, levando,
assim, a metastase. Por fim, discutimos como essas descobertas modificaram os conceitos atuais sobre a evolucdo darwiniana
por selecdo natural. Nem todas as morfologias animais concebiveis eram possiveis; elas precisavam ser compativeis com o uso
de redes génicas universais de desenvolvimento embrionario herdadas de *Urbilateria*, o ancestral comum de todos os animais
bilaterais.

Palavras chave: genes Hox, Chordin, Tolloid, BMP4, B-catenina, cdncer, malformacées congénitas




INTRODUCCION

La biologia molecular revolucioné la biomedicina. Aqui
discutiremos como estas nuevas técnicas avanzaron nuestra
comprensién de la evoluciéon animal generando una nueva
disciplina llamada Evolucion y Desarrollo Molecular, o Evo-
Devo como es mas comiUnmente conocida, y como estos
estudios han contribuido a las ciencias médicas.

LO VISIBLE Y EL PODER DEL RAZONAMIENTO
HUMANO

El concepto de la evolucion surgié de la curiosidad humana
por comprender el mundo que nos rodea. EIl mundo de lo
visible fue interpretado a través del poder del razonamiento
humano. Un evento importante sucedié en 1822 cuando
Etienne Geoffroy Saint-Hilaire disecé una langosta de mary la
invirtié 180 grados de modo que en esa posicion la disposicion
de los 6rganos se asemejaba a la de los mamiferos!: 2. En
sus propias palabras: “Cudl fue mi sorpresa, y anado, mi
admiracion en percibir un orden que presentd bajo mis ojos
todos los sistemas de érganos de esta langosta en el orden
en que estan arreglados en los mamiferos”. En esa posicién
el corazén quedaba debajo, el tubo digestivo en el medio y el
sistema nervioso en la parte de arriba (ubicada normalmente
hacia el suelo en los artrépodos) (Figura 1).

Figura 1. La famosa langosta de mar disecada por Etienne Geoffroy Saint-Hilaire. Cuando invertida con respecto a la orientacién del suelo, el
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ocurren con alta frecuencia, resultando en la reproduccion
diferencial de los individuos mejor adaptados al medio
ambiente. La reproduccion es enormemente abundante,
como habia sido propuesto anteriormente por Malthus, y la
competicion del méas fuerte resulta en adaptaciones positivas
a través de largos periodos de tiempo.

La maravillosa diversidad de animales surgié por la accién de la
selecciéon natural actuando como uningeniero constantemente
mejorando una maquinaria genética invisible heredada de
nuestros antecesores. Como bien sabemos en medicina y
por nuestra experiencia vital, cuando terminamos el periodo
reproductivo la presion benéfica de la seleccién natural
desaparece y la vejez nos trae una multitud de dolencias.

LO INVISIBLE Y LA MAQUINARIA GENETICA DEL
DESARROLLO EMBRIONARIO

La identificacién de la invisible maquinaria genética de la
evoluciéon surgié de estudios de la genética de la mosca
de la fruta Drosophila y de estudios de la embriologia pura.
Dividiremos nuestro andlisis en tres partes.

Primero, el descubrimiento de los genes Hox a partir de
homologias a nivel del ADN entre Drosophila y los vertebrados.
Estos genes reguladores de la transcripcién estan agrupados
en el genoma de acuerdo con su orden de expresién en el eje
anteroposterior del cuerpo.
Segundo, como el
descubrimiento de la
induccién embrionaria por un
grupo de células dorsales del
embrion de anfibios hecho
hace 100 afios llevd a la
identificacion de una via de
sefalizacion que determina
la diferenciacion histotipica
del eje dorsoventral. Esta via

corazén queda abajo, la cuerda neural arriba, y el tubo digestivo en el medio, como es el caso en los mamiferos. Los artrépodos también tienen

cabeza, torax y abdomen. Geoffory propuso que los animales comparten una unidad de plan. Reproducida con permiso de referencia 2.

Geoffroy Saint-Hilaire propuso que una unidad de plan existia
en el reino animal. Esto condujo a un famoso debate con
Georges Cuvier en las sesiones semanales de la Academia
de Ciencias de Francia. Cuvier gané el debate, pero este
concepto de una unidad de plan o disefio entre los animales,
no solo en el eje D-V, pero también en el eje A-P con cabeza,
térax, y abdomen, quedod en la conciencia intelectual europea.
Por ejemplo, en 1842 Henri de Balzac en La Comedia Humana
escribio: “No hay mas que un animal. El creador se ha servido
de un Unico y mismo patrén para todos los seres organizados.”
El extraordinario poder del razonamiento humano analizando
lo visible por nuestros sentidos llegd a su maximo exponente
con la publicacién del Origen de las Especies en 1859, donde
Charles Darwin propuso que las especies evolucionaron por
variaciones seleccionadas a través de la seleccién natural. La
seleccién natural actia sobre variaciones espontaneas que

Chordin/Tolloid/BMP forma
un gradiente morfogenético

utilizado en la gastrulacién de practicamente todo el reino
animal.
Tercero, como el uso de redes genéticas conservadas en el
desarrollo embrionario encauzaron la evolucidn por seleccion
natural.

LOS COMPLEJOS DE GENES HOX

La llave provino del estudio de mutaciones homedticas a través
de la genética. Las transformaciones homeéticas transforman
la identidad de una parte del cuerpo en la de otra similar. El
caso mas famoso es el de bithorax, una mutacion de Drosophila
descubierta en 1923 por Thomas Hunt Morgan (premio Nobel
de Medicina en 1933), que causa la formacién de cuatro alas
en moscas en vez de dos.

En humanos ejemplos de transformaciones homedticas son
las costillas flotantes lumbares o cervicales. Un estudiante en
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Caltech llamado Edward Lewis estudio la genética de bithorax
por cuatro décadas y encontré que la mutacién involucraba
multiples genes que estaban agrupados en el genoma de
Drosophila en el mismo orden que afectaban el desarrollo del
abdomen de la mosca. Esta propiedad de llamada colinearidad
y propuso que quizas provenia de duplicaciones de un gen
ancestral que reprimia la formacién de patas en el abdomen
de un antecesor similar a un milpiés®. Por estos estudios
Lewis recibid el premio Nobel de Medicina en 1995. Walter
Gehring en el Biozentrum de Basilea, Suiza, pudo clonar un
gen homedtico llamado Antennapedia en 1984 y decidio
investigar la posible duplicacion propuesta por Lewis. Su grupo
encontré que los genes homedticos, incluyendo bithorax,
tenian una region de 180 pares de bases conservada en genes
homeoticos que llamaron el homeobox®“ 9.

En aquel momento yo era el otro profesor titular del
departamento de biologia celular en el Biozentrum y teniamos
seminarios comunes. Un momento memorable fue cuando el
grupo de Gehring presentd que Antennapedia se expresaba en
neuronas de los dos segmentos térax que regula. Por razones
equivocadas, yo propuse con gran excitacion que teniamos
que probar si este gen estuviese presente en vertebrados,
pues habia antecedentes de un péptido en Hydra conservado
con un neuropéptido bovino (esto décadas mas tarde se supo
era debido a un artefacto). Gehring pacientemente me explic
que no podia ser, porque los genes homedticos son autdbnomos
en las células que afectan (o sea que no son secretados), pero
en mi ignorancia no comprendiy segui insistiendo. Finalmente
decidimos hacer el experimento por la simple razén de que en
mi laboratorio ya teniamos las bibliotecas genémicas de la rana
Xenopus laevis, el modelo vertebrado con el que trabajamos,
ya preparadas y prontas para hibridar con sondas radioactivas.
En el primer intento aislamos un gen, hoy llamado HoxCé,
que codificaba 56 de 60 aminoacidos idénticos con el homeo
dominio de Drosophila®. La secuencia del homeobox esta
extremadamente conservada porque codifica un dominio de
proteina que encaja justo en la hélice mayor del ADN. Por
alguna razén que aun no conocemos
el homeo dominio fue conservado
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diferentes como una mosca y un vertebrado podian tener
mecanismos del desarrollo embrionario similares. Cuando
logramos obtener anticuerpos contra HoxCé, encontramos
qgue su proteina se expresa en 8 segmentos toracicos en el
raton (Figura 2). No habia ninguna razén a priori para pensar
que estos 8 segmentos iban a ser distintos de los del resto del
eje A-P.

Liver

¥ - i¥e

ol .-

Ry
‘* . _u."’ < o 5 4

Figura 2. La proteina de HoxCé se expresa en 8 segmentos térax del embrion de ratén.

EI ARN de Hoxcé se extiende hasta la cola (recuadro) pero la proteina no, porque su
traduccion es inhibida por un microARN. Imunolocalizacién original por Guillermo Oliver.

Con el tiempo, a través del trabajo de otros laboratorios, no
del nuestro, se encontré que los genes homedticos estan
agrupados y ordenados en el ratén en el mismo orden en que
estan presentes en Drosophila y otros organismos (Figura 3).

Drosophila

en forma excepcional, de tal forma o o o o
que resultd facil aislar HoxCé. En el —
resumen del trabajo que publicamos ——¢E—{E—{—¢@——@E—E—@-a—@————@—  HoxA
o —
en Cell en 1-984 dijimos: “Un gen de = 4 HoxB
Xenopus laevis fue clonado en base a miR10 miR196
homologias con genes homedticos de - — i —m-—E@——@—  HoxC
Drosophila... Este gen podria tal vez H
representar el primer gen que controla = =t ——a—e—a—a—E HoxD
1 2 3 5 ] 7 8 8 10 1 12 13
el desarrollo embrionario identificado
» . anterior posterior
en los vertebrados.” Y asi fue. early late

Con la perspectiva de cuarenta afos

mas tarde, este fue un descubrimiento Figura 3. Los humanos tenemos 4 complejos de Hox genes, agrupados de acuerdo con la region del cuerpo donde se expresan. Estos
,

genes llamados paralogos se originaron por dos duplicaciones completas del genoma en los vertebrados. Los genes Hox se numeran

fundamental. En momento

aquel
nadie sospechaba que organismos tan

a partir de un complejo ancestral que consistia de 13 genes. Los invertebrados tienen un solo complejo Hox. miRNA denota un
microARN que inhibe la traduccion de genes Hox en regiones mas posteriores.
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El homeobox se asemeja mas entre los genes anteriores o
posteriores de Drosophila y los mamiferos con otros miembros
del complejo. De modo que la colinearidad se mantuvo entre
especies muy distantes lo cual no pudo ser por casualidad.

La organizacion de genes Hox en los vertebrados es
complicada por el hecho de que ocurrieron dos duplicaciones
del genoma completo a partir de los peces éseos en adelante.
Mientras que los invertebrados tienen un solo complejo Hox,
los humanos tenemos cuatro. El antecesor de los cordados,
Amphioxus, tiene 13 genes Hox ordenados en el genoma, pero
los humanos tenemos 39 genes Hox agrupados en cuatro
cromosomas diferentes. Como puede verse en la Figura 3,
cada uno de los complejos Hox se denominan A, B, C, Dy se
numeran de Hox 1 al 13 de acuerdo con el complejo ancestral.
Genes de la misma numeracién se llaman pardlogos porque
se originaron de duplicaciones de un gen original. De modo
que el primer gen aislado fue HoxCé (sexto gen del tercer
complejo).

En vertebrados, al igual que en invertebrados, los genes
sucesivos se expresan en regiones progresivamente mas
posteriores (Figura 3). Cada flechita en esta figura representa
un gen entero. Los genes Hox se mantuvieron agrupados en
la misma region del ADN porque son activados en manera
secuencial, primero los mas anteriores y luego los mas
posteriores”. Los humanos deberiamos tener 52 genes Hox
(13 X 4) pero tenemos solo
39 pues muchos se perdieron
en el curso de la evolucién®.
En realidad, los humanos
deberiamos tener 4 copias
de todos los genes, pero si
ahora tenemos sdélo uno es
porque se perdieron tres, si
dos se perdieron dos (e.g.,
los receptores de estrégenos
ay By sitres se perdid
sélo uno (e.g., receptores
de acido retinoico a, B, ).
Los genes duplicados que
adoptan nuevas funciones
beneficiosas se mantienen,
pero de no ser asi se pierden
rapidamente en la evolucién
de los genomas®.

Como es imaginable, 39
nuevos genes dan lugar
a muchas enfermedades
cuando nofuncionanbien. Los
genes Hox causan multiples
malformaciones congénitas.
Como es de esperar debido
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Drosophila, pero, por ejemplo, causan polidactilia, sindactilia,
braquidactilia, hipospadias, Utero bicorne, sorderas, defectos
cardiacos y muchos otros tipos de malformaciones®. El caso
mas saliente es el de la leucemia mieloide aguda (LMA), en
que fusiones en el ADN de HoxA9 y HoxD13 con otros
genes expresados en el linaje mieloide (como nucleoporinas o
nucleofosminal) generan proteinas quiméricas que expresan
el homeo dominio entero?. La elevada expresién de genes
HoxA lleva a muy mal prondstico de la LMAy es un marcador
muy Util en la medicina de precision?. Las células cancerosas
piensan que son embrionarias y contindan dividiéndose y
evitan la apoptosis o muerte celular. De modo que los genes
Hox tienen relevancia médica. Con esto dejamos el eje A-Py
pasamos al eje D-V.

EL EJE DORSOVENTRALY EL ORGANIZADOR DE
SPEMANN

El descubrimiento de la maquinaria molecular del eje D-V no
provino de la genética sino del experimento mas famoso de
la embriologia experimental. Hace 100 afios Hans Spemann
y Hilde Mangold trasplantaron el labio dorsal del blastoporo,
donde comienza la invaginacion del mesodermo en el embrién
de anfibios, a la region ventral de un embrion huésped®®.
Cuando se reproduce este experimento en la rana Xenopus
laevis, la regién dorsal es facilmente identificable debido a

Figura 4. Experimento original de Hans Spemann y Hilde Mangold de un eje dorsal gemelo (izquierda) inducido por un trasplante de
tejido organizador de un embrion de salamandra no pigmentada. A) Exquisito dibujo de Hilde Mangold mostrando que la notocorda y una

pequeiia parte de la somita provienen de tejido trasplantado mientras que el segundo sistema nervioso central y somitas se diferenciaron

a las duplicaciones, no son
tan dramaticas como en

por inducciéon embrionaria. B) Los cortes histologicos fueron preservados y esta fotografia muestra los granulos de melanina del huésped
y la exactitud del dibujo original. Este es el experimento mas famoso de la embriologia. Reproducido, con permiso, de la referencia 14.
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que la parte dorsal adquiere una pigmentacién | Vientral-specific Organizer-
mas palida debido a una rotacién de la corteza genes: specific genes:
del huevo causada por la entrada del centriolo | Xyent1/2 Goosecoid
que en todos los animales es contribuido por | BMP4/7 ADMP/BMP2
el espermatozoide. Un fragmento de tejido es | Xg||oid-related Chordin
trasplantado a mano libre bajo el microscopio | Sjzzled Noggin

y con un empujoncito cicatriza perfectamente ng Follistatin

una hora después y en dos dias se obtiene un | Crossveinless-2 Cerberus
gemelo siamés con un segundo eje embrionario. | BAMBI Frzb

La genialidad de Spemann fue que us6 células | ¥ywnt8 Dickkopf
marcadas, de una especie mas palida a otra mas R_Spondinz Crescent
pigmentada. Pinhead Angpti4

Como puede verse en la Figura 4, encontraron Evex1 Pkdecc/VIk

que las células del donante, que carecian |d3 Bighead
granulos de melanina, dieron lugar solo a la Cdx2 PTPRK
notocorda y una parte de la somita (futuro |Thx3 ZNRF3
musculo). Pero, por ejemplo, el sistema nervioso Msx1 LIM-1

central, la mayoria de las somitas y el sistema Forkedhead-1

genltourlnarlo, se diferenciaron a partlr de Figura 5. Genes enriquecidos en la regién dorsal o ventral del embrién de Xenopus laevis. Notar el labio dorsal del

blastoporo donde se forma el organizador de Spemann. Los mas informativos fueron Chordin y BMP4. Reproducido, con
permiso, de referencia 16.

células pigmentadas del huésped (Figura 4A).
De tal forma que el cerebro, ojo y la médula

espinal fueron inducida por células vecinas.

L . ., . . de crecimiento originalmente descubierto porque cuando
Por este descubrimiento de la inducciéon embrionaria Hans g porq

Spemann recibié el premio Nobel de medicina del afio 1935. implantado subcutineamente en el conejo tiene la propiedad

. . . .. de inducir la diferenciacién de hueso™®. En el embrién, Chordin
Para los que nos interesa la historia de la medicina, resulta

asombroso que Wolfang Driever haya podido encontrar se une a BMP4 y lo inhibe en el lado dorsal. Esto forma un

. . . .. . radiente inverso de actividad de sefalizacién que se puede
recientemente los cortes histolégicos originales de Hilde & q P

. visualizar en el embridn a través de la fosforilacion del factor
Mangold™¥. Como puede verse en la foto de la Figura 4B, las

I - de transcripciéon Smad1/5/8 visible en el ndcleo celular que es
contribuciones celulares fueron exactamente como descriptas

en los dibujos hechos 100 afios antes. Una maravilla. efectuada por receptores de BMP (Figura 6).

. . . . . El gradiente de Chordin se forma en la matriz extracelular que
Cuando la biologia molecular, el gran igualador en la biologia,

s e . . . separa el ectodermo del mesodermo (indicada en la Figura 6,
permitié clonar genes con facilidad, construimos librerias de

ARN mensajero del fragmento del organizador de Spemann panel izquierdo) desde donde puede regular el ectodermo y el

mesodermo simultdneamente. Cuando el BMP esta unido a

que contiene la actividad inductora. Comenzamos por

. . Chordin no puede sefalizar, pero en el lado ventral existe una
estudiar genes de homeobox y el primero que clonamos lo

. . . metaloproteinasa llamada Tolloid que corta especificamente
llamamos goosecoid, que resultd ser un marcador universal del

. 15) . P Chordin en dos sitios, resultando en la liberacién de BMP que
organizador de Spemann'®®. Gracias a las nuevas técnicas de

. . . . . uede entonces senalizar a través de sus receptores!?.
secuenciacion masiva hoy podemos identificar el repertorio P P

completo de genes expresados en la parte

gastrula

dorsal o ventral de la gastrula de Xenopus
(Figura 5). Hay multiples genes enriquecidos

en el organizador dorsal o en el polo opuesto
en la parte ventral®®. Nuestras investigaciones
actualmente estan dirigidas a tratar ubicar estos
genes en una via metabdlica secuencial.

El gen dorsal mas informativo fue Chordin®”,

Su ARNm se expresa muy abundantemente
ventral =T

en el organizador de Spemann, exactamente Chordin protein BhSmad1/5/8 Vv
en la regién que tiene actividad inductora
del Chordin es

una proteina secretada que difunde y crea

Figura 6. El gradiente morfogenético de Chordin es maximo en la regién dorsal de la gastrula y genera un gradiente
reciproco de sefalizacién por BMP. Un anticuerpo anti-Chordin muestra un gradiente que se forma en el estrecho
espacio que separa el ectodermo del mesodermo (indicado) que se extiende por una semicircunferencia de 2 mm en el
embrion de Xenopus que en esta etapa consiste de 10,000 células. La sefializacion por BMP es visualizada a través de la
fosforilacion del factor de transcripcion Smad1/5/8 en el panel de la derecha. El gradiente se mantiene estable a pesar de
las extensas migraciones celulares durante la gastrulacion. Modificado, con permiso, de la referencia 16.

sistema nervioso central.

un gradiente. Es un antagonista de BMP4
(Bone Morphogenetic Protein 4), un factor
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El gradiente requiere
proteinas adicionales
(tales como Noggin
descubierta en Berkeley)

pero lo fundamental es el
eje Chordin-Tolloid-BMP
que es utilizado en todos
los vertebrados®. En el
lado dorsal, donde BMP
es bajo, se induce sistema
nervioso central en el
ectodermo y notocorda vy
somitas en el mesodermo.
A niveles crecientes, cresta
neural y epidermis en
el ectodermo vy sistema
genitourinario, placa lateral
(pared toracoabdominal
con celoma en el medio) y

finalmente islotes de sangre
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iz_’f'

B-cat MO+1pg Chordin 1xV

Control

pB-cat MO+5pg Chordin IxV __

B-cat MO+10pg Chordin IxV_ B-cat MO+25pg Chordin 1xV

G
Hwa — B-cat —> Nodals—s Chordin——]| BMP4

Figura 7. Chordin puede rescatar el eje dorsal en embriones ventralizados por deplecion de B-Catenina. A) Renacuajo control; B) embrién
ventralizado por falta de B-Catenina: C) rescate por 1 pg de ARNm de Chordin en ausencia de B-Catenina; D) 5 pg; E) 10 pg; F) 25 pg; G) esquema
mostrando la conclusién de que Chordin actta después de - Catenina. Experimentos similares de doble microinyecciones demuestraron que Hwa

funciona antes, y Nodal después, de B-Catenina. Barras de escala: 500 um. Reproducido, con permiso, de referencia 21.

(que en el humano se forman

en el saco vitelino). Es necesario tener una via Chordin-Tolloid-
BMP compleja para poder formar un embrién perfecto cada
vez, porque hay solo una oportunidad de alocar los tejidos y
consecuentemente el sistema es altamente regulado.
Ademas de determinar la diferenciacién de tejidos, el gradiente
Chordin-Tolloid-BMP regula la morfologia del cuerpo?. Los
pescaditos de colores de agua fria (Carassius auratus) tienen
dos copias de Chordin. Cuando una de ellas es mutada tienen
la cola doble. Pero no solamente la cola cambia, sino también
la forma del cuerpo, siendo estas mutantes mas cortas y
panzonas. Esta mutacién aparecié en China hace mas de 500
afos y se han mantenido poque a estos pescaditos les gusta
dar vueltas en pequenas peceras. Esto demuestra que Chordin
establece un gradiente morfogenético ademas del histotipico.
Desde el punto de vista de la evolucién lo que importa es
como las células, que son como los ladrillos del animal, se
disponen con respecto unas a otras construyendo la forma del
cuerpo con la finalidad de adaptarse al medio ambiente. Un
gradiente morfogenético puede ser modificado, cambiando la
forma del cuerpo facilmente.

Hoy dia estamos investigando como poner los genes
dorsoventrales en una via secuencial de su funcién en el
embrion®@t 22, Utilizamos estudios llamados epistaticos. Por
ejemplo, si uno introduce dos mutaciones a la vez el fenotipo
que predomina es el que corresponde al gen que actua
después en la via genética. Hacemos inyecciones dobles y
examinamos el fenotipo en el renacuajo de Xenopus. Todos los
martes hacemos microinyecciones con una postdoc llamada
Yagmur Azbazdar. Por ejemplo, si inyectamos el embrién
con un oligonucledtido antisense (llamado morpholino) que
inhibe B-Catenina, se pierde todo el desarrollo dorsal. Pero
si inyectamos una célula con un poquito de ARN mensajero

de Chordin, se forma un eje aun en ausencia de B-Catenina
(Figura 7).

Este rescate depende de la dosis inyectada, como se puede
juzgar por el tamaio de los ojos o de la glandula de cemento
(un 6rgano que usan los renacuajos para pegarse debajo de
hojas y esconderse de sus predadores) a medida que aumenta
la dosis. Este experimento demuestra que Chordin funciona
después de B-Catenina. Haciendo experimentos similares
pudimos establecer que primero viene una proteina materna
de membrana llamada Huluwa (Hwa, descripta por un grupo en
China®), la cual Hwa estabiliza B-Catenina en el lado dorsal,
que activa el factor secretado Nodal, que activa Chordin, que
inhibe BMP4 (Figura 7G). La Figura 8 esquematiza una via
genética mas completa de los reguladores de la gastrulacion®.
Cada una de estas flechitas activadoras o inhibidoras resulta
de doble inyecciones para establecer el orden en que estos
componentes dorsoventrales funcionan.

Cerberus
Lefty

BCNE Tolloid  Sizzled

Hwa — B-cat —Nodals— Chordin

G1TS_K3 \Noggiﬂ /

ADMP GSK3 xWnt8
LiCl
Dkk
Frzb1
Early Late
Dorsal Ventral

Figura 8. Via de senalizacion dorsal sugerida por microinjecciones dobles en embriones de
Xenopus. Flechas azules indican regulacion transcripcional, flechas negras regulacion a nivel
de interaccién de proteinas. Reproducida, con permiso, de referencia 21.
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Desde el punto de vista médico, dado que la gastrulacion
ocurre muy tempranamente en el desarrollo, las alteraciones
graves de este proceso suelen ser incompatibles con la
viabilidad embrionaria vy, por ello, con frecuencia no llegan a
manifestarse como malformaciones congénitas. Sin embargo,
como sefala el aforismo de que la oncogénesis recapitula la

ontogénesis, muchos de los genes que regulan la gastrulacion
desempefian un papel importante en el cdncer. La B-Catenina Primary larva Protostome
estd elevada en muchisimos tumores en que se activa la via
de senalizacion Wnt y en particular en casi todos los canceres

. . Hﬂx genes
colorrectales. Nodal es menos conocido, pero es un miembro

de la familia TGF-B (Transforming Growth Factor-beta). Los BMP
TGF-B son famosos por su rol en las fibrosis, pero Nodal es i ‘

Tolloid

altamente especifico del desarrollo temprano. En tumores las

Urbilateria
células que expresan Nodal (o su correceptor llamado Cripto) Chd \\n
se tornan células madre tumorales que son muy dificiles

de eliminar. La expresion de Goosecoid induce transicion Deuterostome

epitelio-mesenquimatosa (EMT en inglés) y esta elevada en

Figura 9. Urbilateria es el antecesor comtn de todos los animales bilaterales. Contenia por lo menos é
genes Hox y el sistema Chordin/Tolloid/Bmp. Estudios zooldgicos indican que también tenia una fase de
en varios tumores epiteliales broncopulmonares. De modo que vida larvaria en el plancton para difundir la especie en los océanos.

muchisimas metastasis. Chordin estd amplificado en el ADN

estos genes, muchos descubiertos hurgando en la gastrula de . . . .
o . Esto estimulé importantes discusiones en el campo de la

rana, han contribuido a la medicina. ., . .
evolucién. De 35 filos, 30 son de animales bilaterales, es

. decir constituyen la enorme mayoria de los animales que nos
EVOLUCION Y DESARROLLO

.. . .. rodean. Como indica la Figura 9, los animales bilaterales se
Retornando al problema de la evolucién, la inversion propuesta

. . dividen en Protostomos (del griego proto primero, stoma boca)
por Geoffroy Saint-Hilaire fue completamente apoyada por .

. . ) . y Deuterostomos (del griego deutero segundo, stoma boca)
las investigaciones moleculares. La via morfogenética de
Chordin/Tolloid/BMP esta invertida entre embriones de

rana y de la mosca de la fruta. El lado dorsal del embrién

de acuerdo con su modo de la gastrulacion. Nosotros somos
deuterostomos, pero provenimos de un antecesor comudn que

de X Chordi | tral BMPA4. E tenia por lo menos 6 genes Hox agrupados en un complejo en
e Xenopus expresa ordin y en el ventra . En
.p P Y ) . el ADN para regular el eje A-Py el sistema Chordin-Tollid-BMP
Drosophila, sus homodlogos Short-gastrulation y DPP tienen .
para regular el eje D-V.
la orientacion inversa. La via Chordin/Tolloid/BMP es una . . , . ..
o . La vida animal comenzé en el mar. Una consideracion
maquinaria molecular usada para establecer un gradiente de . .
importante es que muchos Protostomos (como los anélidos)
difusion D-V que cubre todo el embrién. Ha sido utilizada en . ) .
) . . . y Deuterostomos (como los equinodermos) tienen un ciclo
practicamente en todos los embriones de animales bilaterales, . . L. ;
. ] vital que comienza con larvas primarias, de morfologia
los cuales constituyen la mayor parte de los miembros del .. . .
similar, que flotan y se alimentan en el plancton del océano
reino animal®. Los embriones tienen diferentes tamafios y . .
q I distintas t ; s b tod antes de establecerse en una vida sedentaria en el fondo del
se desarrollan a distintas temperaturas. Sin embargo, todos L. L. . .
N ) o p. 8 mar> 29, La fase planctdnica sirve el propésito de difundir la
utilizan la misma maquinaria, incluyendo las anémonas de . , . ;
) ) especie en el océano. Las larvas este tipo llamado trocéfora
mar, que ni siquiera son animales bilaterales, las cuales como . 3 . . .
) . . se caracterizan por tener un 6rgano sensorial apical, un ojo
embriones expresan Chordin en un polo, la cual difunde y es o - . .
) ) primitivo, y dos bandas de cilios que baten en direcciones
cortada por Tolloid para generar un maximo de BMP en el polo . . .
) opuestas para dirigir comida a la boca (Figura 9). De modo
opuesto. Los descubrimientos de la profunda conservacion .. . L o .
. . . que la evolucién de Urbilateria siguié un hilito muy finito, muy
evolutiva de redes genéticas como los genes Hox y Chordin- . . .
] ] finito, con una etapa larvaria flotando en las corrientes del mar
Tolloid-BMP fueron muy importantes porque fundaron una . ..
] . y una vida adulta en el fondo del mar. Es casi milagroso que a
nueva disciplina de la evolucién y desarrollo molecular (Evo- . . 3
. . . partir de estos antecesores remotos el hilito no se corté hasta
Devo) que le dio un gran impulso los estudios modernos de .
N llegar al Homo sapiens.
la evolucién.

En 1996 con Yoshiki Sasai tuvimos la buena idea de proponer CONCLUSIONES
que el antecesor comun de los todos los animales bilaterales . . . .

i ) ) Los estudios de la embriologia molecular sugieren que una red
deberia ser un animal muy complejo al cual llamamos

) ) ancestral de genes conservados fue utilizada para construir la
Urbilateria®.

inmensa variedad de formas animales bajo el estricto control
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de la seleccion natural a través de la reproduccién diferencial
darwiniana. Una vez que una buena via genética es hallada, la
naturaleza sigue utilizandolay modificAndola. El uso obligatorio
de estas redes genéticas ancestrales ha canalizado los
resultados de la evolucion. No todas las morfologias animales
fueron posibles: tuvieron que ser compatibles con la funcién
de los genes utilizados durante el desarrollo embrionario. Es
posible que muchas de las morfologias que pensabamos se
originaron por convergencias debidas a la seleccion natural
de necesidades funcionales, puedan ser explicadas por una
unidad de plan como sugerido originalmente por Geoffroy
Saint-Hilaire.
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