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Resumen

La dinamica de los microtUbulos es esencial para la mantenciéon de la polaridad
celular durante la migracion, ya que intervienen en el trafico y destino de las
proteinas requeridas para establecer una correcta polaridad antero-posterior. Sin
embargo, cambios en la estabilidad de los microtibulos podrian contribuir a la
pérdida de esta polaridad, a la disrupcion del desensamblaje de las adhesiones
focales, a un cambio severo en el nivel de polimerizacion del citoesqueleto de actina,
en resumen, afectar la migracion celular colectiva. Andlisis previos en nuestro
laboratorio muestran que la proteina G heterotrimérica, especificamente Gai2,
regula la migracion de las células de la Cresta Neural Craneal (CNC), ya que la
pérdida de funcion de Gai2 se traduce en la inhibicion de la migracion de estas
células y deslocalizacién de proteinas de polaridad celular como Par3 y (PKC,
resultados que se apoyan con estudios de otros investigadores en células del
sistema inmune, donde también la ausencia de Gai2 inhibe la migracion de los
linfocitos T y macrofagos hacia los sitios de inflamacion. Adicionalmente, también
se ha reportado en C. elegans que Gai controla la polaridad celular durante la
division asimétrica, a través de la regulacion de las fuerzas de los microtubulos para
orientar correctamente el huso mitético. Por lo tanto, con el fin de indagar en el
mecanismo funcional de la subunidad Gai2 durante la migracién celular, y con ello
su posible contribucion a regular los microtubulos y la polaridad celular, en esta tesis
se investigo el papel de la subunidad Gai2 de la proteina G heterotrimérica en la
CNC, una poblacién embrionaria que migra extensivamente y colectivamente a lo
largo del embrién con el fin de formar otros tejidos. Nuestros resultados muestran
que Gai2 se localiza en toda la célula, pero en la corteza celular se localiza cercana
a la red de microtubulos, posiblemente controlando la dinAmica de éstos. La
disminucién de la expresion de Gai2 a través de un morfolino especifico, redujo
fuertemente la despolimerizacion de los microtibulos aumentando su estabilidad,
afectando la polimerizacion del citoesqueleto de actina a través del aumento del

tamafio de las protrusiones y el area de las adhesiones focales en el tiempo.



También observamos un aumento en la actividad de Racl en el borde libre y en el
contacto célula-célula, cambiando la localizacion de RhoA hacia el borde director,
lo que en conclusién afecta la migracion de la CNC. Este efecto pudo ser rescatado
con bajas concentraciones de nocodazol como droga despolimerizante de los
microtubulos, y s6lo parcialmente por inhibicion de Racl. Ademas, encontramos que
Gai2 interacciona con EB1, EB3, tubulina, a5-integrina y PKC, como se muestra
por co-immunoprecipitacion, lo que apoya el papel critico de Gai2 en la dinamica de
los microtubulos, el desensamblaje de las adhesiones focales y la polaridad celular.
Por lo tanto, nuestros resultados nos permiten proponer a Gai2 como un regulador
maestro de la polaridad, morfologia y dinamica de la adhesion célula-matriz, a través
del control de la dinAmica de los microtubulos, y con ello, de la conversacion cruzada
entre los citoesqueletos de actina y tubulina, permitiendo de esta forma la correcta
migracion colectiva de las células de la CNC.
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Summary

The microtubule dynamics is essential for the maintenance of cell polarity during
migration. They are involved in the trafficking and destination of the required proteins
to establish a correct antero-posterior polarity. Neverthless, changes in the stability
of microtubules could contribute to the loss of this polarity, the disruption of the focal
adhesion disassembly, severe changes in actin polymerization level, in summary to
affect collective cell migration. Previous analyzes in our laboratory have shown that
the heterotrimeric G protein, specifically Gai2, regulates the Cranial Neural Crest
(CNC) cells migration. The loss of function of Gai2 inhibits the migration of these
cells and promote the misslocalization of polarity proteins such as Par3 and ¢(PKC,
results supported by other studies in immune system where the loss of function of
Gai2 also inhibits the migration of macrophages and T lymphocytes towards the
inflammation sites. Addicionally, studies in C. elegans have described that Gai2
control de microtubules pulling forces to orientate the spindle correctly during

asymmetric cell division.

Therefore, in order to investigate the functional mechanism of the Gai2 subunit
during cell migration, and its possible contribution to regulating microtubules
dynamics and cell polarity, in this thesis we investigated the role of the Gai2 subunit
of the heterotrimeric G protein in the CNC cells, an embryonic population that
extensively and collectively migrates throughout the embryo, in order to generate
other tissues. Our results have shown that Gai2 is localized throughout the cell, but
in the cell cortex it is localized close to the microtubules network, possibly controlling
microtubules dynamics. The Gai2 expression was reduced through a specific
morpholino, that strongly reduced the depolymerization of the microtubules,
increasing their stability, affecting the actin polymerization increasing the protrusions
size and the focal adhesions area. Also, Gai2 loss of function resulted in an increase
of the Racl activity in the free edge and in the cell-cell contact, a changing in the
location of RhoA towards the leading edge, which in conclusion affect CNC

migration. These effects were restored by low concentrations of nocodazole
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treatment, as microtubule depolymerizing drug, but partially rescued by Racl
inhibition. In addition, we found that Gai2 interacts with EB1, EB3, tubulin, a5-integrin
and (PKC, as shown by co-immunoprecipitation, supporting a critical role for Gai2
in microtubule dynamics, focal adhesions disassembly and cell polarity. Therefore,
our results together, allow us to propose to Gai2 as a master regulator of, cell
polarity, morphology and cell-matrix adhesion dynamics, through the control of
microtubule dynamics, contributing to the crosstalk between both cytoskeletons

(actin and tubulin), thus allowing the correct collective migration of CNC cells.
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Introduccion

1. Cresta Neural

La Cresta Neural (CN) es un tejido embrionario transitorio que se origina en el borde
de la placa neural de organismos vertebrados, y es capaz de migrar extensamente
a través del embrién una vez que es delaminada desde la zona dorsal del tubo
neural, diferenciandose en una gran variedad de tejidos (Fig. 1). Debido a que
contribuye a la diferenciacion de varios tipos celulares, el desarrollo aberrante de
este tejido puede conducir a muchas enfermedades congénitas diferentes llamadas
“neurocristopatias”, las cuales son estudiadas ampliamente utilizando a la CN como
modelo (Sato y col., 2019).

La CN como tejido embrionario fue descrito por primera vez en el afio 1868 por el
cientifico Wilhelm His y llamado Cresta Neural por Arthur Milnes Marshall en 1879,
y desde ese dia los embriélogos la han utilizado como modelo de estudio para
comprender la induccion de un tejido, la determinacién del destino celular y los
procesos migratorios que contribuyen a la destinacién y diferenciacion de los tejidos
adultos. Algunas de las investigaciones que se han llevado a cabo para el
entendimiento del cancer han sido realizadas también en la CN. Especificamente el
estudio de la migracién colectiva y la invasion de estas células en el embrién se ha
utilizado ampliamente para comprender el fendmeno de la metastasis (Theveneau
y Mayor, 2012). De este modo, el estudio de la migracién de la CN proporciona una
gran cantidad de conocimientos que se pueden aplicar en distintas disciplinas, y

constituyen el foco de esta tesis.

La poblacion de la CN se puede dividir, segun la posicion a lo largo del eje
anteroposterior, en la Cresta Neural Craneal (verde), Cresta Neural Cardiaca (azul),
Cresta Neural del Tronco (azul), Cresta Neural Vagal (café) y Cresta Neural Sacra
(café) (Fig. 1A). Durante este trabajo de tesis, como modelo para estudiar el

comportamiento migratorio celular nos enfocamos en el estudio de la Cresta Neural
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Craneal de Xenopus (X. laevis y X. tropicalis), la cual se diferencia en estructuras
craneofaciales que incluyen los nervios craneales y los ganglios, la musculatura lisa
y el tejido conjuntivo, los huesos, cartilago y la dermis (Theveneau y Mayor, 2011;

Szabé y Mayor, 2018; Fig. 1A-C células y estructuras en color verde).

* Q@ %

9

B Tejido Cartilago y Neuronas Tejido Neuronas Células Melanocitos Células de Neurqnas
conectivo hueso y glia conectivo y glia drenales Schwann y glia

Ty,
N Y/
»~0 ? Gel2 L =
C Cra Estructuras Tractos Sistema nervioso Médula Ganglio de la
raneo . : - :
faciales cardiacos entérico adrenal ) raiz dorsal

%@f

Figura 1. Migracion de la CN y su contribucion a la formacién de una gran variedad
de tejidos y 6rganos. (A) Las células de la CN migran desde la cara dorsal del tubo neural
a disitintos lugares del embrion en desarrollo. (B-C) Una vez que han alcanzado sus sitios
blancos, se diferencian y pueden formar tejido conectivo, cartilago y hueso, musculo liso,
células pigmentarias y componentes del sistema nervioso (Adaptado de Szabé y Mayor,
2018).
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1.1 Induccién y mantenimiento de la Cresta Neural

La CN se origina gracias a la diferenciacion del ectodermo neural y no neural en el
estadio de blastula tardia, a través de la formacién del borde de la placa neural la
cual se demarca en el limite entre ambos ectodermos. Especificamente durante el
proceso de gastrulacion, tanto los niveles de &cido retinoico (AR) como de factor de
crecimiento de los fibroblastos (FGF) se encuentran altos, mientras que los niveles
de Wnt se encuentran bajos (Moury y Jacobson, 1990; Selleck y Bronner-Fraser,
1995; Mancilla y Mayor, 1996). Para que la CN se induzca propiamente tal, se
requiere un incremento en la actividad de Wnt y una inhibicion de la sefalizacion de
la proteina morfogenética de hueso (BMP) (Fig 2), produciéndose un gradiente
dorso-ventral de sefalizacion BMP. Por lo tanto, es posible observar niveles altos
de BMP en la epidermis, niveles intermedios en la CN prospectiva y niveles bajos
en lo que sera el neuroectodermo, gradiente necesario, pero no suficiente para
inducir la formacion de la CN (LaBonne y Bronner-Fraser, 1998; Marchant y col.,
1998; Garcia-Castro y col., 2002; Linker y Stern, 2004; Delaune y col., 2005). La
zona encargada de activar la sefalizacion de Wnt e inhibir la sefalizacion de BMP
se conoce como zona marginal dorsolateral (DLMZ), la cual se encuentra junto a la
CN prospectiva en la etapa de géastrula (Fig. 2B). Esta DLMZ expresa Wnt8 y chordin
(un inhibidor de BMP), moléculas que son necesarias y suficientes para la induccién
de la CN (Steventon y col., 2009).

Otra via de sefializacién importante es Notch-Delta, la cual se sugiere controla la
expresion de BMP en D. rerio, G. gallus y X. laevis, promoviendo el desarrollo de la
CN al reprimir la neurogénesis (Cornell y Eisen, 2000; Endo y col., 2002; Glavic y
col., 2004). Esta combinacion de inductores de la CN (gradiente de BMP vy la alta
actividad de Wnt, FGF, AR y Notch) orquestan la expresiéon de diferentes factores

de transcripcion que controlan la especificacion de las células de la CN.

El segundo paso para el desarrollo de la CN durante la neurulacién es el
mantenimiento. Durante este proceso se requiere de la actividad de Wnt (Carmona-

Fontaine y col., 2007), y a diferencia de la induccion de la CN, la actividad de BMP
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también es necesaria para el mantenimiento de la CN (Fig. 2B, néurula) (Steventon
y col., 2009). Otras sefiales también aumentan durante este tiempo, como FGF y
AR. Al mismo tiempo, se activa una red de genes necesarios para mantener los
precursores de la CN. Especificamente en Xenopus laevis, el factor de transcripcién
snail2 responde directamente a la sefializacion via Wnt (Vallin y col., 2001). Snaill
Se expresa un poco antes que snail2 y se encuentra rio arriba de snail2 (Aybar y
col., 2003), sin embargo, algunos autores describen que ambos son necesarios y
suficientes para el desarrollo de la CN (Labonne y Bronner-Fraser, 2000; Mayor y
col., 2000; del Barrio y Nieto, 2002). Snail2 promueve la expresion de otros genes
de mantenimiento, los cuales incluyen foxD3, sox9, sox10, id3 y twist (Labonne y
Bronner-Fraser, 2000; Sasai y col., 2001; Aybar y col., 2003; Honore y col., 2003).
Estos genes aseguran el mantenimiento de la poblacion de células de la CN original
al inhibir la muerte celular programada (apoptosis) y reduciendo la proliferacién
(Tribulo y col., 2004; Vega y col., 2004).

Posterior a la fase de mantenimiento, las células de la CN experimentan un proceso
conocido como Transicién Epitelio Mesenquimal (TEM) y las células de la CN se
separan del neuroepitelio. Especificamente, TEM se refiere a la transicion de un
tejido epitelial completamente polarizado apico-basal, a un tejido mesenquimal
gracias al cambio en la expresion de cadherinas (cambio de E-cadh a N-cadh),
mientras que la delaminacién describe el movimiento de las células de la CN lejos
del neuroepitelio. Algunos genes de mantenimiento celular, como sox10, sox9,
snail2 y foxD3 estan involucrados en el proceso de delaminacion (Cheung y col.,
2005).

Es importante recalcar que si bien la especificacion, la TEM y la delaminacion se
encuentran reguladas por los mismos genes de mantenimiento, son procesos
completamente diferentes. Por ejemplo, la expresion ectbépica de sox9
especificamente puede inducir la CN pero no la TEM (Cheung y Briscoe, 2003). Al
mismo tiempo, si no hay detencion del ciclo celular entre G1y S en la CN troncal no
hay delaminacion, pero la induccién de snail2 no se ve afectada, por lo tanto la TEM

puede ocurrir (Burstyn-Cohen y col., 2004), lo que indica que la TEM y la
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delaminacion son dos eventos separados. No obstante, en algunos casos los roles
se superponen: Sox9 es importante en la especificacion y supervivencia, pero
también se coordina con Snail2 para desencadenar la TEM (Cheung y col., 2005).
Para las etapas 19-20 en el embrion de X. laevis, la Cresta Neural Craneal (CNC)
se ha restringido a una regién especifica, adyacente al tubo neural, convirtiéndose
desde un tejido epitelial totalmente polarizado a células mesenquimaticas con alta

capacidad migratoria (Theveneau y Mayor, 2012)

Finalmente, la migracion de las células de la CNC comienza un poco antes del cierre
del tubo neural, las cuales migran ventralmente por el lado de la futura cabeza del
embrion y se dividen en tres corrientes: mandibular, hioidea y branquial, las cuales
penetran en los arcos branquiales y migran extensa e invasivamente por la region

anterior del embrion (Fig. 1A, corrientes de color verde).

A -’ E B Gastrula Neurula
c
= ‘ @ﬂ@@
o |
Gastrula ' Neurula BN Eomziv Awnt AoBMP ABMP

Figura 2. Modelo de especificacion de la Cresta Neural. (A) Diagrama que resume los
diferentes requerimientos temporales (Gastrula y Néurula) para las vias de Wnt y BMP
durante el desarrollo de la CN. (B) Modelo de induccién de la CN durante la etapa de
gastrula y mantenimiento de la CN en etapas de néurula (Adaptado de Steventon y col.,
2009).
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1.2 Migracion de la Cresta Neural Craneal

La migracioén celular es esencial para muchos aspectos del desarrollo embrionario
y mantenimiento de organismos pluricelulares. También juega un papel clave en
otros procesos tanto fisioldgicos como patoldgicos, como la cicatrizacion de heridas
y reparacion de tejidos, la correcta funcién del sistema inmune, el proceso de
hematopoyesis, entre otros, los cuales requieren movimientos celulares
sincronizados hacia lugares especificos (Mitchison y col., 1996). La migracion
colectiva tiene un papel clave durante la morfogénesis y la renovacion de tejidos en
el adulto, mientras que la migracién aberrante puede conducir a diversas patologias
como por ejemplo el cancer (Weijer y col.,, 2009; Friedl y col., 2009). En

consecuencia, ha sido intensamente estudiada.

La polaridad celular y la migracion direccionada son conceptos que se encuentran
muy relacionados entre si, ya que la migracién direccionada requiere del
establecimiento y el mantenimiento de la polaridad celular. De hecho, el primer paso
de la migracién direccional es la polarizacion de la célula tanto a nivel morfolégico
como molecular, lo que lleva a la célula a tener dos extremos: un borde director y
un borde posterior (Fig 3, borde celeste y borde amarillo). Este establecimiento de
la polaridad celular puede ser en respuesta a una sefial externa como por ejemplo
los factores de crecimiento, ligandos o péptidos de matriz extracelular (ECM),
pudiendo también ocurrir de manera espontanea (Sohrmann y Peter, 2003; véase
también Altschuler y col., 2008). Algunas de las vias moleculares que controlan la
polaridad celular durante la migracién incluyen la localizacién de PI3K en la parte
frontal y PTEN en la parte posterior (Kay y col., 2008), una distribucién polarizada
de los miembros de la via de la polaridad celular planar (PCP) de Wnt (Carmona-
Fontaine y col., 2008), GTPasas pequeiias como RhoA y Rac (Etienne-Manneville
y Hall, 2002) y proteinas de particion defectuosa como Par3 y Par6 (Goldstein y
Macara, 2007; Moore y col, 2013). Estas vias controlan las estructuras y procesos
celulares, incluyendo el citoesqueleto de actina y tubulina, y seran discutidos con

mas detalle en esta introduccion.
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1.2.1 Quimio-atraccion durante la migracion de la cresta neural craneal

Las sefiales extracelulares que permiten la migracion de las células de la CN
consisten en sefales positivas (atractantes) y negativas (repulsivas) que estan
presentes en rutas migratorias pre-establecidas. Las sefiales negativas para las
células de la CNC son capaces de controlar la migracion de éstas, y a nivel sub-
celular actban induciendo el colapso de sus protrusiones celulares, lo que restringe
su entrada en zonas especificas del embridn y asi actian como sefales inhibitorias
para la migracién, como las efrinas Eph, neuropilinas/plexinas, versican, etc.
(Kuriyama y col., 2008; Theveneau y col., 2011; Szabé y col., 2016). Para que las
células de la CNC puedan desplazarse a través de las tres corrientes migratorias,
éstas deben ser atraidas por moléculas especializadas llamada quimioquinas. Las
células de la CNC responden a gradientes de una quimioquina llamada Factor
derivado del estroma 1 (Sdf-1) ya que expresan el receptor acoplado a proteina G,
receptor de quimioquinas 4, (CXCR4). Particularmente en Xenopus la sefalizacién
del par quimiotactico Sdf-1/CXCR4 es esencial para la migracion de la CNC, ya que
fuentes locales de Sdf-1 son suficientes para atraer a las células de la CNC in vivo
e in vitro (Theveneau y col., 2010), al igual que activa la sefializacion para el correcto
posicionamiento de la raiz dorsal del ganglio, un derivado de CN, en M. musculus
(Belmadani y col., 2005). Otros autores también plantean que en D. rerio el
desarrollo craneofacial y los patrones melanéforos dependen de Sdf-1 (Svetic y col.,
2007; Olesnicky Killian y col., 2009), de hecho los melanocitos de D. rerio son
capaces de migrar hacia una fuente ectépica de Sdf-1 (Svetic y col., 2007).

Las células de la CN son capaces de interaccionar entre ellas durante la migracion
direccionada a través del factor del complemento C3a, el cual es liberado por las
mismas células las cuales también expresan el receptor C3aR (Carmona-Fontaine
y col., 2011). Esto facilita el proceso de “co-atracciéon” entre las células de la CN que
conduce a la activacion de la proteina G pequefia Racl, promoviendo la migracion
de las células como grupo hacia la fuente quimioatrayente C3a.

19



Tanto los receptores CXCR4 como C3aR corresponden a Receptores acoplados a
Proteina G (GPCR), y ya se ha descrito al menos una subunidad de la proteina G
heterotrimérica regulando la migracién y la formacion de adhesiones focales en la
CNC de Xenopus, la subunidad Ga13 (Toro-Tapia y col., 2018). Sin embargo, en
otras células migratorias como las células del sistema inmune, las cuales también
expresan CXCR4, se ha visto a la subunidad Gai2 como la encargada de regular la
migracion de linfocitos T inducida por CXCL12 (también llamada Sdfl) (Hwang y
col., 2007). Al respecto, en esta tesis estudiaremos la funcién de la subunidad Gai2

en la migracion de la CNC en Xenopus.

1.2.2 Funcion de proteinas de la familia Rho GTPasas durante la migracion
celular

Durante la polarizacion de una célula migratoria deben ocurrir muchos cambios,
entre los cuales destacan la generacion de protrusiones en el borde director, se
establecen interacciones entre la célula y el sustrato al cual se encuentra adherido
y ocurre una remodelacion coordinada del citoesqueleto de actina, cuya modulacion
estd a cargo de proteinas G pequefias de la familia Rho (Ridley y col, 2003).
Especificamente RhoA, Racl y Cdc42, a través de sus ciclos de activacion y
desactivacion (ciclos de union a GTP y GDP, respectivamente), controlan la
polaridad celular mediante la regulacion de diferentes aspectos de la dinamica del
citoesqueleto, por lo que juegan un papel crucial para la migracion (Fig. 3). Durante
la polarizacion de la célula, la parte frontal puede extender una protuberancia que
podria ser un lamelipodio grande y plano, o bien una protuberancia delgada con
forma de baston el cual puede ser un filopodio (Fig. 3, borde amarillo). Racl, en su
estado activado unido a GTP (Racl1-GTP), promueve la formacion de lamelipodios
y “ruffles” de membrana regulando la polimerizacién de actina (Ridley y col., 1992),
mientras que Cdc42-GTP controla la formacion de filopodios (Kozma y col., 1995).
RhoA-GTP generalmente se localiza en la parte posterior de la célula,
particularmente porque Racl y RhoA se inhiben mutuamente (Rottner y col., 1999;
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Fig. 3 borde celeste). Sin embargo, las tres GTPasas se pueden activar en el frente
migratorio de las células, debido a que RhoA inicia la formacion de una
protuberancia, la cual es reforzada y estabilizada posteriormente por las GTPasas
Racly Cdc42 (Pertz y col., 2006; MacHacek y col., 2009).

Las GTPasas de la familia Rho son, por lo tanto, los principales reguladores de la
polaridad y la migracion celular. Se cree que el regulador maestro de la polaridad
celular durante la migracion es Cdc42, el cual recluta al complejo Par6/Par3/aPKC
encargado de posicionar al centro organizador de microtubulos (MTOC) y al Aparato
de Golgi frente al nucleo en direccion hacia el frente migratorio (Etienne-Manneville
y Hall, 2002; Ridley y col, 2003). De esta forma, Cdc42 promueve el crecimiento de
los microtubulos hacia la lamela, facilitando ademas la liberacion de vesiculas
provenientes del Golgi hasta el borde director, trasladando proteinas requeridas en
ese lugar para realizar una correcta migracion celular (Etienne-Manneville y Hall
2002; Ridley y col, 2003). La proteina G pequefia Racl es capaz de activar diversas
cascadas moleculares rio abajo, ya que estimula proteinas tales como WAVE y
Arp2/3 entre otras, lo que promueve la polimerizacion de actina en el borde director
(Parri y Chiarugi, 2010). Por otro lado, RhoA activa principalmente a la proteina
quinasa ROCK (“Rho-associated serine/threonine kinase”) la cual es la encargada
de fosforilar la cadena liviana de la Miosina (dominio regulatorio especificamente,
RLC: “Regulatory Light Chain”), que controla de forma directa a las fibras de estrés
dependientes de actomiosina, modulando la contraccion celular y las adhesiones

focales (Parri y Chiarugi, 2010; Spiering and Hodgson, 2011).

Tal como se menciond mas arriba, Cdc42 esta activa en la parte delantera de las
células migratorias y se ha sugerido que es necesaria para la polaridad celular
(Etienne-Manneville y Hall, 2002). Sin embargo, en las células de la CNC, la
interrupcién de la polaridad celular al inhibir la PCP no tiene efecto sobre la actividad
de Cdc42 (Matthews y col., 2008). Estos resultados, no pueden descartar una
contribucion de Cdc42 sobre la polaridad; no obstante, la actividad de Cdc42 parece
no ser suficiente para regular la polarizacién y la formacion de protrusiones en todos

los tipos celulares.

21



Racl, por otro lado, ha sido consistentemente implicada en la formacion y extension
de las protrusiones, y por lo tanto, en la migracion. Las células del borde del ovocito
de D. melanogaster no pueden migrar cuando expresan una dominante negativa de
Rac (Murphy y Montell, 1996), al igual que la inhibicibn de Racl en células
germinales de D. rerio inhibe la formacion de protrusiones y por lo tanto, la migracion
(Kardash y col., 2010). También se ha observado que la quimiotaxis esta regulada
por Racl en las células de la CN (Theveneau y col., 2010). Por lo tanto, Racl parece
ser un importante controlador de la migracion in vivo, incluso en la CN de distintas

especies.

lamelipodio

fipra de estrés

filopodio
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Figura 3. GTPasas de lafamilia Rho en lamigracion celular. La polaridad celular durante
la migracién direccionada es influenciada por la actividad polarizada de GTPasas pequefias
de la familia Rho. Estas GTPasas controlan la dinamica de actina y la adhesién célula-
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sustrato, asi como también la dindmica de los microtubulos. En el frente celular, Cdc42
promueve la formacion de filopodios, mientras que la actividad de Racl promueve la
formacion de lamelipodios. RhoA en cambio promueve la retraccion y contraccion celular
en el borde posterior de la célula y promueve el ensamblaje de las adhesiones focales y la
formacion de fibras de estrés. En color celeste se observa la localizacion polarizada de
RhoA activa y en amarillo la localizacién polarizada de Racl y Cdc42 activas (Adaptado de
Mayor y Carmona-Fontaine, 2010).

1.2.3 Microfilamentos de Actina durante la migracion celular

La actina es una proteina globular que une ATP para formar polimeros llamados
microfilamentos de actina, encargados de otorgarle la morfologia y la motilidad a la
célula. La actina se organiza diferente tanto en el borde anterior como en el borde
posterior de una célula migratoria (Fig. 3). Por ejemplo, las fibras de estrés que
conforman alrededor de 30 microfilamentos de actina asociados a la proteina
Miosina Il, se ubican generalmente en el borde posterior o cuerpo celular de una
célula migratoria, lo que le confiere la capacidad contractil necesaria para moverse
hacia un sitio especifico (Fig. 3, fibras en color rojo) (Murrell y col., 2015). Estas
fibras de estrés se unen a las adhesiones focales (adhesiones entre la célula y la
matriz extracelular), para permitir que la célula retraiga su borde posterior y de esta

manera pueda avanzar (Pellegrin y Mellor, 2007).

También en el borde anterior de una célula migratoria podemos encontrar a la actina
formando estructuras lineales y digitiformes llamadas filopodios, 0 bien estructuras
con forma laminar llamadas lamelipodios (Fig. 3) (Machesky y col., 1999). En el caso
de los lamelipodios, si bien los filamentos de actina polimerizan de forma lineal, se
requiere de varias proteinas de unién a actina para estructurar la formacion del
lamelipodio, ya que requiere la ramificacion de la actina para conformar una malla
que le dé la morfologia caracteristica a los lamelipodios. En este caso el complejo
Arp2/3, activado por las proteinas WASP/WAVE, permiten la adicion de nuevos
mondmeros de actina en una direccion diferente al crecimiento lineal. Estas

proteinas se conocen como proteinas “ramificadoras de la actina” ya que generan
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un segundo extremo de crecimiento, lo que genera la bifurcacion del microfilamento
de actina (Machesky y col., 1999; Svitkina y Borisy, 1999).

Otra forma de estructuracion de la actina, pero esta vez a la forma de haces
paralelos, lo constituyen los filopodios cuya morfologia es paralela, digitiforme y
protruye desde el lamelipodio celular (Fig. 3). En el ensamblaje de los filopodios
participan diversas proteinas como por ejemplo las forminas (mDial-2) que aceleran
la polimerizacién de actina, y que ayudan tanto a la formacion de filopodios como
lamelipodios y fibras de estrés, y evitan la union de proteinas que favorezcan la
despolimerizacion (Faix y col., 2009; Blanchoin y col., 2014; Rottner y Schaks,
2019). Otras proteinas como la fascina promueven la migracion celular a traves del
entrecruzamiento y agrupacion de los microfilamentos de actina, la cual renueva la
F-actina de las adhesiones focales (Abercrombie y col., 1971; Mallavarapu y
Mitchison, 1999).

Durante la migracion celular, y en general durante todos los procesos celulares que
involucren la polimerizacion y/o despolimerizacién de los microfilamentos de actina,
ésta sufre un proceso conocido como “treadmilling” (Abercrombie y col., 1971).
Cuando un microfilamento de actina se encuentra en crecimiento, se van
adicionando mondémeros de actina para la formacién de un extremo “barbado”, el
cual se posiciona en direccion hacia el frente migratorio. Asimismo, el
desensamblaje de los microfilamentos de actina ocurre en el extremo posterior del
lamelipodio, de manera de poder “reciclar’ estos mondmeros de actina. La actina
globular (monomérica) que se une para polimerizar los microfilamentos de actina
presenta un comportamiento cinético diferencial, dependiendo de si se encuentra
unido a ATP o ADP. El ciclo se iniciara con la adicion de los monomeros de actina
unida a ATP a los extremos barbados, el cual ser4 de polimerizacion rapida.
Asimismo, en el borde posterior la actina hidrolizard ATP a ADP, de manera de que
ahora la actina se encuentra unida a ADP, la cual se libera a la forma de monémeros
desde el extremo menos dinamico (borde posterior del lamelipodio), para luego ser
reutilizada en un nuevo ciclo de polimerizaciéon en el borde anterior (Rottner y
Schaks, 2019; Watanabe y Mitchison, 2002)
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Los microtabulos participan en el trafico polarizado de proteinas que regulan la
polimerizacién de los microfilamentos de actina como EB1 y mDial-2, las cuales
participan en el ensamblaje de los microfilamentos de actina desde el extremo + de
los microtubulos (Wen'y col., 2004). Ademas, las proteinas de union a actina mDial-
2 y APC estabilizan a los microtabulos (Mimori-Kiyosue y col., 2000; Wen y col.,
2004), lo que demuestra que los microtubulos y los microfilamentos de actina se

encuentran estrechamente relacionadas entre si.

1.2.4 Interaccion célula-matriz durante la migracion celular

Las protrusiones durante la migracion son estabilizadas mediante las adhesiones
célula-matriz denominadas complejos focales que, al menos in vitro, tienen una
distribucién puntiforme. Durante el proceso de ensamblaje del complejo focal la
proteina G pequefia requerida es Racl (Rottner y col., 1999). La mayoria de estos
complejos focales son desensamblados y ensamblados rapidamente a medida que
la célula migra, mientras que algunos maduran y se transforman en adhesiones

focales méas grandes y estables gracias a la actividad de RhoA (Rottner y col., 1999).

Tanto los complejos focales como las adhesiones focales mas estables se
encuentran formados por integrinas y se ensamblan al citoesqueleto de actina a
través de una serie de proteinas adaptadoras. Cuando los microfilamentos de actina
se asocian a la proteina motora Miosina pueden formar fibras de estrés, las cuales
son inducidas por RhoA y generan fuerzas de traccion y contraccion ya que “tiran”
a las adhesiones focales (Ridley y Hall, 1992), extendiendo la célula. RhoA actla a
través de la proteina quinasa asociada a Rho (ROCK) para fosforilar a la Miosina e
inhibir su fosfatasa, promoviendo la contractilidad de la actomiosina en la parte
posterior de la célula donde se desensamblan las adhesiones focales (Fukata y col.,
2003).

Tras la delaminacion desde el tubo neural, las células de la CN comienzan a

expresar las integrinas apropiadas para unirse a la matriz extracelular (MEC) y
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migrar a lo largo del embrion. En G. gallus las proteinas de la MEC involucradas en
la migracion de las células de CN troncal son la fibronectina, el colageno y la
laminina (Bilozur y Hay, 1988), mientras que en X. laevis especificamente la
fibronectina se localiza en las corrientes migratorias de la CNC, y actia como un
sustrato permisivo para la migracion (Epperlein y col., 1988).

En la CNC migratoria de X. laevis se ha encontrado que la expresion de Integrina-
a5B1 se encuentra aumentada, posiblemente debido a la actividad de los
especificadores de la CN: FoxD3 y Sox10 (Cheet y col., 2005), lo que les permite a
las células migrar sobre fibronectina en lugar de vitronectina, laminina o colageno
(Alfandari y col., 2003). Es importante recalcar que las células de la CNC también
pueden interactuar con la fibronectina a través de sindecano-4, la cual regula
negativamente a Racl en las células de la CNC. sindecano-4 es necesario para la
migracion direccional (Matthews y col., 2008) y parece ser necesario para la
formacién de adhesiones focales (Woods y col., 2000). De hecho, se cree que
podria estar involucrado en la reduccion de la activacion de Racl en los bordes
laterales y en el borde posterior de las células, ya que la inhibicion de sindecano-4
aumenta la activacién de Rac1l, formandose lamelipodios alrededor de toda la célula
(Matthews y col., 2008). Sin embargo, el efecto de la interaccion de sindecano-4 y
fibronectina no puede ser explicado Unicamente por la inactivacion de Racl, por lo
gue sindecano también podria estar involucrado en la via PCP (Matthews y col.,
2008).

Las células de la CNC no solo se adhieren a la MEC para facilitar su migracién, sino
que también deben degradarla para formar un camino a lo largo del cual migrar. La
degradacion de la MEC es lograda gracias a la expresion de una serie de
metaloproteinasas de matriz (MMP) y metaloproteinasas relacionadas (ADAM)
(Alfandari y col., 2001; Alfandari y col., 2018). Las MMP son endopeptidasas que
degradan las proteinas de la MEC y estan involucradas en el procesamiento de
moléculas tales como receptores de superficie celular. Las ADAM en cambio son
glicoproteinas unidas a la superficie celular que remodelan la MEC y patrticipan en

la adhesion célula-célula escindiendo proteinas de transmembrana. Algunos
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autores plantean que ADAM13 es necesaria para la migracion de la CN (Alfandari y
col., 2001). La degradacion de la MEC es un punto crucial en la cual se liberan
factores de crecimiento y moléculas de sefializacion. De hecho las sefiales positivas
involucradas en la migracién de la CNC son FGF, VEGF, PDGF y Sdf-1, moléculas
que interactian directamente con la fibronectina (Pelletier y col., 2000; Martino y
Hubbell, 2010). La MMP2, que es expresada en las células de CNC de X. laevis
(Tomlinson y col., 2009), puede clivar e inactivar a Sdf-1 (McQuibban y col., 2001).
Por lo tanto, se cree que las células de la CN digieren al Sdf-1 a medida que migran,
creando asi un gradiente frente a ellas. Por otro lado, PDGF estimula la expresion
de MMP (Robbins y col., 1999).

1.2.5 Adhesiones focales durante la migracion celular

Una vez que las células se encuentran polarizadas durante la migracion, cuando las
protrusiones se extienden, los receptores de adhesion tales como las integrinas o
sindecanos entran en contacto con ligandos presentes en la matriz extracelular,
promoviendo la activacion de una cascada intracelular que permite el reclutamiento
de proteinas adaptadoras que se unen con elementos del citoesqueleto de actina
(Parri y Chiarugi, 2010).

La CNC de Xenopus se caracteriza por expresar las subunidades de integrinas a5,
a6, aVy B1 (McKeowny col., 2013). Estos receptores se unen a proteinas y péptidos
de la MEC, como por ejemplo fibronectina (lvaska y col., 2012), la cual fue estudiada
en el transcurso de esta tesis. Cuando la adhesion comienza a formarse, en primer
lugar se conoce como “adhesion naciente”. Este tipo de adhesiones se forman justo
detras del borde director de células migratorias, y maduraran para convertirse en

“‘complejos focales” y finalmente en “adhesiones focales”.
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Ensamblaje de la adhesion focal durante la migracion celular

Con respecto a las adhesiones nacientes, éstas son las mas pequeiias de todos los
tipos de adhesion célula-matriz, y son las primeras en formarse al contactarse la
membrana celular con la MEC. Su ensamblaje es independiente de la actividad de
la miosina Il pero requiere la polimerizacion de actina mediada por el complejo
Arp2/3 (Choi y col., 2008; Alexandrova y col., 2008). Especificamente en el frente
de la célula, Racl y Cdc42 serian las proteinas reguladoras del reordenamiento del
citoesqueleto de actina (Fig. 3), incluida la rapida polimerizacion de actina, lo que
conduce a la formacion de protuberancias de membrana como filopodios y
lamelipodios, y simultAneamente estaria promoviendo el acoplamiento de las

integrinas con la MEC (Kurokawa y col., 2005; Etienne-Manneville y col., 2002).

El compromiso de las integrinas con la MEC seria clave para la activacion de Cdc42
y Racl a través de proteinas adaptadoras como talina y paxilina. La incorporacion
de esas proteinas es independiente de la actividad de la miosina Il, mientras que la
incorporacion de otras proteinas de unién a la actina, como zyxina, a-actinina (Fig.
4) o las Tyr quinasas como la “quinasa de adhesion focal” (FAK), dependen de la
actividad de la miosina Il (Choi y col., 2008; Etienne-Manneville y col., 2002). Varios
estudios postulan que estas proteinas adaptadoras estan asociadas a otras
proteinas de sefalizacion, por ejemplo factores de intercambio de nucleétidos de
guanina (GEF) como SCRIB y B-PIX o proteinas reguladoras de polaridad como
Par3 y TIAM1, ademas de las quinasas intracelulares como FAK y Src, las cuales
se encuentran ampliamente descritas (Etienne-Manneville y col., 2002; Pegtel y col.,
2007).

Segun el tipo de célula, mientras que el borde de ataque de una célula migratoria
avanza, las adherencias nacientes se alargan y crecen, o bien se desensamblan. El
desensamblaje ocurre cuando las adhesiones nacientes se encuentran con la zona
de actina despolimerizada en el borde posterior del lamelipodio [Ridley y col., 2003).
Por lo tanto, el recambio de las adhesiones en esta region coincide con el

desmontaje de las estructuras ramificadas de actina y con el desensamblaje de los
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microtUbulos, mientras que las adhesiones nacientes también pueden madurar a
complejos focales con pausas periodicas u ocasionales del movimiento de avance
del borde de ataque. Estas pausas se correlacionan y dependen de los eventos

contractiles dependientes de la Miosina Il (Ridley y col., 2003).

Maduracion de la adhesion focal durante la migracion celular

Las adhesiones nacientes maduran a complejos focales (CF) los cuales residen un
poco mas atras del borde director (Fig. 4), en el borde posterior del lamelipodio. Son
de mayor tamafio que las adhesiones nacientes y persisten durante varios minutos
(Zimerman y col., 2004; Ezratty y col., 2005; Sun y col., 2016). A medida que
continda el ciclo de migracién, los complejos focales pueden madurar hasta
convertirse en adhesiones focales (AF) mas grandes y alargadas que residen al final
de los grandes haces de actina (Fig. 4) o también llamadas "fibras de estrés", que
se extienden en el cuerpo celular, justo en el borde posterior (Nobes y Hall, 1995;
Burridge y Guilluy, 2016; Sun y col., 2016). Recientemente, se ha demostrado que
un aumento en la actividad de la miosina Il modifica la composicion de los sitios de
adhesion de las integrinas. De hecho, el aumento de la contractilidad da como
resultado la regulacion descendente de los componentes rio abajo de las vias de
activacion de Racl, lo que permite el cambio en el comportamiento de las
adhesiones de la MEC de una etapa de ensamblaje a una de maduracion y/o
desensamblaje (Kuo y col., 2011). Sin embargo, los diferentes tipos de adhesién
estan mal definidos y, a menudo, es dificil distinguir un tipo de otro. En general, las
AF dependen de la actividad de RhoA, mientras que los CF dependen de Racl o
Cdc42 activos (Tapon y Hall, 1997; Tamar y Schlaepfer, 2009). Usando un enfoque
protedmico, algunos autores describieron que las integrinas 31 y av cooperan para
activar a RhoA durante la adhesion a la fibronectina, pero rio abajo de RhoA las vias
divergieron (Schiller y col., 2013). Inesperadamente, las integrinas 1 se acoplan a
ROCK, lo que conduce a la activacion de la miosina Il, mientras que las aV activa a

la formina mDial (efector de Rho que juega un papel crucial en la formacion de
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fibras de estrés y filopodios). Sin embargo, en respuesta a la actividad de la miosina
Il'y a la alta tensidn, la integrina aV se recluta junto con mDial a las adhesiones, lo
gue concluye que la cooperacion entre estas integrinas de union a fibronectina y la
via de sefializacion de RhoA contribuyen fuertemente a la maduracion de las

adhesiones (Schiller y col., 2013).

Otra proteina, como la proteina de reticulacion de actina, a-actinina, también se ha
implicado como un componente crucial de la maduracion, ya que es el componente
mas temprano detectado en la maduracion de las adhesiones y se asocia con los
filamentos de actina antes que otros componentes de la adhesion. De hecho,
cuando las células experimentan estiramiento ciclico, las proteinas de union a actina
como la zixinas, se desplazan desde las zonas de tension de las AF dentro de las
fibras de estrés y desencadenan el reclutamiento local de a-actinina que espesan y
refuerzan las fibras de estrés (Yoshigi y col., 2005; Colombelli y col., 2009; Smith y
col., 2010).

Desensamblaje de la adhesion focal durante la migracion celular

Si bien se sabe mucho sobre la maduracion de las AF dependiente de la miosina Il,
aun falta esclarecer qué desencadena su cambio de un sitio de adhesion que se
renueva continuamente a uno que se desensambla para permitir el movimiento

celular.

El citoesqueleto de actina esta constantemente sometido a ciclos de ensamblaje y
desensamblaje dindmicos durante la exploracién que realiza la célula sobre la MEC,
lo que regula la formacion de protuberancias, el ensamblaje/desensamblaje de la
AF y la organizacion del filamento contractil. Por lo tanto, la alteracién del
citoesqueleto de actina inhibe la migracién y adhesion celular (Pollard y Cooper,
2009; Gerthoffer, 2008; Cleary y col., 2014).

Dado que el citoesqueleto de actina forma el andamiaje intracelular para los sitios

de adhesion dependientes de integrina, se podria argumentar que la concentracion
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local de actina globular (monémero de actina), asi como la relacion entre la actividad
Racl y RhoA, controlan el ensamblaje y el desensamblaje de las AF,
respectivamente. Ademas del andamiaje de actina, el entorno local de la membrana
celular regula el crecimiento y la estabilidad de los grupos de integrinas al modificar
el reclutamiento de proteinas adaptadoras como talina, vinculina, FAK, kindlina e
ILK (Béttcher y col., 2017; Fig. 4). Ademas de estas proteinas adaptadoras, se ha
descrito que se requiere un aumento del nivel de PIP2 para el desensamblaje eficaz
de las AF mediado por clatrina, posterior al tratamiento con Nocodazol (Chetrit y
col., 2009; Ezratty y col., 2009; Chao y col., 2010). Los niveles altos de PIP2 también
aumentan el reclutamiento de proteinas adaptadoras de union a integrinas como
Numb y Dab2, que vinculan a las integrinas con la maquinaria endocitica (Kuo y
col., 2011; Chao y col., 2009).

Otros componentes que desencadenan el desensamblaje de las AF maduras en la
parte posterior de la célula son los microttbulos. El tratamiento de las células con la
droga depolimerizante de microtiubulos Nocodazol da como resultado la
acumulacion de integrinas en AF maduras, que es reversible después de la
eliminaciéon del Nocodazol. Los microtubulos dinamicos se dirigen de forma
recurrente a las AF maduras, que se desensamblan en la parte posterior de la
célula, al interactuar con las proteinas de seguimiento del extremo + del microtubulo,
como por ejemplo EB1 (Stehbens y Wittmann, 2012). La polarizacion de la red de
microtubulos facilita el trafico de vesiculas que contienen integrinas y otras
moléculas en el frente migratorio, para promover la formacién de las protrusiones y
el ensamblaje de los contactos focales (Etienne-Manneville, 2013). Por otro lado,
los microtUbulos polarizados también pueden ayudar al desensamblaje de la AF
madura en la parte trasera de la célula mediante el transporte de moléculas como
la dinamina (Stehbens y Wittmann, 2012; Etienne-Manneville, 2013; Yue y col.,
2014). La dinamina se localiza en los contactos focales y es requerida para este
proceso en las células migratorias, probablemente al promover la internalizacién de
los complejos de integrina (Shpetner y Vallee,, 1992; Etienne-Manneville, 2013; Yue
y col., 2014).
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Otros estudios concluyen que el desensamblaje de las AF se caracteriza por un
desequilibrio entre la tension y las estructuras de adhesion dependientes de
integrinas a través de la accion de la miosina Il (Ezratty y col., 2005), la dinamina y
FAK (Crowley y Horwitz, 1995). Ademas, el reclutamiento de Calpaina 2, a través
de la actividad de miosina Il para escindir talina y FAK, aumenta la renovacion de
las adhesiones dependientes de integrina (Franco y col., 2004; Franco y
Huttenlocher, 2005).

Por otro lado, FAK coopera y se asocia con la tirosina quinasa Src, para aumentar
el recambio y la sefalizacién de las adhesiones dependientes de integrinas.
También se cree que otras proteinas como Pricklel (Lim y col., 2016), Gai2 y 3-PIX
(Ward y col., 2016) participan durante este proceso, y varios de los mecanismos
gue controlan el recambio de la AF coinciden en que Pricklel, en particular, puede
promover el desmontaje del contacto focal. Pricklel es una proteina que participa
en la extension convergente y la migracién celular (Lim y col., 2016), y de hecho en
las células MKN1 de cancer gastrico, Pricklel se acumula en los contactos focales
asociandose a la paxilina en el sitio de retraccion celular, mejorando el
desensamblaje de la AF dependiente de los microtubulos (Limy col., 2016). Por otro
lado, los microtubulos pueden promover el suministro de vesiculas de membrana
que son esenciales para la formacion de una protrusion celular. Ademas, los
microtubulos pueden entregar endosomas de reciclaje que transportan moléculas
de sefializacién asociadas a la membrana, como Racl, Cdc42 y B-PIX (Palamidessi
y col., 2008). Finalmente, para migrar las células requieren varios mecanismos de
recambio de la AF. Algunos autores han descrito que los cambios en la dinamica de
los microtabulos influyen en la rotacién y distribucion de las AF y en la localizacién
y actividad de las GTPasas de la familia Rho (Etienne-Manneville, 2013), pero en el
marco de estos resultados, varios puntos importantes permanecen adn sin

aclararse.
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ADHESIONES NACIENTES ADHESIONES FOCALES
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Figura 4. Formacion y maduracién de la adhesién focal. La formacion de estructuras de
adhesion célula-matriz requiere de la activacion de los receptores de la MEC llamados
integrinas formando las adhesiones nacientes (izquierda), activacion que induce la
agrupacion macromolecular de algunas proteinas adaptadoras que permiten la maduracién
a complejo focal (centro), que al madurar se convierten en adhesiones focales propiamente
tal (derecha). Los actores moleculares claves en este proceso se representan
esquematicamente en la figura (Adaptado de Henning Stumpf y col., 2020)

2. Estructura y funcién de los Microtubulos durante la migracién celular

Los microtibulos (MTs) son uno de los tres tipos principales de redes de
citoesqueleto en las células, junto con los microfilamentos de actina y filamentos
intermedios. Los MTs dan forma y estructura a la célula y forman el huso mitético,
permitiendo la segregacion de los cromosomas durante la division celular. Son
importantes en muchos procesos celulares dinamicos, como por ejemplo regulando
el trafico celular, la maquinaria de adhesion célula-célula y célula-sustrato,

contribuyendo asi a la polarizacién y migracién celular.
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2.1 Estructura de los microtubulos

Los MTs son una combinacion de mondémeros de a y 3 tubulina (Fig. 5), los cuales
forman dimeros de a-tubulina y B-tubulina que se polimerizan de cabeza a cola en
protofilamentos lineales. Los protofilamentos se asocian lateralmente entre si para

formar tubos huecos, los cuales se conocen como MTSs.

Los dimeros a-B tubulina son asimétricos y forman MTs asimétricos, ya que estos
ultimos poseen un extremo "mas" y un extremo "menos". La a tubulina de cada
protofilamento esta mirando hacia la terminacién menos, mientras que la 3 tubulina
se encuentra mirando hacia el extremo mas. El extremo menos tiene una dinamica
mucho mas lenta que el extremo méas y, a menudo, se encuentra anclado al

centrosoma u otro centro organizador de MTSs.

El centrosoma esta formado por dos centriolos y se encuentra rodeado de proteinas
especificas para la nucleacion y anclaje de los MTs (Bornens y col., 1987). Estas
proteinas centrosémicas juegan un papel fundamental en la organizacién radial de
los MTs, ya que al interferir con el transporte de ellas hacia el centrosoma se pierde
la integridad del centrosoma (Quintyne y col., 1999; Dammermann y Merdes, 2002).
Sin embargo, aun cuando el centrosoma se pueda romper, esto nho necesariamente
podria afectar la nucleacion de los MTs (Quintyne y col., 1999; Dammermann y
Merdes, 2002). De hecho, en algunos tipos de células los extremos menos de los
MTs no estan asociados con el centrosoma. Esto puede ser causado por la ruptura
de los MTs (Waterman-Storer y Salmon, 1997; Odde y col., 1999), liberacion del
centrosoma (Keating y col., 1997) o a su ensamblaje al complejo de Golgi (Efimov
y col., 2008). Por ejemplo, durante la migracién de células pulmonares de tritdn,
hasta el 90% de sus MTs se encuentran separados del centrosoma (Waterman-
Storer y Salmon, 1997). Asimismo, los MTs axonales en las neuronas no se
encuentran anclados al centrosoma (Baas y Ahmad, 1992) y los extremos menos
permanecen estaticos ya que estan limitados por factores especializados como y-
tubulina y Nezha (Meng y col., 2008). Por otro lado, los MTs son altamente
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dindmicos, existiendo una constante polimerizacién y depolimerizacion, condicién

denominada inestabilidad dinamica, la cual se describird a continuacion.

2.2 Inestabilidad dinamica de los microtubulos

La inestabilidad dinamica permite que la matriz de MTs “escanee” continuamente el
espacio tridimensional de la célula y pueda asi adaptarse rapidamente a diferentes
estimulos (Kirschner y Mitchison, 1986). Cada dimero de a-3 tubulina es capaz de
unirse a dos moléculas de GTP (Galjart, 2010). Un GTP se une a la a tubulina y no
es intercambiable; mientras que el otro GTP se une a un sitio intercambiable de [3-
tubulina. Algunos autores plantean que la incorporacion del dimero de tubulina en
el MT en crecimiento desencadena la hidrdlisis de GTP a GDP (nucleétido unido a
B tubulina). Por lo tanto, la B tubulina a lo largo del MT esté ligado a GDP, mientras
que el extremo “mas” que se encuentra en crecimiento esta polimerizado por
dimeros que contienen {3 tubulina unida a GTP (Carlier y Pantaloni, 1982) (Figura 5,

izquierda).

La tubulina unida a GTP es recta y por lo tanto permite la polimerizacién del MT,
generando una estructura denominada “GTP-cap”, y es mas energéticamente
favorable que la tubulina unida a GDP que adopta una conformacion curva. El “GTP
cap" de la tubulina, que también forma fuertes enlaces laterales, es importante en
la prevencion de la despolimerizacion de los MTs. Sin este “cap”, los protofilamentos
tienden a curvarse y despegarse entre ellos, provocando que los enlaces se rompan
y desencadenando lo que se conoce como la “catastrofe de los MTs” (Figura 5,
derecha). Todavia no hay consenso sobre el tamano o la funcién precisa del “GTP
cap”, sin embargo los protofilamentos dentro de un MT pueden contener una
cantidad variable de GTP unido a la tubulina en el extremo “mas”, mientras que los
protofilamentos individuales pueden acortarse cuando el MT estd en fase de
crecimiento (Schek lii y col., 2007). No obstante, el limite de GTP parece ser

importante en la regulacion de la inestabilidad dinamica de los MTs.
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Figura 5. Dindmica de los MTs. El extremo + de los MTs esté en estado de inestabilidad
dinamica. Los dimeros de tubulina son adheridos al extremo + de los MTs durante las fases
de crecimiento y GTP es hidrolizado a GDP. Los dimeros de tubulina liberados desde el MT
durante la catastrofe lleva a perder el GTP cap y los protofilamentos “se pelan como cascara
de banana”. Los MTs que estdan sometidos a catastrofe pueden ser rescatados y
recomenzar la fase de crecimiento. Las proteinas asociadas a MTs se pueden encontrar en
los extremos + entre las fases de crecimiento y de acortamiento, unidas a dimeros de
tubulina y asociadas al eje de los MTs (Adaptado de Conde y Caceres, 2009).

2.3 Dindmica de los microttbulos

Los MTs forman una matriz altamente dinAmica y en constante cambio que se
extiende por toda la célula y puede reaccionar rapidamente a los estimulos (Figura
6). La inestabilidad dinAmica esta particularmente ligada funcionalmente a la
reestructuracion y el autoensamblaje de la red de MTs, pero el alto grado de rigidez
de los MTs tenderia a limitar dicha plasticidad de la red (Brangwynne y col., 2007).
Para que la matriz de MTs explore la célula, los MTs deben crecer a lo largo de una
variedad de caminos en lugar de crecer repetidamente a lo largo del mismo camino

recto. De hecho, los MTs fijos son curvos (Brangwynne y col., 2007), y los extremos
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en crecimiento de los MTs son mas flexibles que la regién central (Kurachi y col.,
1995; Janson y Dogterom, 2004).

Durante el crecimiento de los MTs, las fuerzas intracelulares provocan fluctuaciones
en la orientacién de los MTs en crecimiento, curvando su trayectoria de crecimiento
(Brangwynne y col., 2007). Los MTs con frecuencia cambian su direccion de
crecimiento, lo que sugiere que su trayectoria de crecimiento es persistentemente
aleatoria (Brangwynne y col., 2007). Una vez que el MT ha crecido, la curva
resultante es estabilizada por la red celular elastica circundante (Brangwynne y col.,
2007). Por lo tanto, los MTs son rigidos y reforzados por la red que los rodea, pero
al mismo tiempo son deformables durante el crecimiento (Brangwynne y col., 2007).
La dindmica de los MTs es fundamental para sus funciones biolégicas y es diferente
dependiendo del tipo de célula en la cual estén contenidos: por ejemplo, los MTs
son menos dinamicos en células epiteliales que en fibroblastos (Wadsworth y
McGrail, 1990).

La dinamica de los MTs puede reflejar la estabilidad relativa de los componentes de
las células que se encuentran diferenciadas y polarizadas. Por ejemplo, las células
endoteliales humanas cultivadas en monocapa tienen un promedio mas bajo en la
tasa de crecimiento de MTs que las células individuales, esto debido a que las
células individuales tienen un subgrupo de MTs que crecen particularmente rapido
(Alievay col., 2010), lo que ilustra que la dindmica de los MTs puede verse afectada
por el entorno extracelular. Las células epiteliales y los fibroblastos que migran
direccionalmente hacia una herida tienen un mayor nimero de MTs en crecimiento
por unidad de area en los sitios de contacto célula-célula, que incluso en el borde
director (Salaycik y col., 2005), lo que demuestra que la dindmica de los MTs se
puede regular de manera diferente en diferentes partes de la célula y que esto
también puede estar influenciado por factores extracelulares, tales como los

contactos célula-célula y/o la polaridad celular (Moore y col., 2013).

También se sabe que se producen varias modificaciones postraduccionales en la

tubulina, por lo general cuando ésta se polimeriza. De hecho, se sabe que los MTs
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estables en particular parecen acumular una gran variedad de modificaciones

postraduccionales (Hammond y col., 2008):

Los MTs pueden ser modificados covalentemente por una carboxipeptidasa que
elimina el Residuo Tyr que se encuentra en el C-terminal de la a-tubulina durante la
polimerizacion (ya que solo la a tubulina que se ha incorporado a la red de MTs
puede sufrir destirosinacion), y luego a través de una ligasa, se liga nuevamente la
Tyr de la tubulina pero ahora durante el proceso de despolimerizacion (Hammond y
col.,, 2008). Es por esta razén que los MTs destirosinados se consideran mas
estables que los MTs tirosinados (Schulze y col.,, 1987). Al respecto, se ha
observado que la destirosinacion en fibroblastos inhibe el desensamblaje de los MTs
(Peris y col., 2009), y en presencia de bajas concentraciones de Nocodazol (droga
depolimerizante de MTs) se ha observado gran cantidad de MTs tirosinados (Conde
y Céceres, 2009). Sin embargo, la estabilizacion de los MTs parece inducir la
destirosinacién, que por lo tanto se considera mas como una consecuencia que una
causa de la estabilizacion de los MTs (Khawaja y col., 1988). Asimismo, la
acetilacion de una lisina en la a tubulina dentro de los MTs también se asocia con
estabilidad de los MTs. La acetilacion de los MTs se correlaciona bien con una vida
media mas larga pero, al igual que con la destirosinacién, se cree que la acetilacién
es una consecuencia mas que una causa de la estabilidad de los MTs (Hammond y
col., 2008). Por cierto, se ha encontrado que los MTs acetilados y destirosinados
son mas frecuentes en los axones de las neuronas que en sus dendritas, a pesar
de que los MTs en los axones y las dendritas tienen caracteristicas similares de
estabilidad (Hammond y col., 2010). Esta caracteristica podria deberse a diferencias
en la localizacién de enzimas responsables de las modificaciones postraduccionales
e ilustra que las modificaciones postraduccionales pueden dar lugar a algun tipo de
diferenciacion del citoesqueleto subcelular. Aunque se piensa que las
modificaciones postraduccionales son mas una consecuencia que la causa de la
estabilidad de los MTs, es concebible que tengan alguna funcién. De hecho, algunos
hallazgos en que las alteraciones en el equilibrio entre tubulina tirosinada y
destirosinada puede afectar el crecimiento tumoral respaldan los antecedentes

anteriormente mencionados (Mialhe y col., 2001), ya que desorganiza los circuitos
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neuronales (Erck y col., 2005) y puede provocar anomalias en la morfogénesis y la

polaridad celular (Peris y col., 2006).

2.4 Proteinas asociadas a microtubulos

La dinamica de los MTs es un componente fundamental de la interaccion entre este
componente del citoesqueleto y el resto de la célula, lo cual es apoyado por
experimentos que muestran que incluso una supresion leve de la dindmica de los
MTs por dosis bajas de drogas estabilizantes o desestabilizantes de los MTSs,
pueden tener un efecto desproporcionado en la organizacion del huso mitético y en
la migracién direccional (Jaworski y col., 2009; Liao y col., 1995). Por lo tanto, la
dinamica de los MTs esta estrictamente regulada y el control es ejercido en varios
niveles para que los procesos celulares ocurran de manera adecuada. Por ejemplo,
aumentar o disminuir la reserva de tubulina libre puede cambiar la tasa de
crecimiento de los MTs y la frecuencia de las catastrofes. La dindmica de los MTs
también esta influenciada por las interacciones con una gran cantidad de proteinas
asociadas a MTs (MAP), incluidas las proteinas que promueven el ensamblaje de
MTs, proteinas estabilizadoras o desestabilizadoras de MTSs, proteinas que cortan
MTs y proteinas motoras de los MTs. Por lo tanto, las MAP pueden regular la
dindmica de los MTs de manera espacial y temporal al influir en los dimeros de

tubulina, la red de MTs y/o los extremos de los MTs.

2.4.1 Proteinas de seguimiento del extremo mas (+TIPs)

Un subgrupo especializado de MAP son las proteinas de union a extremo mas
(+TIP), que afectan la dinamica de los MTs cuando se acumulan en los extremos
de crecimiento de los MTs. Desde la primera descripcion de las +TIP, se han
propuesto varias teorias con respecto a los mecanismos que conducen a la

acumulacion de estas proteinas en el extremo mas. El primero de estos
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mecanismos se denomind “treadmilling”, por el cual las +TIP se unen al MT en
crecimiento y luego se disocian debido a las modificaciones o cambios
conformacionales de estas proteinas, o bien debido a un cambio conformacional del
MT (Pérez y col., 1999). Algunos autores han demostrado que existe una rapida
asociacion y disociacion de las +TIPs con los extremos de los MTs a través de
ensayos de molécula unica in vitro (Bieling y col., 2007) y mediante mediciones

rapidas de FRAP en células vivas (Dragestein y col., 2008).

El aumento de la concentracion de tubulina libre in vitro aumenta la tasa de
crecimiento de los MTs sin aumentar la asociacion de las +TIP, mientras que la
disociacion de las +TIP parece ser el factor limitante en la velocidad de unién al
extremo mas de los MTs. Estos resultados, que no respaldan la idea del
“treadmilling”, llevaron al desarrollo del modelo de "intercambio rapido". En este
modelo, la polimerizacién de los MTs proporciona una gran cantidad de sitios de
union en el extremo mas para las +TIP. Cada sitio de union se uniria 'y se disociaria
varias veces con las +TIP, y luego, los sitios de union desaparecerian
exponencialmente a medida que los MTs siguen polimerizando. Una explicacion
probable para la presencia y luego la desapariciébn de estos sitios de union al
extremo mas del MT, es una diferencia estructural entre el extremo y el resto del
MT. El candidato mas obvio para ésto es el “GTP cap”; sin embargo, las +TIP se
acumulan en una extension de hasta 2 ym del MT (Komarova y col., 2005). Esta
distancia es mas larga que la supuesta longitud del “GTP cap” que es de 320 nm
(Zovko y col., 2008), y también indica que las +TIP no so6lo interaccionan con el
extremo mas del MT, sino también lateralmente; de hecho, hoy en dia se sabe que
es mas probable que ocurran interacciones laterales que interacciones con el “GTP
cap” (Galjart y col., 2010).

Hay muchas +TIP diferentes que se unen a los extremos mas de los MTs en
crecimiento. Ellas tienen tasas variables de recambio en los extremos de los MTs,
dominios de union diferentes a los MTs y mecanismos diferentes de reconocimiento
de los extremos de los MTs, en base a los cuales han sido vagamente clasificados.

Las +TIP marcadas con fluorescencia se utilizan para rastrear los extremos
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crecientes de los MTs, un proceso conocido como “plus-end tracking” (Perez y col.,
1999; Stepanova y col.,, 2003; Salaycik y col., 2005), del cual hablaremos

ampliamente en esta tesis.

La primera +TIP utilizada para este proposito fue una forma de CLIP-170
(“cytoplasmic linker protein 170” o proteina de union citoplasmatica 170), marcada
con proteina fluorescente verde (GFP) (Perez y col., 1999). En experimentos de
“time-lapse”, la proteina fluorescente se observé similar a un “cometa”, los cuales
se mueven por toda la célula. Es importante sefialar que las +TIP se unen y se
disocian muy rapidamente de los extremos mas de los MTs. Como el extremo mas
de los MTs se mueve a través del citoplasma, las +TIP se inmovilizan
transitoriamente en el extremo de crecimiento de los MTs y en realidad no se

mueven, por lo tanto, el cometa es sélo una ilusion Optica.

Anteriormente, la dinamica de los MTs se observaba utilizando tubulina marcada
con fluorescencia, pero la alta densidad de MTs en la célula s6lo permitia el andlisis
en la periferia. Por lo tanto, la obtencién de imagenes a través del seguimiento de
cometas de +TIP tiene la ventaja de proporcionar mucha mas informacion sobre el
crecimiento de MTs dentro de la célula. Sin embargo, lo que podria ser una
desventaja inherente de rastrear los MTs a través de los cometas +TIP es que estas
proteinas sélo se unen a los MTs que se encuentran en crecimiento. No obstante, y
gracias a herramientas bioinformaticas, hoy en dia las fases de pausa y contraccion
de los MTs pueden ser obtenidas a partir de las trayectorias de crecimiento: por
ejemplo, el crecimiento de dos MTs que corren a lo largo de la misma “pista” y estan
separados por un corto periodo de tiempo son probablemente el mismo MT
(Applegate y col., 2011). Al vincular tal informacién se pueden inferir detalles de las
fases de crecimiento, detalles sobre la contracciéon y la pausa (Matov y col., 2010;

Applegate y col., 2011).

2.4.2 Proteinas EB, “end biding protein”

41



Otras proteinas que han sido ampliamente utilizadas para el seguimiento de la curva
de crecimiento del extremo mas de los MTs, son las proteinas EB (“end biding
protein” o proteina de unién a extremo) marcadas con fluorescencia, que hasta la
fecha tres han sido descritas (Roth y col., 2019). Al igual que CLIP-170, estas tres
proteinas EB (EB1, EB2 y EB3) son dimeros pequefios y cada monémero contiene
dominios de homologia de calponina (CH), los cuales son necesarios y suficientes
para reconocer los extremos de los MTs en crecimiento (Honnappa y col., 2005;
Slep y col., 2005). Este dominio CH se encuentra tipicamente en proteinas de
sefalizacion y proteinas de unién a actina (Gimona y col., 2002).

Al igual que otros +TIP, se ha demostrado que las proteinas EB controlan el
comportamiento de los MTs, influyendo en la dinamica, la estabilidad y la nucleacién
de los MTs. EB3 se encuentra altamente expresada en neuronas y miocitos y es
importante en la diferenciacion de los miotubos y desarrollo neuronal (Straube y
Merdes, 2007; Jaworski y col., 2009). Por otro lado, los miembros de la familia EB1
se encuentran bien conservados en plantas, levaduras y mamiferos (Tirnauer y
Bierer, 2000). Especificamente las proteinas EB1 en algunas levaduras y algunos
vertebrados reducen la frecuencia de catastrofes; sin embargo, en D. melanogaster
se ha encontrado que la presencia de EB1 aumenta la frecuencia de catastrofes
(Rogers y col., 2002; Tirnauer y col., 1999), lo que resulta contradictorio en la
basqueda del papel que estarian cumpliendo las proteinas EB en la dindmica de los
MTs.

Auln cuando las proteinas EB se asocian autbnomamente con factores reguladores
de MTs en crecimiento y también interactian con otras +TIP (revisado en Bieling y
col., 2007; Lansbergen y Akhmanova, 2006), la expresion ectdpica de proteinas EB
fluorescentes (o de CLIP-170) a niveles que permiten su observacion y seguimiento
de los extremos mas de los MTs, no parecen afectar la dinAmica de los MTs, al
menos no en comparacion con la dindmica de los MTs en células que expresan
tubulina fluorescente (Komarova y col., 2002), por lo tanto pueden ser ampliamente

utilizadas para estudiar la dinamica de los MTs en diferentes contextos celulares.
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2.4.3 +TIPsy la dinamica de los microtubulos dentro de la célula

Algunos estudios sugieren que los MTs dinamicos son los encargados de “explorar
el espacio citoplasmatico de la célula” para luego ser estabilizados selectivamente
en ciertos sitios, como por ejemplo en la corteza celular (Gundersen, 2002;
Gundersen y Bretscher, 2003). Esta estabilizacion momentanea de los MTs
permitiria facilitar el transporte de vesiculas, o también durante la division celular
facilitar la separaciéon de los cromosomas para generar las células hijas. La unién
de las +TIPs a los extremos mas de los MTs, las ubica en una posicion estratégica
para regular las interacciones entre la tubulina y otras proteinas intracelulares,
generando en la corteza celular fuerzas de empuje o traccién a través de la
polimerizacion y despolimerizacion de la red de MTs, respectivamente (Inoue y
Salmon, 1995), lo que empuja vesiculas, membrana celular y centrosomas
(Dogterom y col., 2005). La proteina motora dineina se une a los MTs en direccién
al extremo menos (transporte retrégrado), ejerciendo una fuerza de traccion sobre
la red de MTs, lo que podria traducirse en un aumento en la fuerza de traccion de
la corteza celular. Esto, sin embargo, aiun no esta del todo claro (revisado de
Dujardin y Vallee, 2002). Por otro lado, la kinesina se desplaza por el MT en
direccién al extremo +, por lo que realiza el transporte anterégrado en direccion a la

membrana plasmatica.

Algunas +TIPs que regulan a la dineina, como por ejemplo CLIP-170, se unen en el
extremo mas de los MTs. APC por su parte, que es transportada por la kinesina
hacia el extremo mas de los MTs, es capaz de promover la polimerizacién de la
tubulina, anclando los MTs a la corteza celular (Nakamura y col., 2001; Zumbrunny
col., 2001; Reilein y Nelson, 2005), interaccionando con proteinas de unién a actina
(Weny col., 2004). CLASP (“CLIP-asocciating protein” o proteina asociada a CLIP),
en cambio, se encuentra en la corteza celular independiente de los MTs, para luego
unir los MTs por el extremo mas a la corteza celular, estabilizandolos y con ello
impidiendo su despolimerizacion (Mimori-Kiyosue y col., 2005). Se ha visto que

algunas +TIPs se pueden unir a la actina, como por ejemplo CLIP-170, la cual es
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capaz de interactuar con proteinas de unién a actina en los extremos + de los MTs
(Fukata y col., 2003), e incluso también se ha visto que se pueden unir a AF y
adhesiones célula-célula, lo que podria establecer la entrega dirigida de vesiculas
con diferentes proteinas celulares a ciertas secciones de la célula. Por ejemplo, las
kinesinas son proteinas motoras necesarias para modular la dinamica de las AF en
fibroblastos, a través de la unibn a MTs mas dinamicos en el extremo mas,
probablemente modulando la entrega de componentes que controlan el recambio

de la adhesion celular (Krylyshkina y col., 2002).

2.5 Microtubulos y su relacién con las adhesiones focales

Los MTs influyen en la formacion de lamelipodios y filopodios durante la migracion
celular. También influyen en la contractilidad a través de la activacion de las
proteinas G pequefias de la familia Rho.

La polimerizacion de los MTs en el borde director de la célula es un mecanismo que
promueve la formacién de lamelipodios dependientes de Racl, mientras que la
despolimerizacion de los MTs promueve la contraccion de actomiosina dependiente
de RhoA en la parte posterior de la célula (Enomoto, 1996; Amano y col., 1997). La
polimerizacién de los MTs favorece el desensamblaje de las AF, mientras que la
despolimerizacion de los MTs aumenta la contractilidad celular, la formacién de

fibras de estrés y con ello la estabilizacion de las AF (Bershadsky y col., 1996).

La funcion de los MTs durante la migracion no constituye una regla inviolable, ya
que cada tipo celular contempla un comportamiento de la tubulina diferente, lo que
hace que este componente del citoesqueleto sea mucho mas interesante al
momento de estudiar la migracion celular. Por ejemplo, los fibroblastos que se
cultivan en matrices 2D no requieren MTs para la extension de sus lamelipodios, sin
embargo, no pueden polarizarse sin la presencia de los MTs (Rhee y col., 2007).
Cuando los fibroblastos migran en 3D, estos carecen de fibras de estrés y AF, y si

son depletados de MTs no son capaces de formar protrusiones salientes,
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impidiendo su migracion. Asi, en ausencia de fibras de estrés y AF, los fibroblastos
requieren de los MTs para formar protrusiones (Rhee y col., 2007). Por otro lado,
cuando se tratan embriones de D. rerio con Nocodazol, rapidamente se interfiere
con la migracion direccional de los macrofagos y, por lo tanto no hay cierre de herida
(Redd y col., 2006). En este mismo contexto, el inhibidor de ROCK, Y-27632, es
capaz de suprimir los efectos del Nocodazol en los macrofagos, reclutandolos para
el cierre de heridas in vivo, destacando nuevamente que la despolimerizacion de los
MTs puede activar RhoA (Redd y col., 2006). A su vez, es importante destacar que
las AF también pueden influir en la polimerizacion de los MTs. De hecho aquellos
MTs que se encuentran dirigidos hacia las AF, experimentan eventos rapidos de
catastrofe y rescate (Kaverina y col., 1998; Efimov y col., 2008), fenémenos que
parecen ser dependientes de la proteina paxilina (Efimov y col., 2008), lo que le
permite a los MTs apuntar a las AF varias veces en cortos periodos de tiempo
(Kaverina y col., 1998). Sin embargo, la unién de los MTs a las AF también puede
estabilizar transitoriamente al MT, lo que sugiere que ocurre una breve fase de
estabilizacion antes de la catastrofe dependiente de paxilina (Kaverina y col., 1998).
Esto ilustra la complejidad del sistema: por ejemplo, los contactos célula-célula
pueden afectar la estabilidad de las adhesiones célula-sustrato al afectar la
estabilidad de los MTs, a su vez las adhesiones célula-sustrato pueden afectar la

dindmica de los MTs (Moore y col., 2013).

2.6 Microtubulos y su relacién con las GTPasas de la familia Rho

Teniendo en cuenta los vinculos entre las proteinas G pequefias de la familia Rho,
los MTs, las AF, los contactos célula-célula y la polaridad, no sorprende que RhoA
y los MTs hayan sido implicados en el proceso de Inhibicion de la Locomocion por
Contacto (CIL) (Fig. 6B). Por ejemplo, en fibroblastos embrionarios de G. gallus, los
MTs aumentan la frecuencia de catastrofe y las tasas de contraccién y crecimiento
en el sitio de contacto célula-célula (Kadir y col., 2011) (fig. 6). Esta reorganizacion
de la red de MTs es necesaria para mediar un CIL exitoso, y depende de la
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sefalizacion de Rho y ROCK. Inhibir ROCK conduce a un aumento de MTs
destirosinados o acetilados, aumentando la persistencia de los MTs en los contactos
célula-célula, lo que inhibe CIL (Kadir y col., 2011). La inhibicion de ROCK también
reduce la contractilidad de actomiosina y CIL, mientras que algunos autores
plantean que interferir con la contractilidad de la miosina, no afecta
significativamente a CIL (Kadir y col., 2011). Sin embargo, el Nocodazol podria
rescatar parcialmente la pérdida de dinamica de lo MTs y CIL, previamente causado
por la inhibicion de ROCK (Kadir y col., 2011), lo que sugiere que la activacion de
RhoA en los contactos célula-célula conduce a la despolimerizacién de los MTs y
con ello un cambio en la polaridad de la matriz de MTs (Fig. 6B) (Moore y col., 2013).
En células de la CN de Xenopus, RhoA también se activa en los contactos célula-
célula durante el fenémeno de CIL (Carmona-Fontaine y col., 2008). Por otro lado,
los MTs también pueden afectar a Racl. De hecho, Racl se activa en el borde
director de la célula a través de la penetracion de los MTs en los lamelipodios y
filopodios (Fig. 6A). Como Racl activa es capaz de unirse a dimeros de tubulina,
pero no a MTs (Best y col., 1996), la polimerizacién de los MTs podria liberar Racl
activa, lo que conduce a un aumento en la actividad de Racl de forma localizada
(Waterman-Storer y col., 1999), lo que ha llevado a sugerir que los MTs estan
directamente involucrados en la polimerizacién de actina en el frente de la célula,
induciendo la formacion de lamelipodios (Etienne-Manneville, 2013). En cuanto a
RhoA, la despolimerizacion de los MTs aumenta la actividad RhoA (Fig. 6B)
(Bershadsky y col., 1996).
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A CELULA MIGRATORIA

Extensidn

Extensién

INHIBICION DE LA LOCOMOGION POR CONTACTO

Figura 6. MTs durante la migracion colectiva. Durante la migracién celular colectiva los
MTs experimentan fases de crecimiento (polimerizacion) y acortamiento
(despolimerizacion), dependiendo del contexto en el cual se encuentren. (A) Cuando la
célula extiende su protrusion, los MTs experimentan fases de polimerizacion, mientras que
cuando hay retraccion del cuerpo celular los MTs experimentan fases de despolimerizacion.
(B) Cuando las células chocan entre ellas, colapsan sus protrusiones, y cambian la
direccién de la migracion. En este contexto, los MTs deben desensamblar rapidamente en
el contacto célula-célula por lo que entran en catastrofe (Fuente: Etienne-Maneville, 2013;
Moore y col., 2013).

Como hemos discutido hasta ahora, una célula migratoria necesita de procesos
altamente dinamicos para permitir el desplazamiento direccionado y el cambio en la
direccion de migracion posterior a la inhibicion de la locomocion por contacto. Estos
procesos dinamicos involucran el citoesqueleto de actina, los MTs y las AF, todos
ellos regulados por proteinas de la familia de las Rho GTPasas. Sin embargo, estas

proteinas deben responder a sefales rio arriba, ya sea provenientes del medio
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extracelular (matriz) o de otras células. Para esto, las células contienen sistemas de
transduccion de sefales, entre los cuales y cumpliendo un rol muy importante en la
migracion celular, encontramos la sefializacion de las proteinas G heterotriméricas
(Cotton y Claig, 2009).

3. Funcidén de la Subunidad Gai2 en disitintos contextos celulares

3.1 Proteina G heterotrimérica

La proteina G heterotrimérica esta constituida por las subunidad a, B, y y. Esta
proteina se encuentra acoplada a un receptor (GPCR), el cual propaga sefiales
externas a través de multiples complejos proteicos conocidos como efectores, los
cuales amplifican la sefial (Birnbaumer, 2007). Cuando un receptor acoplado a
proteina G (como CXCR4 o C3aR) une un ligando especifico, ocurre un cambio
conformacional en la porcion intracelular de éste, lo que se traduce en el intercambio
de GDP por GTP en la subunidad Ga de la proteina G, junto con la disociacion del
heterotrimero, liberando asi a GBy. Ambas especies activas (Ga-GTP y GBy) son
capaces de regular distintos efectores modulando asi distintos procesos celulares,
entre ellos, la migracion celular (Goldsmith y Dhanasekaran., 2007).

Las subunidades Ga en vertebrados suelen agruparse en cinco subfamilias (Gas/olf,
Gaqg/11, Ga12/13, Gai/o/z y Gav), diferenciandose entre ellas en la identidad de su
secuencia y su especificidad por proteinas efectoras (Oldham y Hamm, 2008; Oka
y col., 2009). Aunque la activacion canonica de la subunidad Ga a través de los
GPCR esta bien establecida (Pierce y col., 2002), existen algunas proteinas que
regulan la actividad de la proteina G heterotrimérica de forma independiente de
receptor (Miller y col., 2000). Estas proteinas también conocidas como activadores
de la sefializacién de proteinas G o AGS, se pueden clasificar en tres grupos: El
primero, grupo | activa a la subunidad Ga, como factores intercambiadores de

nucleotidos de guanina no candnicos, el grupo Il que posee un motivo GPR que
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estabiliza a la conformacién Ga-GDP (Cismowski y col., 2001), mientras que el

grupo lll se une a GBy para disociarlo de la subunidad Ga (Blumer y col., 2006).

3.2 Subunidad Gai

Gai es la familia mas grande y diversa de subunidades Ga e incluye a las
subunidades Gai1, Gai2, Gai3, Gao, Gat, Gag y Gaz, todas ellas, a excepcion de
Gaz, son sensibles a la toxina pertussis (PTX) (Malbon, 2005). De esta familia se
han descrito tres isoformas de Gai en mamiferos (Gai1, Gai2, Gai3), mejor
conocidas como “las subunidades Ga inhibitorias”, las cuales suprimen la actividad
de la enzima adenilil ciclasa, lo que resulta en una disminucion de los niveles
intracelulares de AMP ciclico (AMPc) (Wong y col., 1991; Xiao y col., 1999; Pines y
col., 1986). A pesar de que las subunidades Gai se clasifican genéricamente por su
capacidad para “inhibir la enzima adenilil ciclasa”, estas tres isoformas pueden tener
otras funciones independientes de AMPc. Si bien todas ellas se encuentran
preferentemente localizadas en la membrana plasmatica y acopladas a un GPCR,
algunos estudios de inmunofluorescencia y fraccionamiento celular han demostrado
que existe una significativa fraccion de proteinas Gai que se encuentra a nivel
citosdlico, libre de Gy, lo que sugiere la existencia de vias de senalizacién no
canonicas para las subunidades Gai (Stow y col., 1991; Schurmann y col., 1992;
Pimplikar y Simons 1993; Wilson y col., 1993; Muller y col., 1994; Montmayeur y
Borrelli 1994; Ogier-Denis y col., 1995; Maier y col., 1995; Denker y col., 1996; Lin
y col., 1998; Marrariy col., 2007). Esto se deberia a que Gai es capaz de reorganizar
su estructura proteica ocultando la modificacion lipidica que la ancla a la membrana,
lo que aumenta su solubilidad y permitiria la interaccion con otros efectores a nivel
del citosol (Preiningery col., 2003). Es en este nivel subcelular, que Gai podria estar
cumpliendo funciones no canoénicas, entre las cuales han sido estudiadas el control
de la dindmica del huso mitético durante la divisibn celular asimétrica, el

establecimiento de la polaridad celular, la proliferacion, la diferenciacion y migracion
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en procesos del sistema inmune y procesos patolégicos como el cancer (Feigin y
Muthuswamy, 2009).

3.3 Gai2 y migracién celular

La migracion celular durante la morfogénesis del tejido requiere cambios en la
polaridad celular por modificaciones en la organizacion del citoesqueleto, ante
sefiales mecéanicas y quimicas del entorno circundante (Abercrombie y col., 1971,
Schwarz y Gardel, 2012; Roubinet y col., 2012). Por ejemplo, durante una respuesta
inmune, las sefiales quimicas generadas por la interaccion entre los
guimioatrayentes con sus receptores dirigen la localizacion de los leucocitos hacia
varios tejidos y 6rganos periféricos para mediar la inflamacion. En este contexto, la
mayoria de los quimioatrayentes y quimioquinas emiten sefales a través de GPCR
que se acoplan con la subunidad Gai (Hepler y Gilman, 1992; Neer, 1995) para
activar efectores rio abajo con el fin de controlar la migracion de las células del

sistema inmune (Arai y col., 1997; Neptune y col., 1997; Neptune y col., 1999).

En el sistema inmune las subunidades que mayormente se encuentran expresadas
son la subunidad Gai2 y la subunidad Gai3 (Han y col., 2005), las cuales controlan
muchas funciones bioldgicas de los leucocitos como la fagocitosis y la migracién de
los macrofagos (Weiss- Haljiti y col., 2004; Lee y col., 2009), la migracion de células
Ty B hacia los ganglios linfaticos (Han y col., 2005; Hwang y col., 2007), la migracién
de eosindfilos a sitios de lesion tisular alérgica (Pero y col., 2007) y la migracion de
neutroéfilos durante la inflamacion aguda (Pero y col., 2007; Zarbock y col., 2007).

Varias herramientas moleculares junto con experimentos in vivo han permitido
comprender las funciones de Gai durante la migracion de las células del sistema
inmune. En todos estos estudios, Gai2 ha sido descrita como la subunidad por
excelencia que regula la migracién de las células del sistema inmune mediante el
control de la remodelacion del citoesqueleto de actina y la quimiotaxis (Wiege y col.,

2012). Asimismo, ratones Gai2”- muestran defectos en la sefializacion mediada por
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el receptor de quimioquinas de las células B, lo que provoca una quimiotaxis
reducida de estas células y una mala adherencia a las vénulas endoteliales altas
(HEV) de los ganglios linfaticos, defectos que no son rescatados ni por Gai1, ni
tampoco por Gai3 (Han y col., 2005). Por otro lado, la falta de funcion de Gai3 en
las células T aumenta la migracién tras la estimulacion de CXCR3, lo que sugiere
que esta isoforma de Gai puede ser un regulador negativo de la migracién, y asi
demostrando que las distintas subunidades Gai podrian regular la migracion celular

a través de mecanismos completamente distintos (Thompson y col., 2007).

En este contexto, en nuestro laboratorio se determiné la expresion del ARNm de
Gai2 por hibridacién in situ en estadios de néurula temprana y néurula tardia en
embriones de Xenopus tropicalis, encontrandose que Gai2 se localiza tanto en la
zona de la CNC, como en derivados de la CNC, ademas de las placodas y tejido
circundante (Fuentealbay col., 2016), lo que sugiere fuertemente un papel regulador
de Gai2 en los procesos que llevan a la formacion y diferenciacion de la CNC, como
por ejemplo en la migracion celular. Ademas estudios preliminares, mostraron que
la pérdida de funcién de Gai2, inhiben la migracion de las células de la CNC de

Xenopus (Villaseca, Tesis de Magister).

Todos estos antecedente nos llevaron a escoger a Gai2 como la subunidad que
podria regular la migracion de la CNC en Xenopus, la cual constituyé nuestro
objetivo de estudio durante esta tesis doctoral.

3.4 Gai y microtubulos

Durante la division celular asimétrica en embriones de Caenorhabditis elegans y
neuroblastos de Drosophila, se ha descrito una via de sefializacion no canonica
para la subunidad Gai, la cual regula la funciébn de los MTs durante el
posicionamiento del huso mitético (di Pietro y col., 2016; Fig. 7). Especificamente,
en C. elegans, la division celular asimétrica esta controlada por un complejo proteico

que se asocia con los MTs astrales generando un desequilibrio en las fuerzas
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corticales posicionando asimétricamente el huso mitético (Grill y col., 2001). Este
complejo molecular esta compuesto por la subunidad Gai de la proteina G
heterotrimérica, leucina-glicina-asparragina (LGN), complejo dineina/dinactina y la
proteina de aparato nuclear y mitético (NuUMA) (Figura 7). En numerosos estudios la
subunidad Gai juega un papel crucial durante este proceso ya que su inactivacion o
pérdida de funcion da como resultado una fuerza de traccion fuertemente reducida,
la cual se traduce en una pérdida de la division asimétrica (Colombo y col., 2003;
Gotta y col., 2003; Srinivasan y col., 2003; Kiyomitsu, 2019; Poon y col., 2019).
También se ha observado, en mamiferos, que tanto Gai como LGN y NuMA son
cruciales para la interaccion entre los MTs astrales y la corteza celular (Du y Macara,
2004; Woodard y col., 2010), proceso que estaria controlado por la proteina de
resistencia a inhibidores de colinesterasa 8 (Ric-8), un GEF no candnico con
actividad chaperonina, que estabiliza la union de Gai-GDP con LGN (David y col.,
2005). Otros autores también han descrito a GIV/Girdin como GEF que controla la
polaridad celular junto con Gai3, a través de la proteina Par-3, para el
establecimiento de la polaridad apicobasal (Sasaki y col.,, 2015). De forma
interesante, se ha encontrado que Par-3 también controla la dinamica de los MTs

durante la migracion de la CNC de Xenopus (Moore y col., 2013).

La asociacién de Gai con los MTs del huso mitético sugiere que esta subunidad
podria regular el ensamblaje y desensamblaje, controlando con ello la dinamica de
los MTs. Esta idea, aunque aun no se comprende por completo, proporciona una
base racional para comprender el mecanismo por el cual Gai contribuye a otros
procesos biolégicos a través del control de la dinamica de los MTs y el
establecimiento de la polaridad celular, por ejemplo, durante la migracion celular, lo

gue sera discutido ampliamente en esta tesis.

52



Figura 7. Via de senalizacion no canénica de Gai regula la division asimétrica.
Conservacion evolutiva del complejo molecular compuesto por la subunidad Gai de la
proteina G heterotrimérica, LGN, complejo dineina/dinactina y NuMA (respectivamente Gai,
Pins y Mud en Drosophila, y GOA-1/GPA-16, GPR-1/2 , y LIN5 en C. elegans), el cual se
localiza en el dominio subcortical que recluta a dineina, una proteina motora, que también
determina el movimiento a lo largo de los MTs astrales y genera las fuerzas de traccion
necesarias para orientar correctamente el huso (Adaptado de Villaseca y col., 2022)

3.5 Microtubulos y proteina G heterotrimérica

Algunos estudios en los ultimos afios han revelado que la proteina G heterotrimérica
modula el ensamblaje de los MTs in vitro a través de sus subunidades Ga y GBy
(Roychowdhury y col., 1997; Roychowdhury y col., 1999; Roychowdhury y col.,
2006). Especificamente, se ha encontrado que las subunidades Gai, Gas y Gao
inhiben el ensamblaje de los MTs aumentando su desensamblaje al activar la
actividad GTPasa intrinseca de la tubulina (Roychowdhury y col., 1999). Por lo tanto,
la subunidad Ga de la proteina G heterotrimérica cumple una funcién como proteina
activadora de GTPasa (GAP) para la tubulina, aumentando asi la dinamica de los
MTs al eliminar el “GTP cap” (Roychowdhury y col., 2008). Por otro lado, y a
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diferencia de Ga, GBy promueve el ensamblaje de MTs in vitro (Roychowdhury y
col., 1997).

Algunos trabajos han sugerido que la modificacion lipidica de las subunidades Ga 'y
GBy no sodlo estaria contribuyendo a su asociacién con la membrana plasmatica,
sino también a las interacciones con moléculas efectoras y con receptores (Iniguez-
Lluhi y col., 1992; Mumby y col., 1994). De hecho se observé que al reconstituir el
heterotrimero INACTIVO GaBy a partir de Ga-miristoilado y GBy-prenilado se
bloguea la activacién de la actividad GTPasa de la tubulina por accion de Gai, por
lo tanto para que Gai pueda estimular la actividad GTPasa de la tubulina, Gai debe
encontrarse libre de GBy (Roychowdhury y col., 2006), como se muestra en la figura
8. Por otro lado, cuando se utilizd Nocodazol para estimular la despolimerizacion de
los MTs se vio una alteracion en la interaccién entre la tubulina y la subunidad GBy
en células PC12 y NIH3T3, inhibicion que se restauré al lavar el Nocodazol y
establecer el ensamblaje de los MTs. Esto sugiere que GBy podria controlar el
ensamblaje de los MTs, esta vez in vivo (Montoya y col., 2007). Sin embargo, se
observo que la interaccion entre la subunidad Gas y la tubulina no fue inhibida por
el tratamiento con Nocodazol, lo que sugiere que la subunidad Ga y GBy podrian

estar uniéndose a regiones diferentes de la tubulina in vivo (Montoya y col., 2007).
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Figura 8. Modulacién del ensamblaje de los MTs por la proteina G heterotrimérica.
Este modelo muestra la activacion via receptor (a) o via independiente de receptor (b) del
heterotrimero Ga/By. Tras la activacion del receptor, Ga se libera del dimero GBy. Tanto Ga
como GBy interacttan con los MTs para modular su dinamica de
ensamblaje/desensamblaje. Sin embargo, al reconstituirse el heterotrimero inactivo, éste
ya no puede interaccionar con los MTs (Adaptado de Roychowdhury y col, 2006).

Debido a que la proteina G heterotrimérica regula una serie de eventos, incluida la
dinamica de tubulina, y debido a que los MTs regulan el trafico polarizado de
proteinas hacia lugares especificos de la célula, se hace fundamental conocer la
funcién de la proteina G heterotrimérica sobre los MTs en el contexto migratorio,

donde la célula esta en constante cambio de polaridad y morfologia.
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Planteamiento del problemay contexto del trabajo de
tesis:

Existe una creciente evidencia de que la dinamica de los MTs y los niveles de Rac-
GTP son criticos para la migracion celular. Sin embargo, el control espacio temporal
de los eventos de polimerizacion o despolimerizacion de los MTs durante la

migracion celular colectiva es poco conocido.

Como mencionamos antes, durante la division celular asimétrica, la familia Gai/o se
localiza en la corteza celular controlando la polaridad celular y las fuerzas de los
MTs para orientar correctamente el huso mitético. Ademas, la subunidad Gai2
especificamente, ha sido estudiada controlando la migracién de células del Sistema
Inmune, a través de quimioquinas como Sdf-1, la cual también participa en la
migracion de la CNC. Asimismo, en nuestro laboratorio hemos descrito que la
proteina G heterotrimérica, especificamente Gai2, regula la migracion de las células
de la CNC, ya que la pérdida de funcién de Gai2 se traduce en la inhibicion de la
migracion de estas células y en la deslocalizacién de las proteinas Par3 y {(PKC (S.
Villaseca, Tesis de Magister, 2017). Por otro lado, andlisis previos también en
nuestro laboratorio, evidenciaron una distribucion anormal de los MTs en células de
CNC bajo condiciones de pérdida de funcion de Gai2, ademas de que Gai2 se
expresa en la CNC y derivados de la CNC en embriones de Xenopus tropicalis.
Pese a toda la informacion que se tiene de la familia Gai, la localizacién y funcién
de la subunidad Gai2 durante la migracion celular no estan bien caracterizadas, y
con ello su posible contribucién a regular la dinamica de los MTs durante este evento
no esta del todo clara. Es por esta razon que en esta tesis nos planteamos la

siguiente hipotesis:
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Hipotesis

“Gai2regulala polaridad celular através del control de ladinamica de los MTs
durante la migracion colectiva en células de la Cresta Neural Craneal (CNC)

de Xenopus”

Para responder a esta hipotesis, nos hemos planteado el siguiente Objetivo General

y Objetivos especificos:

Objetivo General: Estudiar el mecanismo molecular a través del cual Gai2
regulala polaridad celular y la dinamica de los MTs durante la migracion de la
CNC de Xenopus.

Objetivos Especificos:

1. Estudiar el efecto de la pérdida de funcién de Gai2 durante la migracion de

las células de la CNC in vivo e in vitro

1.1 Estudiar la migracion in vivo en condiciones de pérdida de funcién de Gai2 a
través del seguimiento de las rutas migratorias de la CNC en el embrién
completo

1.2 Estudiar la migracion in vitro en condiciones de pérdida de funcién de Gai2
a través de la dispersion radial en explantes de CNC

1.3 Estudiar la morfologia celular analizando la distribucion del citoesqueleto de

actina y tubulina condiciones de pérdida de funcién de Gai2

2. Estudiar la funcién de Gai2 en la dinamica de los MTs durante la migracién
de la CNC en Xenopus

2.1 Evaluar el efecto de la pérdida de funcién de Gai2 sobre la tubulina estable
y la tubulina dinamica
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2.2 Evaluar la dinamica de los MTs en el borde director y en el contacto célula-
célula a través del seguimiento de proteinas de uniébn a MTs (EB3) en
condiciones de pérdida de funcién de Ga.i2

2.3 Evaluar la interaccion de Gai2 con componentes de MTs (EB1, EBS3,
Tubulina)

2.4 Estudiar el efecto epistatico de drogas depolimerizantes de MTs en la
migracion celular de la CNC

2.5 Analizar la funcion de Gai2 sobre las adhesiones focales y su dinamica de
desensamblaje dependiente de MTs, utilizando drogas depolimerizantes de
MTs como nocodazol

3. Analizar la relacion funcional de Gai2 con componentes moleculares que

regulan la polaridad celular durante la migracion de la CNC en Xenopus.

3.1 Evaluar el efecto de la pérdida de funcion de Gai2 sobre proteinas de

polaridad celular de la familia Rho y otras proteinas como Par3 'y {PKC.
3.2 Evaluar la interaccion de Gai2 con proteinas de polaridad celular

3.3 Evaluar la relacion de proteinas de polaridad celular con la dinamica de los
MTs a través de ensayos de epistasis, en condiciones de pérdida de funcion

de Gai2 durante la migracion de células de la CNC.
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Materiales y Métodos

Materiales

Oligonucleétidos Morfolino

Oligonucleétido morfolino control (Mo Ctl):
5-CCTCTTACC TCAGTT ACAATT TATA-3

Oligonucledétido morfolino contra Gai2 de Xenopus (Mo Gai2):
5’- CGA CAC AGC CCC AGA TAG TGC GT -3’

Vectores plasmidiales

Plasmidos para la sintesis de sondas y ARN mensajero mediante transcripcion in

vitro:

Para la sintesis de sonda:

Gen Vector
Snail2 pSP72/Slug
Twist pBlueScriptK/Twist

Para la sintesis de ARN mensajero:

- pCS105/eGFP-CAAX

- pCS2+XtGai2-V5

- pCS2+H2B-cherry

-pCS2+lifeactin-GFP

- pCS2+EB3-GFP (para deteccion de cometas)
- pCS2+FAK-GFP

- pCS2+as5Integrina-GFP

- pCS2+{PKC-GFP
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- pCS2+pGBD-GFP (para deteccion de Rac-1 activo)
- pCS2+rGBD-GFP (para deteccion de RhoA activo)

Anticuerpos y Fluoroforos

(I: Inmunofluorescencia; WB: “Western Blot”; HIS: Hibridacion in situ)

- Fluoresceina, Life Technologies

- Rodamina dextrano, Life Technologies

- Anticuerpo anti Digoxigenina acoplado a fosfatasa alcalina, Roche (HIS: 1:3000)
- Anticuerpo anti GAPDH de raton, Novus Biologicals 1D4 (WB: 1:1000)

- Anticuerpo anti V5-probe monoclonal de raton, Santa Cruz sv5-pk (I: 1:100; WB:
1:5000)

- Anticuerpo anti Gai2 monoclonal de raton Santa Cruz, L5 (I: 1:50; WB: 1:1000)
- Anticuerpo anti-lgG de ratén cadena liviana conjugado con HRP (“Horseradish
peroxidase”, Jackson ImmunoResearch Laboratories, 115-035-003)

- Anticuerpo anti a-Tubulina T9026, Sigma-Aldrich (I: 1:100, WB: 1:5000)

- Anticuerpo anti-tubulina acetilada, Sigma-Aldrich (I: 1:50)

- Anticuerpo anti Par-3 sc-5598, Santa Cruz (I: 1:25)

- Anticuerpo anti -PKC, Santa Cruz (I: 1:25)

- Anticuerpo anti B-Integrina, Hybridoma (I: 1:25)

- Anticuerpo anti fosfo-paxilina (pY118), Invitrogen. (I: 1:20)

- Anticuerpo anti fosfo-MLC (pS19), 3675S.Cell Signaling (I: 1:25)

-Anticuerpo anti GFP, C163, ThermoFisher (WB: 1:1000)

- Anticuerpo anti mouse Alexa fluor 488, Life Technologies (I: 1:200)

- Anticuerpo anti mouse Alexa fluor 546, Life Technologies (I: 1:200)

- Anticuerpo anti rabbit Alexa fluor 488, Life Technologies (I: 1:200)

- Anticuerpo anti rabbit Alexa fluor 546, Life Technologies (I: 1:200)

- Anticuerpo normal mouse IgG sc-2025, Santa Cruz.

- Anticuerpo normal rabbit IgG sc-2027, Santa Cruz.

- Faloidina 546 y 633, Life Technologies (I: 1:200)

- Hoechst, Thermo Fisher Scientific. (I: 1:1000)
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Resinas

Proteina A/G-agarosa para inmunoprecipitacion (Santa Cruz)

Proteina A/G-agarosa para inmunoprecipitacion unida covalentemente a V5 (Santa
Cruz)

Enzimas

Enzimas de restriccion: Notl, Xhol, Xbal (Biolabs), Bglll (Promega)
Sp6 ARN polimerasa (Biolabs)

T7 ARN polimerasa (Biolabs)

Proteinasa K (Fermentas)

ADNasa | (Ambion)

ADNasa TURBO (Biolabs)

Métodos

1. Manipulaciéon de animales y técnicas embrioldgicas

1.1 Obtencion de ovocitos de Xenopus tropicalis y fertilizacién in vitro

Tanto los métodos utilizados para la mantencion y uso del modelo Xenopus como
el protocolo de eutanasia fueron previamente estudiados y evaluados por el comité
de bioética de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad de Concepcion.
Especificamente la metodologia de eutanasia de anfibios utilizada se basé en el
trabajo descrito por Close y col., 1996. La obtencion de embriones de Xenopus
tropicalis se realizdé por medio de la técnica de fertilizacién in vitro, la cual sera

descrita a continuacion.

La ovulacion de las ranas hembras seleccionadas la noche anterior fue inducida
previamente mediante la inyecciébn sub-cutanea de hormona Gonadotrofina

Coriénica Humana (HCG). Tanto hembras como machos fueron inyectados primero
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con 20 unidades de HCG, aproximadamente 24 horas previo a la fertilizacion in vitro.
Al dia siguiente, y alrededor de cuatro horas previas a la fertilizacién, nuevamente
todas las ranas fueron inyectadas pero ahora con 200 unidades de HCG, para
permitir el desove. Para la extraccion de los testiculos desde los machos, el
individuo fue anestesiado en solucion de benzocaina y luego sacrificado por
inmovilizacién y corte cervical, diseccionando los testiculos a través de una incision
abdominal. Luego, estos ultimos fueron macerados en medio L15 suplementado con
10% de FBS. Posteriormente, los ovocitos fueron extraidos y fertilizados con gotas
de macerado de testiculo e incubados por 20 minutos en solucién 1/9x MR (0.1 M
NaCl, 1.8 mM KCI, 2.0 mM CaCl2, 1.0 mM MgCI2, 5.0 mM Hepes-NaOH pH 7.6). A
continuacion, el medio de las placas de fertilizacion se reemplazé con una solucién
de cisteina al 3% en 1/9x MR pH 7.9, con el objetivo de disolver la capa gelatinosa
gue los protege para poder inyectarlos sin dificultad, proceso conocido como “des-
gelatinizacion”. Finalmente, los embriones fueron lavados e incubados en 1/9x MR
a 26°C hasta el estadio requerido para la microinyeccion. Dos horas post-
fertilizacion, el medio fue reemplazado por 1/20x MR con gentamicina a 100 g/mL,
manteniendo los 26°C en una incubadora hasta alcanzar los estadios de néurula
temprana y néurula tardia (Modificacion de la metodologia descrita por Sive y col.,
2000).

1.2 Obtencion de ovocitos de Xenopus laevis y fertilizacion in vitro

Los embriones de Xenopus laevis se obtuvieron como se describié anteriormente

(Barriga y col., 2018) con algunas modificaciones.

Brevemente, la ovulacién de hembras sexualmente maduras de Xenopus laevis fue
inducida por la inyeccion subcutanea de 100 U de hormona Gonadotrofina Coriénica
Humana (HCG) 2 a 3 dias antes de la segunda inyeccién de 500-750 Ul de hormona
gonadotropina coriénica humana (Chorulon; Intervet), la cual se realizd
aproximadamente 12-16 horas antes de la fertilizacion prevista. Las hembras

ponedoras de huevos se mantuvieron en MMR 1X a 18°C desde la mafiana del dia
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de la fertilizacion hasta la hora de la fertilizacion in vitro, lo que mantiene los ovocitos

maduros naturalmente inactivados hasta la recoleccion.

Los testiculos fueron obtenidos desde machos de Xenopus laevis anestesiados en
solucién Tricaina durante 40 min, y luego el sacrificio por degollamiento (modificado
del protocolo de University College London) o por inmovilizacion y corte cervical
(protocolo de la Universidad de Concepcion). Los testiculos fueron disecados y
almacenados en MMR 1X con gentamicina (100 g/mL) a 4°C. Los ovocitos maduros
se fertilizaron in vitro en una placa de cultivo de 100 mm (Falcon 734-0006) con 500
uL de MMR 0.1X que tenia un pequefio trozo de testiculo aplastado. Después de
10 min, se afiadi6 NAM 1/10 a la placa. Los huevos fertilizados fueron des-
gelatinizados en solucion de cisteina, tal como se describe en 1.1. Los embriones
se cultivaron a 18°C en NAM 1/10 y se obtuvieron los estadios correspondientes
segun la tabla de desarrollo embriolégico normal de Xenopus (Nieuwkoop y Faber,
1967).

1.3 Microinyeccion de embriones

Las microinyecciones se llevaron a cabo en la sala de microinyeccién a temperatura
adecuada (a 26°C para Xenopus tropicalis y a 18°C para Xenopus laevis), utilizando
un microinyector Narishige IM300, observando a través de un estereoscopio de luz
visible marca Olympus. Utilizando capilares de borosilicato como agujas finas para
la microinyeccion, se microinyecto 2,1 nl de cada solucién en embriones de Xenopus
tropicalis y 10 nl de cada solucion en embriones de Xenopus laevis, los cuales
fueron dispuestos sobre placas de microinyecciéon con 1/9x MR y 2% Ficoll para X.
tropicalis y 3/8 NAM y 2% Ficoll para X. laevis. Posteriormente, el medio fue
reemplazado por 1/20x MR en X. tropicalis y 1/10 NAM en X. laevis con gentamicina

a 100 g/mL hasta alcanzar los estadios requeridos.

Para el desarrollo de esta tesis se disefidé un Unico oligonucleétido morfolino contra

la regién 5 UTR del ARN mensajero de Gai2 de Xenopus, el cual fue sintetizado
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por GeneTools®. Los niveles de silenciamiento de Gai2 fueron previamente
determinados mediante “Western Blot” (Figura 9G). Por otro lado, con el fin de
determinar la toxicidad de este morfolino, se inyectaron también concentraciones
equimolares de un morfolino control (Mo Control) no relacionado. Para ello, cada
uno de los morfolinos fue inyectado en conjunto con el marcador de linaje
Rodamina-Dextrano o Fluoresceina al 1%, permitiendo de esta forma diferenciar el

lado inyectado del embrion del lado no inyectado mediante fluorescencia.

Para los ensayos de pérdida de funcién de Gai2, las concentraciones de Mo Gai2
utilizadas fueron de 15 ng, 20 ng y 25 ng en Xenopus tropicalis y 25 ng, 30 ngy 35
ng en Xenopus laevis, microinyectando un blastomero dorsal y uno ventral del
embrion en estadio de ocho células, de manera de silenciar s6lo un lado del embrién
y mantener el otro lado como control interno. Para todos los ensayos siguientes,
tanto de rescate de fenotipo y de explantes de CNC, se utilizé una unica
concentracion de Mo Gai2 (20 ng en Xenopus tropicalis y 35 ng en Xenopus laevis),
la cual se logroé estandarizar para un fenotipo de silenciamiento severo. Durante
estos ensayos de rescate, el protocolo para la microinyeccién de embriones fue el
mismo descrito previamente. Momentos previos a la microinyeccién, los morfolinos
fueron incubados a 65°C por al menos 3 horas, luego fueron vortexeados y
centrifugados (centrifuga Force mini), y finalmente cuantificados mediante
absorbancia a 260 nm realizando las respectivas diluciones a inyectar. Este
procedimiento se llevd a cabo mediante la Metodologia descrita por “Harland
Xenopus tropicalis Site” debido a la baja solubilidad de estas moléculas y la facilidad

con la que precipitan.

1.4 Fijacion de embriones

Una vez que los embriones alcanzaron el estadio requerido (estadio 16 para
induccion y 23-25 para migracion) se fijjaron en una solucion de MEMFA para
Hibridacion in situ en embrion completo. La solucion de fijacion utilizada se prepar6
fresca y contenia: Formaldehido (FA) 3,7% p/v, 100 mM MOPS, 2 mM EGTA, 1 mM
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MgSO4, a pH 7.4. Se realizo la fijacion por 4 horas a temperatura ambiente o toda
la noche a 4°C en un rotador lento, y posteriormente fueron lavados y almacenados
en etanol 100% a -20°C hasta la Hibridacion in situ (Modificacion de la metodologia

descrita por Sive y col., 2000).

1.5 Hibridacion in situ en embriébn completo

El protocolo de Hibridacion in situ es una modificacion del descrito en el sitio web
Harland Lab de Xenopus y probado previamente en el laboratorio (Fuentealbay col.,
2013; Villaseca S. Tesis de Magister, 2017). Este protocolo consiste en una etapa
de hidratacién de los embriones previamente fijados, a concentraciones crecientes
de PTw (1X PBS + 0.1% Tween-20) para tratarlos después con 5mg/ml de
proteinasa K por 3 minutos, de manera de hidrolizar la capa proteica del embrién y
permitir que la sonda penetre tejidos internos. Luego se realizaron dos lavados con
100mM de trietanolamina pH 7-8 por 5 minutos, dos lavados con
trietanolamina/anhidrido acético por 5 minutos, seguido de cinco lavados con PTw
por 5 minutos, todos ellos a temperatura ambiente y en agitacién suave para no

destruir los embriones.

Los embriones se fijaron por segunda vez en 3,7% formaldehido/PTw por 20
minutos a temperatura ambiente, y a continuacién se realizaron alrededor de 20
lavados con PTw de manera de quitar los restos de formaldehido. Se realizé una
pre-hibridacion con “buffer” de hibridacién (50% formamida, 5X SSC, 1mg/ml térula
de RNA, 100ug/ml heparina, 1X Denhart’s solution, 0.1% Tween-20, 0.1% CHAPS,
10mM EDTA) por al menos 30 minutos a 65°C, para posteriormente reemplazar la
solucién por una mezcla del “buffer” de hibridacion con la sonda requerida

(Snail2/Twist) a una concentracion final de 1ug/ml, incubando toda la noche a 65°C.

Al dia siguiente, se realizaron lavados a 65°C con formamida al 50%, 25% y 12,5%
en 2X SSCTw (“Saline Sodium Citrate”™: 1X SSC; 150mM NaCl, 17mM Citrato de

sodio, pH 7.0) por 10 minutos cada uno, terminando los lavados con 2X y 0,2X de
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SSCTw por 10 y 30 minutos, respectivamente. Se realizaron dos lavados con PTw
y MAB (“Maleic Acid Buffer”; 100mM acido maleico, 150mM NaCl, pH 7.5) y luego
se bloqueo los embriones con “Blocking Reagent” (Roche) al 2% en MAB 1X por al
menos 1 hora a temperatura ambiente. Luego se incubd con el anticuerpo anti-
digoxigenina a una dilucién de 1:3000 toda la noche en agitacién suave a 4°C. Ya
en el tercer dia de protocolo se realizaron multiples lavados con MAB 1X con el fin
de quitar los restos de anticuerpo que no se unié a la digoxigenina, luego se
incubaron los embriones con "buffer" AP (“Alkaline Phosphatase buffer”: 100mM
Tris-HCI 9.5pH, 100mM NaCl, 50mM MgCI2, 0.1% Tween 20) dos veces por 5
minutos y se revelé con NBT/BCIP (“Nitro-Blue Tetrazolium Chloride /5-Bromo-4-
Chloro-3'-Indolyphosphate p-Toluidine Salt”) hasta ver la marca especifica de las
corrientes migratorias. Una vez que se logro identificar las corrientes, se detuvo la
reaccion cromogénica con MAB 1X y luego se fijaron los embriones por tercera vez,
pero ahora con solucion de Bouin (70% acido picrico saturado, 5% &acido acético
glacial, 25% formaldehido) toda la noche a temperatura ambiente y en oscuridad. El
ualtimo dia se lavaron los embriones con una solucion de etanol al 70% en PTw hasta
acabar con la tincion amarilla, para seguidamente realizar lavados hidratantes a
concentraciones decrecientes de etanol en 1X SCC. Después se blanquearon los
embriones con solucion blanqueadora (0.5X SSC, 5% formamida, 1% peroxido, y
agua destilada) incubando bajo luz blanca a temperatura ambiente, eliminando los
pigmentos naturales de los embriones, de manera de exponer las corrientes
migratorias marcadas. Se mantuvieron los embriones en PBS 1X para realizar la
fotodocumentacién, y se almacenaron en etanol 100%. La fotodocumentacion se

realizé en un estereoscopio Olympus ZMV10 utilizando una camara Leica DFC450.

1.6 Explantes de Crestas Neurales Craneales

Para realizar explantes de las células de la CNC, en primer lugar fue necesario
remover la membrana vitelinica y la capa epidermal de los embriones en estadio 16-

17 en medio 1/9X MR con el uso de pinzas n° 5 (“Fine science tools” N° 11252-00).
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Posteriormente los embriones fueron inmovilizados en una placa con plastilina y las
células de la CNC fueron cuidadosamente disectadas usando un “cuchillo” artesanal
confeccionado con un pelo de ceja y una pipeta pasteur de vidrio, unidos a traveés
de cera de vela. Cada explante fue colectado en una placa pequeiia con medio DFA
1X (53mM NaCl, 5mM Na2CO3, 4.5mM Gluconato de potasio, 32mM Gluconato de
sodio, 1ImM MgS0O4, 1mM CaCl2, 0.1% BSA, pH 8.3 ajustado con 1M de Bicina y
filtrado) por un tiempo maximo de 30 minutos previo a ser pasados a un cubreobjeto
de vidrio con fibronectina (50 pug/mL), también en medio DFA 1X. El tiempo de
adhesién de los explantes al sustrato fue de aproximadamente 30 minutos, salvo
las células morfantes que se adhirieron en menos de 10 minutos. Para el caso de
los ensayos de dispersion se utilizé una placa de plastico la cual, luego de los 30
minutos fue llenada totalmente con medio DFA 1X y tapada para ser posteriormente
invertida pegando la tapa con cera. Ensayos de explantes sobre cubreobjetos de
vidrio fueron usados para llevar a cabo analisis de inmunodeteccién y sobre placas
de vidrio para estudios de “time-lapse” de célula viva a través de microscopia

confocal. Estas técnicas se detallan en la seccion siguiente.

1.7 Ensayos de inmunodeteccién por microscopia de fluorescencia

Luego de cultivar las células en fibronectina, éstas fueron fijadas en 3.7%
formaldehido en PBS 1X por 20 minutos a temperatura ambiente y lavadas 3 veces
en PBS 1X. Posteriormente, las células fueron permeabilizadas por medio de dos
lavados por 15 minutos totales en hielo, con una solucién de tritén al 0.2% en PBS
1X, previamente enfriada. Las células se lavaron nuevamente tres veces con PBS
1X y se bloquearon con suero al 2% en PBS 1X, a temperatura ambiente por 30

minutos, previo a incubar con el anticuerpo primario toda la noche a 4°C.

Al segundo dia, el anticuerpo primario fue removido mediante 10 lavados de 5
minutos cada uno con PBS 1X para luego incubar con el anticuerpo secundario,
Hoescht (tincién nuclear) y Faloidina (tincion citoesqueleto de actina) por maximo 2

horas a temperatura ambiente, en camara hiumeda. El anticuerpo secundario fue
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lavado con PBS 1Xy las muestras fueron montadas sobre un portaobjetos con 7 pls

de solucion de Dako.

Los anticuerpos primarios utilizados fueron los siguientes:

e Anticuerpo anti Gai2 monoclonal 1:50 (Santa Cruz) para el estudio de la
localizacion de la proteina endégena en células de CNC de Xenopus,

e Anticuerpo anti a-tubulina monoclonal a una concentracion de 1:100 (Sigma-
Aldrich T9026) y F-actina 1:200 (Life Technologies) para el estudio de la
morfologia celular (cambios en el citoesqueleto de actina y tubulina).

e Anticuerpo anti fosfo-paxilina policlonal usado a una concentracion de 1:25
(Invitrogen) y B2-Integrina 1:25 (Hybridoma) para estudiar el nUmero y area
de adhesiones focales en las distintas condiciones celulares.

e Anticuerpo anti-CPKC y anticuerpo anti-Par3 monoclonal usados a una
concentracion de 1:25 (Santa Cruz) como marcadores de polaridad celular.

e Anticuerpo anti-tubulina acetilada usado a una concentracion de 1:50
(Sigma) para el estudio de los MTs estables

e Anticuerpo anti fosfo-MLC usado a una concentracion de 1:25 (Cell
Signaling) para el estudio de la localizacion de la via ROCK activa

e Anticuerpo secundario anti rabbit/mouse 546 y 488 a una concentracion de
1:200 (Life Technologies) para la conjugacion de los diferentes anticuerpos

primarios

1.8 Ensayos de “time-lapse”

Posterior a que los explantes fueron adheridos a la placa de vidrio con fibronectina
(como se explico en la seccidn 1.6) se obtuvo imagenes de cada explante en lapsos
de 5 minutos por 10 horas para el estudio de dispersién celular en X. laevis y cada
3 minutos por 4 h en X. tropicalis, también en lapsos de 2 segundos por 5 minutos
para la dinamica de MTs en X. laevis (1.5 segundos por 5 minutos en X. tropicalis)

y lapsos de 20 segundos por 20 minutos para el estudio de polaridad celular en X.
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laevis y X. tropicalis. Para el estudio de la dispersion celular se utilizé un sistema de
estereomicroscopia de fluorescencia automatizado y motorizado (axioZoom V16
Zeiss) y para el estudio de la dinamica de los microtubulos y la polaridad celular
(localizacion espacio temporal de Racl y RhoA) se utilizaron los equipos de
microscopia confocal espectral LSM780 NLO Zeiss (objetivo 60X) y Leica SP8
(CMA Bio-Bio y University College London). La primera se describira a continuacion

y la segunda, en la seccion siguiente:

Dispersion celular

Para medir el grado de dispersion celular en explantes de CNC, se determino el
cociente entre el area final ocupada por un explante (luego de 10 horas de
migracion) y el area inicial del mismo (al comienzo del ensayo, tiempo 0). Las areas
entre las células fueron calculadas a través del método de triangulacién de Delaunay
(MATLAB), demarcando las células de forma manual siguiendo cada nucleo tefido
con H2B cherry (Image J 1.49q NIH, USA) al tiempo O (tiempo inicial) y a las 10
horas (tiempo final). Se evalud la significancia con el test de ANOVA mediante

comparaciones multiples y los graficos fueron procesados en Graphpad 8.

1.9 Estudio de la polaridad celular

Para ello se utilizaron dos criterios:

a) Localizacién espacio-temporal de las proteinas Racl y RhoA activas

Para evaluar el cambio de polaridad se estudi6 la localizacién de las proteinas G
pequefias Racl y RhoA en explantes de células de CNC en la condicion control y
condicion morfante para Gai2. Para ello se microinyectd 150 pg de ARN mensajero
(ARNm) de las sondas pGBD-GFP (deteccibn de Racl activa) y rGBD-GFP
(deteccion de RhoA activa) en embriones controles y embriones morfantes para

Gai2 (en estadio de ocho células, tal como se describi6 en la seccion 1.3).

69



Doce horas post-fertilizacion las células se explantaron y se dispusieron sobre una
matriz de fibronectina para la visualizacion in vitro del comportamiento de la
GTPasa. Se obtuvieron imagenes de cada explante con el equipo de microscopia
confocal espectral LSM780 NLO Zeiss (objetivo 60X) y Leica SP8, con intervalos de
20 segundos por 20 minutos, tiempo suficiente para favorecer la dispersion de las
células controles. Los resultados fueron analizados con el plugin de pseudo-color
de Image J 1.49q (NIH, USA), utilizando la misma intensidad de laser y ganancia

digital para todas las condiciones.

b) Localizacién de la proteina Par3 y (PKC

Se ha descrito que, en células polarizadas como por ejemplo las células epiteliales,
Par3 se encuentra asociado a complejos de adhesion célula-célula y (PKC se
encuentra asociada a la zona apical, controlando el establecimiento de la polaridad
apico-basal (Suzuki y col., 2001; Yamanaka y col., 2001; Gao y col., 2002; Nagai-
Tamaiy col., 2002; Chen y Macara, 2005). Por otro lado, también se sabe que Par3
estaria controlando CIL (“Contact inhibition of locomotion”) en las células de CNC
de Xenopus, a través de la catastrofe de los MTs (Moore y col., 2013). Es por esta
razon que en esta tesis se utilizo la localizacion de Par3 y (PKC como marcadores
de polaridad celular durante la migracion colectiva. Para ello, doce horas post-
fertilizacion, las células de la CNC se explantaron y se sembraron en cubreobjetos
con fibronectina para el analisis de la localizacion de Par3 y {PKC en ensayos de
pérdida de funcion de Gai2. Las imagenes se obtuvieron con el equipo de
microscopia confocal espectral LSM780 NLO Zeiss (objetivo 60X) y analizadas con
el software Image J 1.49q (NIH, USA). Se comparé la intensidad de fluorescencia
de todas las imagenes utilizando la misma intensidad de laser y misma ganancia

digital.
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1.10 Estudio de la dindmica de los MTs (Ensayo de cometas)

Para realizar estos ensayos se microinyecté 100 pg de ARNm de EB3GFP con el
fin de marcar el extremo + de los MTs y analizar asi su polimerizacion y
depolimerizacién en la condicién control y en la condicion de morfolino para Gai2.
Los explantes de CNC marcados con EB3GFP fueron capturados mediante “time
lapse” en peliculas de 2 y 1.5 segundos cada frame, por 5 minutos totales. Las
imagenes se seleccionaron recortando la region de interés, ya sea en el borde
director de las células o en el contacto célula-célula. Las imagenes fueron
procesadas utilizando StachReg de ImageJ. Luego se analizaron las peliculas de
forma manual a través de la herramienta MTrack y luego de forma automatica a
través del software PlusTipTracker. Para analizar la catastrofe de los MTs se
seleccionaron cuadrados de 5 um x 5 ym en el contacto célula-célula y en el borde
director. Se contabiliz6 el numero total de cometas de EB3GFP que ingresaron al
rectangulo, ademas de aquellos que todavia estaban en el rectangulo cuando
concluyo el analisis, y se compararon con el total de cometas de EB3GFP que

desaparecieron dentro del cuadrado en el periodo de 5 minutos.

El analisis automatico se realiz6 utilizando PlusTipTracker de Matlab. El algoritmo
de seguimiento general utilizado en el paquete del software ya ha sido validado
anteriormente (Jagaman y col., 2008). Posteriormente, Matov y col. aplicaron un
concepto de enlace de “subtrack” (2010), gracias al cual es posible inferir eventos
de pausa y contraccion de MTs basados en los “tracks” de crecimiento de las +TIP.
Luego, este método se actualiz6 a PlusTipTracker, que emplea un método mas
robusto que es auto adaptativo y libre de pardmetros de control (Applegate y col.,
2011).

Para analizar la dindmica de los MTs automaticamente usando plusTipTracker, los
parametros de seguimiento Optimos para los cometas se determinaron utilizando
plusTipGetTracks. Esto permite obtener una gama de valores a probar para cada

pardmetro, manteniendo todos los demas constantes. A partir de esto, se determind
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gue los siguientes parametros eran los mas precisos y se usaron para todos los
analisis: Search Radius Range (pixels) 5-12, Minimum Sub-Track Lenght
(frames) 3; Max Gap Lenght (frames) 8; Max Shrinkage Factor 0,8; Max angle
Forward 40; Max angle Backward 10; Fluctuation Radius 2,2.

2. Técnicas de Biologia Molecular
2.1 Sintesis de sonda y ARN mensajero in vitro

Tanto las sondas como los mensajeros de ARN se sintetizaron in vitro en el
laboratorio, los cuales fueron empleados en ensayos de hibridacion in situ y

sobreexpresiéon de genes especificos en embriones, respectivamente.

Para la sintesis de ambos, sondas y ARN mensajeros, primero se linealizé el ADN
plasmidial que contiene el gen de interés con una enzima de restriccion que se
encuentre cerca del extremo 5’ en el caso de la sonda y 3’ en el caso del ARNm, los
cuales generaran un ARN antisentido y sentido, respectivamente. Luego se purificd
por gel de agarosa el fragmento linealizado empleando el kit de extraccion
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (MACHEREY-NAGEL). Se cuantifico por gel,
analizando la banda generada por densitometria, comparando con marcador de
peso molecular (A Hindlll) empleando Image J 1.49q (NIH, USA) y luego se utilizd
1.5ug de ADN purificado como templado para comenzar la transcripcion in vitro. La
transcripcion de la sonda se llevé a cabo en presencia de dig-UTP (nucledtidos de
uridina marcado con digoxigenina) junto al resto de la mezcla de nucleétidos y la
ARN polimerasa correspondiente, segun las especificaciones de la enzima en
cuestion (Sp6 o T7, Promega). Por otro lado, para la generacion de ARN mensajero
se empled el kit de transcripcion in vitro mMMESSAGE mMACHINE SP6, segun
recomendaciones de la empresa (Life Technologies). Ambas reacciones se
realizaron en agua libre de nucleasas. Con el uso de ADNasa Turbo se removi6 el

ADN inicial y posteriormente se purifico los ARN mensajeros a través de
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precipitacion con LiCl agregando 30 pl a la reaccion final, para luego centrifugarla

por 15 minutos a 12.000 rpm a 4°C.

2.2 Lisis de embriones

Se colectaron los embriones para ensayos de inmunoprecipitacion y/o “western
blot”, los cuales fueron almacenados a -80°C sin buffer hasta su lisis o bien lisados
inmediatamente. Para la lisis se agreg6 20ul de “buffer” de lisis por embrién (0.5%
Igepal CA030, 10mM Hepes pH7.9, 1mM DTT, 100mM NaCl, 0.5mM PMSF)
adicionando inhibidores de proteasas (complete Mini EDTA free, Roche). Se re-
suspendieron los embriones por pipeteo hasta obtener una solucidon gris
homogénea y se dejo reposar 5 minutos en hielo. Luego se centrifugo los lisados a
400g por 10 minutos a 4°C, de manera de separar las proteinas de los restos
celulares. Se extrajo la fase intermedia, y se volvié a centrifugar repetitivamente
hasta no observar pellet. Se cuantificaron las proteinas a través del método de

Bradford en un espectrofotdmetro de la marca Implen.

2.3 Deteccién de proteinas mediante Western Blot

Se separaron las proteinas a través de electroforesis en gel denaturante al 10% de
acrilamida (SDS-PAGE) para luego realizar la inmunodeteccion a través de la
técnica de “western blot”. Se emplearon geles de 0.75mm para la deteccion de
proteinas sobre-expresadas, cargando 15 g de lisado total y geles de 1.5mm para
las inmunoprecipitaciones, utilizando 1 mg o 0.5 mg de lisado en cada

inmunoprecipitacion.

Las muestras de proteinas se incubaron por 5 minutos a 95°C con “buffer” de carga
(62.5mM TrisHCI pH6.8, 2%SDS, 10% glicerol, 0.01% azul de bromofenol) en
presenciade 0.1M de DTT para favorecer su denaturacion, de manera de separarlas
s6lo en base a su relacion masa/carga. Luego las muestras se sembraron junto al
estandar pre-tefiido (Fermentas) en el gel, para posteriormente separarlas a un

voltaje constante de 100V en solucion de corrida 1X (25mM Tris, 250mM glicina,
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0.1% SDS). Posteriormente las proteinas fueron transferidas desde el gel a una
membrana de nitrocelulosa en solucion de transferencia previamente enfriada a -
20°C (26mM Tris, 192mM glicina, 20% metanol) durante 1 hora (para geles
delgados) y 2 horas (para geles gruesos). El procedimiento de transferencia se
realizo a 4°C y a un amperaje constante de 0.250A (250mA). Para verificar que la
transferencia ocurrio satisfactoriamente, la membrana de nitrocelulosa se tifié con
rojo Ponceau para revelar las proteinas. Luego se realizaron multiples lavados de
la membrana con agua destilada (de manera de quitar todo el rojo Ponceau), para
luego bloquearla con leche descremada al 5% marca Svelty en TBS-Tween (150mM
NaCl, 10mM Tris, 0.05%Tween20) durante minimo 1 hora. Después se incubd con
el anticuerpo primario por toda la noche en TBS-Tween. Al dia siguiente se lavo tres
veces con TBS-Tween por 10 minutos cada lavado y se incubd finalmente el
secundario por 1 hora a temperatura ambiente, realizando posteriormente los tres

lavados con TBS-Tween correspondientes.

Finalmente, las proteinas en la membrana se revelaron con liquidos
quimioluminiscentes (“Western Lightening Plus-ECL”, Perkin Elmer) y se expuso a
un film autoradiogafico (Ultracruz Autoradiography Film Blue, Santa Cruz
Biotechnology) en una sala oscura. Luego, con el fin de detectar otra proteina en el
mismo gel, se realizdé “stripping” sobre la membrana con solucién de stripping de
bajo pH (“Low pH Stripping Solution”, 256mM Glicina-HCI, 1% p/v SDS) por 45
minutos con el fin de hidrolizar las interacciones entre los antigenos y los
anticuerpos, para luego realizar dos lavados con PBS y dos lavados con TBS-Tween
por 5 minutos cada uno, y asi continuar con un nuevo “western blot”. Se realizaron
analisis densitométricos de los films revelados utilizando el programa ImageJ 1.49q
(NIH, USA).

2.4 Co-inmunoprecipitacion

Para cada inmunoprecipitacion se emple6 1 o 0.5 mg de proteina total por ensayo
(dependiendo de la eficiencia de obtencidn de proteina total), donde se consideran

como muestras: la inmunoprecipitacién de la proteina en cuestion, el control con

74



anticuerpo no relacionado, y un altimo control con proteina A/G (Thermo Scientific)
agarosa sola. El dia anterior a la coinmunoprecipitacion se equilibré los tubos con
25ul de proteina A/G agarosa, realizando tres lavados con 500uL de “buffer” de lisis
(0.5% Igepal CA030, 10mM Hepes pH 7.9, 1ImM DTT, 100mM NacCl) en agitacion,
seguidos de centrifugaciones a 2000g por 2 minutos a 4°C. El segundo dia de
inmunoprecipitacion se incub6 la proteina A/G agarosa con los anticuerpos
respectivos por 2 horas a 4°C en agitacion. Es importante recalcar que para
identificar la interaccidén con proteinas de bajo peso molecular como Eb1 se utilizo
un anticuerpo anti V5 unido covalentemente a la resina de A/G agarosa (Santa Cruz
Biotechnology) para poder eluir la inmunoprecipitacidn, y de esta manera la cadena
liviana del anticuerpo no enmascare a la proteina a detectar. En paralelo a la
incubacion con anticuerpos, se realizé el “pre-aclarado” del lisado, utilizando
proteina A/G agarosa previamente equilibrada, incubando el lisado de proteinas por
2 horas en agitacidon a 4°C. Se realizaron centrifugaciones por 2 minutos a 2000g a
4°C, se descart6 el sobrenadante de todos los tubos, menos del “pre aclarado”, para
luego distribuir el sobrenadante de este ultimo entre todos los tubos restantes. Se
realizo la inmunoprecipitacion incubando toda la noche a 4°C en presencia de
inhibidores de proteasas. Posteriormente, se elimind el sobrenadante de las
incubaciones y las resinas se lavaron 5 veces con buffer de lavado (buffer de lisis
sin inhibidores de proteasas). Para la elusion se incubd la resina con 50 uL de SDS
1% por 1 hora a 37 °C, tiempo tras el cual se separé la resina del eluato y se
analizaron ambas fracciones por SDS-PAGE y Western Blot.
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Resultados

l. Gai2 es requerida para la migracién de las células de la cresta
neural craneal (CNC) en Xenopus

Para investigar el papel de Gai2 en la migracién de las células de CNC en Xenopus,
se realizaron ensayos de pérdida de funcion donde se microinyecté un morfolino
especifico contra la region 5° UTR de Gai2 en embriones en estadio de 8 células
con el fin de dirigir la pérdida de funcion principalmente a la CNC, sin afectar el
mesodermo. Como control de induccion se evalu6 la formacion de la CN en estadio
16 (Fig. 9A) y la migracién de la CN en estadio 25-26 (Fig. 9C, 9D). También se
microinyectd un morfolino control para evaluar la toxicidad de las cantidades
equimolares (Fig. 9B) y Rodamina dextrano como trazador de linaje en todas las
condiciones. Para evaluar la migracion de las células de CNC in vivo en embriones
completos se realizd hibridacién in situ empleando una sonda contra el ARN
mensajero de Twist como marcador especifico de CNC (Fig. 9B-D), fenotipo que fue
cuantificado en base la longitud total de la migracién de las tres corrientes:
mandibular, hioide y branquial, tal como se muestra en la figura 9E (X. tropicalis n
total = 30; X. laevis n total = 18). Se observo que con 35 ng de Morfolino contra Gai2
no hubo efecto sobre la induccion de la CN (Fig.9A), pero si se obtuvo una pérdida
severa de la migracion (60-70% de inhibicién de la migracion; Fig. 9F), fenotipo que
fue rescatado al microinyectar 150 pg de ARNm de Gai2, el cual no es afectado por
el morfolino. Asimismo, se verificaron los niveles de proteina mediante western blot
(Fig. 9G-H).

Para evaluar la migracion 2D in vitro, se utilizé 35 ng de morfolino contra Gai2 y se
extrajeron las CNC desde embriones en estadio 17, las cuales fueron cultivadas
sobre placas recubiertas con fibronectina. Los explantes de CNC se observaron
mediante “time lapse” de bajo aumento en un microscopio Nikon Eclipse 80i con
una camara Hamamatsu controlada por el Programa PCI, equipada con platina

motorizada y una lente seca 10X/0.30NA, UCL, Reino Unido. Al cuantificar la

76



dispersion celular a través de triangulacion de Delaunay (Carmona-Fontaine y col.,
2011) se observo una severa disminucion de la dispersion de las células morfantes
al compararlas con el morfolino control tras un seguimiento de 10 h (Fig. 9I-L). Esto
significa que la relacion entre el area final versus el area inicial de los tridngulos es
significativamente menor en células morfantes versus células control, lo que indica
que las células no pudieron migrar radialmente en condiciones de pérdida de funcién
de Gai2. En resumen, los resultados de este objetivo sostienen que Gai2 estaria

regulando la migracion de las células de la CNC en Xenopus.
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Figura 9. La pérdida de funcién de Gai2 inhibe la migracion de las células de CNC in
vivo e in vitro. La hibridacién in situ se realiz6 en embriones de Xenopus en estadio 16
para analizar induccion y en estadios 25 y 26 usando snail2 y twist como marcador de CN,
respectivamente. A los embriones se les inyecté morfolino contra Gai2 (Mo Gai2, C), para
disminuir la expresion de Gai2 (G, H). A los embriones morfantes de Gai2 se les inyectd
ARNm de V5Gai2 (D y F) para rescatar el fenotipo morfante. El morfolino de Gai2 afecté la
migracion in vivo de la CNC (C, F), pero no asi la induccion (A). Ini: lado no inyectado, li:
lado inyectado. (E) Esquema del embridon de Xenopus que muestran las corrientes de CNC
en purpura, lo cual ilustra que la longitud de la migracién se midié en el punto medio del
ancho total de las tres corrientes de CNC. (F) Cuantificacién de la longitud de la migracion
de la CNC de B, C y D. n = 3 embriones de cada condicion. Cada punto es el valor medio
de un total de 6 experimentos independientes. Las barras de error son = s.e.m. **P<0.01,
****P<0.0001 (prueba t-Student de dos colas). Escala: 100 um. (I-J) Se realizaron explantes
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de células de CNC desde embriones control y embriones inyectados con morfolino de Gai2,
los cuales fueron cultivados en fibronectina, y se evalué la migracion en las diferentes
condiciones durante 10 horas mediante time-lapse. (K) Se realizé triangulacion de Delaunay
para cuantificar la dispersién celular. El area promedio se graficé a las 0y 10 horas. Barra
de error: error estandar, ****P<0.0001, n = 13 (test no paramétrico de Kruskal-Wallis).
Aumento de 10X. Barra: 100um (L) Porcentaje de fenotipo migratorio/no migratorio del total
de explantes de CNC.
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. Gai2 es requerida para mantener la dinamica de actina, la
distribucion de tubulina y la morfologia de las células de la cresta
neural craneal en Xenopus

Para comenzar a dilucidar el mecanismo molecular por el cual Gai2 controla la
migracion de células de la CNC, se analizé el efecto de la pérdida de funcion de
Gai2 sobre la morfologia celular y la dindmica del citoesqueleto de actina. En primer
lugar, se explantaron células de CNC en estadio 17 a partir de embriones
microinyectados con H2BCherry y Lifeactin GFP, los cuales se cultivaron en
fibronectina y se examinaron mediante microscopia confocal espectral (Leica SP8,
CMA-BioBio) y “time lapse”. Con el fin de cuantificar el cambio en la morfologia
celular durante la migracion en la condicion control y en la condicion morfante, se
analizé a través del software ADAPT el area protruyente, el area retractil, la

velocidad de crecimiento de la protrusiéon y la velocidad de la retraccion (Fig. 10).

Como resultado se obtuvo que las células inyectadas con morfolino contra Gai2
mostraron un aumento significativo en el area protruyente en comparacion con los
controles (alrededor de un 70%, mientras que las células control protruyen sélo en
un 30%) (Fig. 10A-C). El area retractil disminuy6 significativamente en la condicién
morfante (las células control se retraen en aproximadamente un 60%, en cambio las
células morfantes s6lo experimentan alrededor de un 30% de retraccion) (Fig. 10D).
También se analiz6 la velocidad del crecimiento de la protrusion versus la velocidad
de las retracciones, encontrandose que tanto las células control como las células
morfantes no muestran diferencias significativas en la velocidad de crecimiento de
la protrusion, a pesar de que las células morfantes muestran una clara tendencia a
ser mas lentas en su dindmica de actina (2.06 um/min + 0.51 para las células control;
0.89 um/min %= 0.88 para las células morfantes), no obstante la velocidad de
retraccion fue significativamente menor en las células morfantes en comparacion a
las células control (2.04 um/min + 0.72 para las células controles; 0.26 um/min +
0.13 para las células morfantes), lo que evidencia que las células morfantes para

Gai2 experimentan problemas con la contraccion del cuerpo celular, lo que sugiere
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que Gai2 esta regulando los procesos dinAmicos necesarios para la migracion

celular.
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Figura 10. La pérdida de funcién de Gai2 altera la dinamica del citoesqueleto de actina
de las células de CNC. Embriones de Xenopus se microinyectaron con Lifeactin GFP y
H2B Cherry para evaluar la distribucién del citoesqueleto de actina en el tiempo de
explantes de CNC. Se evalué la dindmica del citoesqueleto de actina durante 5 minutos,
cada 20 segundos, mediante microscopia confocal (Leica SP8, CMA) y time-lapse. Los
videos fueron procesados a través del software ADAPT de ImageJ. (A-B) Las peliculas se
segmentaron y se obtuvo el area protruyente en verde y el area retractil en rojo (cuadrado
punteado blanco en los paneles A y B, la cual se ampli6 en los paneles a la derecha,
imagenes que fueron obtenidas gracias a la segmentacion). (C-F) Se cuantifico el
porcentaje de area protruyente, el porcentaje de area retractil, la velocidad de crecimiento
de protrusion y velocidad de retraccion a través del software ADAPT. Las barras de error
corresponden a £ SEM. **P<0.0086; ****P<0.0001. n = 3 experimentos por condicion (T-test
independiente) Se analizaron 3 células elegidas al azar por cada experimento. Aumento:
63X. Barra: 10 pm.
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También se analiz6 la distribucién del citoesqueleto de actina y tubulina mediante
ensayos de inmunofluorescencia (Fig. 11). Tanto la distribucién de actina cortical
como la organizacion de los MTs se observo mediante inmunofluorescencia contra
a-tubulina y F-actina, y se cuentifico de la forma como se muestra en la Fig 11J,
determindndose que para las células controles la actina cortical se encuentra
concentrada en el borde director (Fig. 11A, escala pseudocolor flecha verde),
mientras que los MTs se distribuyen desde el centrosoma hacia el borde de la célula
de manera radial (Fig. 11C, escala pseudocolor). Muy por el contrario, para el caso
de las células morfantes, la actina cortical se pierde en el borde director de la célula
(Fig. 11D, corchete blanco), mientras que la tubulina se concentra hacia el borde
director de manera significativa (Fig. 11E, Fig. 11F flecha verde escala
pseudocolor). Al observar los gréaficos de intensidad de fluorescencia se evidencia
que las células morfantes para Gai2 (Fig. 11E) poseen una distribucion
completamente contraria a las células controles (Fig. 11B) de actina cortical versus
tubulina, con una aparente inversion de la organizacion de ambos citoesqueletos.
Esto es interesante ya que se sugiere que la tubulina altamente concentrada en las
células morfantes para Gai2 podria estar ocupando el espacio que requiere la actina
para conformar el cortex celular. En todos los casos en que se analizé la morfologia
de las células morfantes para Gai2 se observé un aumento del area protruyente
(Fig. 10C, Fig. 12B-D) con una disminucion en la circularidad de las células (Fig.
12E), lo que podria estar relacionado con la organizacion de los MTs en direccion
al frente celular. Si los MTs se encuentran altamente polimerizados hacia el borde
director, y ocupando el espacio de la actina cortical cortical, una alternativa para
intentar restaurar la distribucion de la tubulina, y con ello de la actina, podria ser
utilizar una droga despolimerizante de los MTs. En este sentido, al utilizar 10uM de
Nocodazol se observd, como se esperaba, una despolimerizacion eficeinte de los
MT (Fig. 111, escala pseudocolor) y un rescate parcial en la distribucion de la actina
cortical (Fig. 11G, escala pseudocolor), lo que se aprecia también en los gréaficos de
intensidad de fluorescencia (Fig. 11H), demostrando que en las células morfantes
para Gai2 efectivamente los MTs estarian ocupando el espacio de la actina cortical,

afectando la morfologia celular (otorgandole esta morfologia alargada) y con ello,
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afectando también la migracion apropiada de la CN. Por lo tanto, el tratamiento con
Nocodazol también permiti6 rescatar la morfologia celular (Fig. 12A-C)
disminuyendo significativamente el area protruyente (Fig. 12D) y aumentando
significativamente la circularidad de la célula, la cual se habia perdido en
condiciones de pérdida de funciéon de Gai2 (Fig. 12E).

Por lo tanto, todos estos antecedentes apuntan a que la organizacion de los MTs

seria el factor clave paralamigracion de la CN regulada por la subunidad Gai2.
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Figura 11. La pérdida de funciéon de Gai2 altera la distribucion del citoesqueleto de
actina y tubulina en células de CNC, distribucidon que se restaura parcialmente con
Nocodazol. Se explantaron células de CNC provenientes desde embriones Control y
embriones microinyectados con morfolino de Gai2, los cuales fueron cultivados en matrices
de fibronectina y se les realiz6 ensayos de inmunofluorescencia para visualizar F-actina y
a-tubulina (A-F). Explantes morfantes también fueron tratados con 65 uM de Nocodazol por
30 minutos para favorecer la despolimerizacion de los MTs para intentar rescatar la
distribucion de actina y tubulina (G-1). EI morfolino de Gai2 afecta severamente la
distribucién de actina cortical e incrementa la distribucién de tubulina hacia el borde director.
(B, E, H) Cuantificacion de la Intensidad de fluorescencia de actina y tubulina. (J)
Representacion esquematica de la cuantificacion para la distribucién de actina y tubulina
desde el borde del nucleo a la corteza celular (A: actina, T: tubulina). Barras de Error: Error
estandar *** P<0.001, * P<0.1. Aumento: 40X. Barra: 10 um (N experimental: Se analizaron
3 células por condicion de 3 experimentos independientes)
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Figura 12. Nocodazol restaura parcialmente la morfologia de células morfantes para
Gai2 durante la migracion de la CNC. La morfologia celular se evalu6 tras 10 minutos por
microscopia confocal y “time lapse”. (A-C) Explantes de CNC fueron extraidos desde
embriones de Xenopus en estadio 17, previamente inyectados con GFP de membrana e
H2B cherry. Estos se incubaron sobre una placa de fibronectina y se realiz6 el seguimiento
del cambio de morfologia celular cada 20 segundos por 10 minutos totales. Las flechas
verdes indican un aumento en el area protruyente en todos los casos. (D) A través de la
sustraccion de los periodos de cambio del area a la imagen en tiempo O se generaron
imagenes de extension celular en el tiempo, observandose un aumento significativo en el
area protruyente en células morfantes para Gai2 con respecto a las células control, mientras
que las células morfantes para Gai2 que fueron tratadas con Nocodazol restauran
parcialmente la morfologia celular, mostrando una disminucion significativa en area
protruyente en comparacion a las células morfantes. (E) La circularidad se evalué dibujando
el perimetro celular en ImageJ, donde un niamero cercano a 1 se traduce en una mayor
circularidad. La significancia fue evaluada con un test de Mann-Whitney para datos no
paramétricos. Barras de Error: Error estandar *** P<0.001, * P<0.1. Aumento 40X. Barra:
10 um. Control n total = 10 explantes; Mo Gai2 n total = 10 explantes; Mo Gai2 + Nocodazol
n total = 10 explantes.

Circularidad
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M. Gai2 es requerida para mantener la dinamica de los MTs durante la
migracion de la CNC en Xenopus

Durante la migracion celular, los MTs son un componente fundamental para
mantener la forma celular, regular la polaridad de proteinas que remodelan el
citoesqueleto de actina, el ensamblaje y reciclaje de componentes de adhesion
célula-célula y célula-matriz, y el transporte de diferentes cargos en todo el cuerpo
celular. Debido a que se observaron diferencias notorias en la distribucion de la
tubulina en las células morfantes para Gai2, la cual se concentré hacia el borde
director, se procedié a analizar qué poblacion de MTs se encuentra concentrada

en la corteza celular.

Los resultados mostraron un aumento significativo de tubulina acetilada (Fig. 13D),
la cual constituye MTs mas estables, mientras que las células controles mostraron
menos tubulina acetilada en el borde director (Fig. 13A), lo que sugiere que estas
células requieren MTs méas dinamicos en esta zona, lo cual fue validado también
mediante Western-blot (Fig. 13G-H). También se analizé la localizacién de Gai2 en
relacion a la localizacion de a-tubulina, mostrando que ambas proteinas se
encuentran ubicadas en el mismo espacio subcelular (Fig. 13I-L), ademas de
encontrarse formando parte de un mismo complejo de interaccion (Fig. 13M) junto
con otras proteinas de unién al extremo + de los MTs como EB1 (Fig. 13N) y EB3
(Fig. 130), las cuales se unen a la tubulina para regular la dinamica de los MTs (las
flechas blancas muestran las bandas de proteina correspondientes). Esta
interaccién sugiere una relacion funcional entre Gai2 y proteinas de union a extremo
mas que controlan la dindmica de los MTs, ademas del cambio tan drastico en la
organizaciéon de la tubulina en condiciones morfantes para Gai2 (Fig. 11F) y el

aumento de la tubulina estable hacia el borde director (13D).

A continuacion, buscamos validar si Gai2 regula la dinamica de los MTs durante la
migracion de la CNC. Para responder a esto, etiquetamos las células de CNC con
EB3-GFP, una proteina de unién a MTs en el extremo + fusionada a GFP, y
capturamos imagenes en un microscopio confocal Leica SP8, lo que permite la

visualizacion en alta resolucién de MTs en crecimiento. Realizamos un seguimiento
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de los cometas EB3-GFP cada 3 segundos y cada 1.5 segundos, y comparamos la
velocidad de crecimiento de los MTs, su longitud de crecimiento, el tiempo de vida
de los cometas y las pausas experimentadas, mediante cuantificacion automatica
utilizando el software PlusTipTracker para Matlab (Applegate y col. 2011), de
manera de realizar un andlisis exhaustivo de la dinamica de los cometas, el cual fue

previamente validado en el modelo de CNC en Xenopus (Moore y col., 2013).

Estos cometas se clasificaron como lentos o rapidos y de corta o larga duracion
basado en la velocidad promedio de crecimiento (11um/minuto) y el tiempo de vida

de los cometas (23 segundos) del conjunto de datos.

Gracias a estos analisis observamos que la inhibicién de la expresion de Gai2 redujo
la proporcion de MTs rapidos de corta duracién en favor de MTs mas lentos, de corta
y larga duracion (Fig. 14A-C). Por lo tanto, los MTs de células morfantes crecen mas
lentamente que los MTs de células controles. Mas en detalle, gracias al software
PlusTipTracker encontramos que la velocidad de crecimiento de los cometas en las
células morfantes para Gai2 es significativamente mas lenta (8.52 pm/min) en
comparacién con las células controles (10.53 um/min) (Fig. 14D). Estos resultados
dan cuenta de que los MTs provenientes de células morfantes para Gai2 son
menos dinamicos (lo que concuerda con un aumento de tubulina acetilada en
condiciones morfantes para Gai2). Cabe destacar que no observamos diferencias
significativas, entre las células controles y las células morfantes para Gai2, en el

namero de pausas que experimentan los cometas de EB3-GFP (Fig. 14E).

Por otro lado se calcul6 el porcentaje de catastrofes de los MTs de manera manual
mediante el plugin MtrackJ de ImageJ. Para estos efectos comparamos el nimero
total de MTs en catastrofe (cometas que desaparecen) con el niumero total de MTs
(cometas) en el borde libre y en el contacto célula-célula mediante el seguimiento
de la proteina EB3-GFP. En las células controles, los MTs en el contacto célula-
célula experimentaron un porcentaje mayor de catastrofes (Fig. 14F) en
comparacion con los MTs en el borde director, mientras que al silenciar Gai2 el
porcentaje de catastrofe fue significativamente menor en el contacto célula-célula

que en las células controles (Fig. 14F). Esto sugiere que Gai2 es requerida para
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promover la catastrofe de los MTs durante la migracién de células de la CNC de

Xenopus, lo que se condice con una disminucién en la dindmica de los MTs.

Gracias a todos estos resultados podemos concluir que Gai2 cumple un papel
crucial en modular la dinamica de los MTs durante la migracion celular, ya que en
condiciones de disminucion de la expresion de Gai2, los MTs son més estables en
el tiempo, menos dindmicos y ocurren menos catastrofes en comparacion con

las células controles.
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Figura 13. Las células morfantes para Gai2 muestran un aumento en la tubulina
estable y Gai2 interacciona con diferentes componentes de la dinamica de los MTs.
(A-F) Inmunofluorescencia contra tubulina acetilada (verde) y actina (rojo) en células
controles y células morfantes para Gai2. Aumento 40X. La disminucion de la expresion de
Gai2 provoca un aumento en la localizaciéon de la tubulina acetilada hacia el borde director,
ademas de un aumento en la cantidad de tubulina acetilada en comparacion a las células
controles, analizado mediante Western Blot (G-H). (I-L) Inmunofluorescencia contra Gai2 y
a-tubulina muestra que ambas proteinas se encuentran co-localizando. Aumento 63X.
Barra: 5 um. (M-O) Ensayos de coinmunoprecipitacion muestran que Gai2 se encuentra
interaccionando con a-tubulina, y con proteinas de union a extremo “mas” de los MTs EB1
y EB3, posiblemente regulando su dinamica de crecimiento. La colocalizacion de las
proteinas se analizé mediante el software JACoP de Image cuyo coeficiente de Pearson
fue de 0.743, mientras que el coeficiente de solapamiento fue de 0.779. n total = 3 lisados
por condicion.
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Figura 14. Las células morfantes para Gai2 tienen MTs menos dindmicos en
comparacion alas células control. (A-B) Se obtuvieron imagenes cada 2 segundos por 5
minutos totales mediante microscopia confocal Leica SP8. Los videos de las células
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marcadas con EB3GFP fueron recortados a una region de interés. Se les aplicé una
reduccion de ruido y se les removi6 el fondo desde ImageJ, y se les aplico un algoritmo de
diferencia de gaussianos (DoG) para resaltar los cometas en crecimiento. (C) Los videos
se analizaron a través de Matlab utilizando el software plusTipTracker para detectar y
analizar los extremos en crecimiento de los MTs a través del seguimiento de proteinas +TIP
(Applegate y col., 2011). Se utilizé un script que probé cientos de parametros de deteccion
de los cometas para seleccionar la configuracion éptima para el analisis. Los parametros
de plusTipGetTracks determinados en este trabajo fueron: Search Radius Range (pixels) 5-
12, Minimum Sub-Track Lenght (frames) 3; Max Gap Lenght (frames) 8; Max Shrinkage
Factor 0,8; Max angle Forward 40; Max angle Backward 10; Fluctuation Radius 2,2. Luego
de analizar cada regién de interés en los videos de 5 minutos de duracién, se realizé un
andlisis estadistico ANOVA para multiples condiciones y Test T-Student (de dos colas) para
comparar las diferencias significativas en distintas condiciones. Las células se separaron
en cuatro grupos en funcion de la velocidad de crecimiento (lento <11 pm/minuto <rapido)
y la duracién (de corta duracion < 23 segundos <de larga duracidn). Las células inyectadas
con morfolino de Gai2 tienen un porcentaje mayor de MTs lentos de corta y larga duracion,
y un porcentaje menor de MTs rapidos de corta y larga duraciébn en comparacion a las
células control. (D) La velocidad promedio de crecimiento de los MTs morfantes para Gai2
es de 8.52 um/min £ 0.301 y es significativamente menor en comparacion a las células
control, cuya velocidad de crecimiento es en promedio 10.53 pm/min + 0.297. (E) La
cuantificacion de las detenciones (pausas) de los cometas no arrojé diferencias
significativas entre células control y células morfantes para Gai2. (F) Utilizando el plugin
MtrackJ de ImageJ se marc6 manualmente la trayectoria de los cometas en el tiempo,
especificamente de aquellos que entran o salen de una region de interés pre-establecida
en el contacto célula-célulay en el borde director. Al término de los 2.5 minutos se hizo una
relacion entre los cometas que permanecen en la zona versus los cometas totales que
entraron al area. De esta relacidn se obtuvo el porcentaje de cometas que permanecen
estables y la diferencia correspondié por lo tanto a los cometas que desaparecieron
(cometas que entraron en catastrofe):

cometas que permanecieron en la zona rectangular

% cometas estables = x 100

cometas totales

100% - % cometas estables = %catastrofes

Los resultados se graficaron para comparar las catastrofes que ocurren en el borde director
de células control o morfantes versus aquellas que ocurren en el contacto célula-célula en
ambas condiciones. Las células control muestran un % de catéstrofes de 53,8% en el borde
director y un 75,1% en el contacto célula-célula. Por otro lado, las células morfantes para
Gai2 muestran un % de catastrofes de 42.9% en el borde director y de sélo un 47.3% en el
contacto célula-célula. Para evaluar su significancia estadistica se aplicé test ANOVA y t-
student. N = 3 experimentos por condicion. Aumento: 63X. Barra: 10 um.
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V. Nocodazol rescata la migraciéon en células morfantes para Gai2 a
través de la despolimerizacion de los MTs

Como bien sabemos, el crecimiento de los MTs podria promover directamente la
formacién del lamelipodio y, por lo tanto, ser necesario para la estabilizacién
selectiva de un borde director para mantener un movimiento dirigido de la célula
durante el proceso de migracién. En este sentido, sugerimos que los niveles de
tubulina estable deben regularse cuidadosamente para tener una polarizacion
adecuada de la célula, que le permita migrar y cambiar dinAmicamente de direccion
en la migracion en procesos como “Inhibicién de la locomocion por contacto” (CIL).
Estudios realizados por Rachel Moore y colaboradores en 2013 mostraron que la
catastrofe de MTs es un proceso esencial durante CIL en la migracion de las células

de CNC en Xenopus.

Anteriormente ya comprobamos que las células morfantes para Gai2 poseen mas
tubulina acetilada que las células controles, ademas de mostrar un % de catéstrofes
reducido en el contacto célula-célula y una dinamica de MTs mas lenta en
comparacion a las células controles. Con el fin de analizar en mas detalle si Gai2
regula la migracion de las células de la CNC a través del control de la dindmica de
los MTs, intentamos rescatar el fenotipo morfante de Gai2 usando una
concentracion baja de Nocodazol (65 nM). Nocodazol corresponde a una molécula
gue interfiere en la dinAmica de ensamble y desensamble de los MTs, el cual mostrd
tener un efecto parcial sobre la despolimerizacion de los MTs y ningun efecto sobre
la dispersion de las células controles (Fig. 15D). Por otro lado, en un contexto
morfante de Gai2, donde hemos descrito que el morfolino de Gai2 bloquea la
dispersién de las células de CNC (Fig. 15B); el tratamiento de las células morfantes
con una concentracion de 65 nM de Nocodazol rescato la dispersion celular de
manera eficiente (Fig. 15C, 15E). Curiosamente, el tratamiento de las células
controles con 65 nM de Nocodazol no mostré diferencias significativas en el grado
de dispersion de las células, lo que sugiere que la despolimerizacion de los MTs es

crucial para la migracion celular.
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Estos resultados evidencian que se necesitan niveles controlados de
polimerizacion y despolimerizacion de la tubulina para promover la migracion

de las células de CNC.
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Figura 15. El tratamiento con Nocodazol de células morfantes para Gai2 restaura la
migracién radial de las células de CNC. (A-D) Explantes de CNC fueron extraidos desde
embriones de Xenopus en estadio 17, previamente inyectados. Estos se incubaron sobre
una placa de plastico con fibronectina y la dispersion de las células de cada condicion fue
evaluada durante 10 horas a través “time-lapse”. Todos los embriones fueron co-inyectados
con H2B-Cherry y GFP de membrana para seguimiento individual de la célula vy
cuantificacién de la dispersion. Se evaluaron cuatro condiciones: Control, Morfolino contra
Gai2, Morfolino contra Gai2 + 65 nM de Nocodazol y Control + 65 nM de Nocodazol. Bajo
cada imagen representativa se muestra la triangulacion de Delaunay en cada condicion en
el tiempo final (10 horas). (E) El radio entre las areas promedio correspondientes al tiempo
final fueron graficados a las 10 horas. Se evalu6 la significancia con un test de Mann-
Whitney para datos no paramétricos (****, p<0,0001). Barras de error: Error estandar.
Aumento 10X. Barra: 10 um. Control n total = 21 explantes; MO Gai2 n total = 24 explantes;
MO Gai2 + 65 nM Nocodazol = 36 explantes; Control + 65 nM Nocodazol = 30 explantes; 3
ensayos. Los experimentos fueron realizados en Xenopus laevis.
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V. Gai2 es requerida para mantener la dinamica de las adhesiones
focales durante la migracion de la CNC en Xenopus

Como se vio en resultados anteriores, las células morfantes para Gai2 presentan
defectos en la migracién y muestran cambios evidentes en la morfologia celular
(principalmente en el &rea de sus protrusiones), ademas de presentar MTs mas
estables en el tiempo, lo cual podria estar relacionado con la dinamica y estabilidad
de las adhesiones focales. Esta premisa suena bastante logica si pensamos que los
MTs son verdaderas “carreteras celulares”, ya que se encargan de transportar
proteinas esenciales que participan en el ensamble y desensamble de las

adhesiones célula-matriz.

Para evaluar la contribucion de los MTs en la morfologia y dindmica de las
adhesiones focales, se realizdé en primer lugar una inmunohistoquimica contra -
integrina y fosfopaxilina (P-Pax), ambas proteinas claves en el ensamblaje de las
adhesiones focales, tanto en la condicion control como en la condicion morfante
para Gai2. Se ha descrito que las integrinas, una vez que se encuentran en su
conformacion activa, reclutan a varias proteinas adaptadoras con actividad quinasa,
entre ellas FAK, Src y Paxilina (esta ultima es fosforilada por Src) (Parsons y col.,
2010).

En primer lugar, las células con pérdida de funcién de Gai2 mostraron adhesiones
focales de mayor area, en comparacion a células controles, las cuales son
significativamente mas pequefias (Fig. 16A-F). Asimismo se evaluo la estabilidad
de las adhesiones focales encontrandose una estabilidad en el tiempo
significativamente mayor en las células morfantes para Gai2 (Fig. 16G-J) en
comparacion a las células controles, lo que sugiere que las integrinas y todas las
proteinas adaptadoras que conforman la adhesion focal permanecen mucho mas
tiempo en el borde celular. Adicionalmente, realizamos ensayos de co-
inmunoprecipitacion entre Gai2 y a5-integrina, las cuales segun nuestros resultados
forman parte de un complejo de interaccion (Fig.16K). Estos resultados sugieren
gue las células morfantes para Gai2 poseen una dinamica de desensamblaje

mas lenta de las adhesiones focales, en contraste con las células controles, lo
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que podria tener relacién con el control que ejerce Gai2 sobre la dinamica de los
MTs.

Para evaluar la dinAmica de ensamblaje y desensamblaje de las AF dependiente de
los MTs, ambas condiciones celulares (controles y morfantes para Gai2) fueron
sincronizadas con 65 uM de Nocodazol, de manera de fijar las adhesiones en la
membrana celular al depletar a las células de la red de MTs. Posterior al tratamiento
con Nocodazol, las células se lavaron para reestablecer la polimerizacion de los MTs
(y con ello el transporte de diferentes cargos) y se fijaron a distintos tiempos para
establecer una curva de la dinamica de ensamblaje y desensamblaje de las
adhesiones focales. A éstas se les realizé inmunofluorescencia contra P-pax y a-

tubulina, y se analiz6 el area de las adhesiones focales en el tiempo.

En las células controles especificamente, se observa que a medida que aumentan
los tiempos después de los lavados, el area de las adhesiones focales disminuye
rapidamente a los 30 segundos (Fig. 17A-D). Asimismo, ya al minuto uno se obtuvo
un aumento drastico en el area de las adhesiones focales (Fig. 17C-D, 17M barras
verdes), lo que evidencia un periodo de ensamblaje y desensamblaje de 30
segundos cada uno. Muy por el contrario, las células morfantes para Gai2 muestran
una disminucién en el area de las adhesiones focales recién a los 5 minutos,
disminucién que persiste hasta los 10 minutos (Fig. 17G-L, 17M barras rojas),
evidenciando una “ventana” de mas o menos 5 minutos en el periodo de
desensamblaje, muy diferente a lo que ocurrié con las células controles cuya
‘ventana” soélo fue de 30 segundos entre un proceso y otro. Estos resultados
muestran que el proceso de desensamblaje de las adhesiones focales seria
mucho més lento en las células morfantes para Gai2 en comparacion a las
células controles (Fig. 17M). Estos antecedentes, sumados a un aumento
significativo en la estabilidad de las adhesiones focales en el tiempo (161) nos llevan
a concluir que Gai2 regula la dinamica de desensamblaje de las adhesiones focales
a través de los MTs, proceso que afectaria significativamente a la migracion in vitro
(Fig. 9). Este resultado, en conjunto con la disminucién en la dinAmica de los MTs

(Fig. 14), la disminucion significativa de la retraccién celular y un aumento
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significativo del area protruyente (Fig. 10), en condiciones de pérdidad de funcién
de Gai2 (Fig. 14), sugieren una posible funcién de Gai2 sobre las proteinas G

pequefias de la familia Rho.

Por lo tanto, ya que la polimerizacion de actina y la dinamica de ensamblaje y
desensamblaje de adhesiones focales se encuentra regulada por las proteinas
RhoA y Racl (cita), nuestro siguiente paso fue analizar la localizacion subcelular de
ambas proteinas en un contexto normal y en la condicion morfante para Gai2, asi
como también la localizacion de otras proteinas que regulan la polaridad celular

como Par3 y (PKC, y su relacién con Gai2.
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Figura 16. Las células morfantes para Gai2 poseen adhesiones focales mas grandes
y mas estables en el tiempo que las células controles. (A-D) Imagenes obtenidas
mediante microscopia confocal. En verde se observan las adhesiones focales de células
controles (A, C) y células morfantes para Gai2 (B, D), visualizadas con anticuerpo anti -
integrina y P-Pax. Aumento: 40X. Barra: 10 um. En (E) se observa la cuantificacion del
namero de adhesiones focales y en (F) el area de adhesiones focales de las células en las
condiciones de estudio. Andlisis estadistico mediante t-student (**, p<0,01; n explantes: 43).
(G-H) Imagenes obtenidas mediante “time lapse” de microscopia confocal. En verde se
observa FAK-GFP. Aumento: 63X. Barra: 5 um. (I-J) Medidas de la variacion del &rea en
el tiempo y de la estabilidad de las AF. En ambos casos las células morfantes para Gai2
poseen una estabilidad mayor en el tiempo, en comparacién a las células controles. Analisis
estadistico mediante t-student (*, p<0,1; ***, p<0,001; **** p<0,0001; n explantes: 11). (K)
Co-inmunoprecipitacién de Gai2-V5 con a5Integrina-GFP. S/A: Sin anticuerpo; N/R:
anticuerpo no relacionado; input: lisado total.
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Figura 17. Las células morfantes para Gai2 poseen una dinamica de desensamblaje
de las adhesiones focales mas lenta que las células controles. (A-L)
Inmunofluorescencia usando anticuerpo anti P-Pax (rojo) y a-tubulina (verde) en explantes
controles versus explantes morfantes para Gai2 previo tratamiento con Nocodazol [10 uM].
La pérdida de funcion de Gai2 muestra un aumento en el rea de las adhesiones focales y
una disminucion en la dinamica de desensamblaje de adhesiones focales posterior al
tratamiento con Nocodazol. n = 27 (n° de explantes), N = 3 (réplicas experimentales). (M)
Gréfico normalizado donde se observa un retraso en el desensamblaje de las adhesiones
focales (5 minutos) en condiciones morfantes de Gai2, en comparacion a las células
controles las cuales desensamblan al 30 segundos, posterior al tratamiento con Nocodazol.
Error estdndar, * p < 0.1, **** p < 0,0001. n = 27 (n° de explantes), N = 3 (réplicas
experimentales). Aumento: 63X. Barra: 5 pm.
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VI. Gai2 es requerida para mantener la polaridad celular durante la
migracion de la CNC en Xenopus

En la dltima década, los MTs han emergido como componentes moleculares
importantes en el control de la migracion celular, a través de la regulacion de una
serie de eventos celulares, entre ellos el trafico celular, la morfologia celular y la
polaridad (Etienne-Manneville, 2013). Por ejemplo, alteraciones en la polimerizacion
de los MTs alteran la formacioén de lamelipodios a través de la inhibicion de Racl

(Laan, y col., 2008; Waterman-Storer y col., 1999).

Con el fin de continuar dilucidando el mecanismo funcional de Gai2 en la migracion
de las células de la CNC, nos preguntamos si se requiere Gai2 para establecer una
correcta polarizacion durante la migracion de células de la CN. Varios trabajos
proponen que todas las isoformas de Gai controlan la dinamica del huso mitético y,
por lo tanto, la division celular asimétrica y la polaridad celular desde invertebrados
hasta mamiferos (Siller y col., 2009; Williams y col., 2014; Villaseca y col., 2022).
Por lo tanto, a continuacién, investigamos si Gai2 regula la polaridad celular
evaluando el efecto de la pérdida de funcién de ésta sobre proteinas de polaridad
celular como Par3 y (PKC en explantes de CNC. Comenzando con la premisa de
que Par3 controla la migracién de células de la CN a través de la catastrofe de MTs
durante CIL (Moore y col. 2013) y que {PKC es un marcador apical, realizamos
ensayos de inmunofluorescencia contra ambas proteinas. En las células controles
se observa a Par3 mayoritariamente localizada en el contacto célula-célulay a (PKC
en el borde director (Fig. 18A, 18C). Muy por el contrario, en explantes morfantes
para Gai2 observamos una deslocalizacion de ambas proteinas (Fig. 18B, 18D), con
una disminucién en la intensidad de fluorescencia de ambas (Fig 18E, 18F) lo que
sugiere un efecto severo sobre la polaridad celular en condiciones de disminucion
de la expresion de Gai2. Ademas, la proteina Gai2 y (PKC se encuentran formando
parte de un complejo de interaccion, tal como se muestra en la figura 18G, lo que
revela una relacién funcional entre Gai2 y el correcto establecimiento de la polaridad

celular durante la migracion de la CNC.
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Por otro lado, también analizamos la localizaciéon de las formas activas de Racl y
RhoA en explantes de CNC en condiciones de pérdida de funcion de Gai2, ya que
ambas proteinas cumplen una funcion fundamental en la migracion de la CNC y en
CIL (Carmona-Fontaine y col., 2011; Moore y col., 2013). Para esto se inyecto
ARNmM de sondas de estas proteinas que corresponden a los dominios de union de
los efectores Pakl (efector de Racl) y Rhotekin (efector de RhoA) fusionados a la
proteina GFP, con el fin de detectar las conformaciones activadas, es decir, unidas
a GTP de estas proteinas. Los explantes de CNC se cultivaron en fibronectina y la
localizacion de cada GTPasa activa se control6 mediante microscopia confocal en
célula viva. Como describié previamente Carmona-Fontaine y col. (2011) en las
células de CNC controles, Racl activa se localiza en el borde libre de la célula hacia
la direccion de la migracion, y su actividad se inhibe en el contacto célula-célula ya
que aumenta RhoA (Fig. 19A-C flechas blancas, Fig. 191-K, flecha blanca). Muy por
el contrario, las células morfantes para Gai2 no pueden migrar o separarse de los
explantes, y en comparacion con los controles, las células morfantes para Gai2
presentan mayor localizacion de la proteina Racl activa en las protrusiones, incluso
en el contacto célula-célula donde deberiamos localizar a RhoA (Fig. 19L-M, Fig.
19Q). De hecho, se observé un cambio notable también en la localizacion de la
proteina RhoA activa, la cual se localiza ahora hacia el borde director de las células
(Fig. 19D-F flechas blancas), muy diferente a las células controles, donde se localiza
hacia el borde posterior o contacto célula-célula (Fig. 19B-C). Ademas, realizamos
ensayos de inmunofluorescencia contra la fosforilacién en Serina 19 de la cadena
liviana de la Miosina para estudiar la activacion de la via ROCK, encontrandose que
en células morfantes para Gai2, pMLC se encuentra concentrada hacia la corteza
celular (Fig. 19H), mientras que en las células de CNC controles pMLC se localiza
de manera puntiforme hacia el centro de la célula, en el borde posterior el cual es
conocido como borde retractil (Fig. 19G), lo que podria sugerir una disminucién
severa en la contraccion celular y la fuerza de traccion que permiten la
migracion de las células de la CNC. Este resultado se condice con los hallazgos
de una disminucion en el area de retraccion y en la velocidad de retraccion de las

protrusiones de las células morfantes para Gai2 (Fig. 10D, Fig. 10F), lo que tendria
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relacion con un cambio en la fuerza de traccion celular que dificulta la retracciéon de

la célula, promovida por pMLC.

Debido a que la polimerizacion de los MTs activa localmente a Racl, lo que conduce
a un aumento en la actividad de Racl hacia las protrusiones (Waterman-Storer y
col., 1999), quisimos probar si Nocodazol como droga depolimerizante de los MTs
es capaz de rescatar los niveles de Rac1 activos en células morfantes para Gai2.
Tal como se observa en los resultados en la Figura 19R y Figura 19S, Nocodazol
reestablece los niveles de Rac1 activos en las células morfantes para Gai2,
probablemente porque la despolimerizacion de MTs libera mas RhoA activa
(Bershadsky y col., 1996). Todos estos resultados muestran que Gai2 regula la
polarizacion durante la migracién de las células de la CNC, ya que todos los
marcadores analizados cambiaron su localizacion subcelular al disminuir los niveles
de Gai2, lo que podria estar relacionado a la alteracion de la red de MTs, y con ello

probablemente al transporte correcto de estas proteinas de polaridad celular.
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Figura 18. Las células morfantes para Gai2 pierden la localizacion normal de
proteinas de polaridad celular como {PKC y Par3. (A-B) Inmunofluorescencia contra
(PKC en células controles y células morfantes para Gai2. En verde se observa la proteina
enddgena (PKC principalmente concentrada hacia el borde libre de las células (cabeza de
flecha) en la condicion control. En azul observamos DAPI para tincion de nucleos y en rojo
faloidina. Las células morfantes para Gai2 ademas se co-inyectaron con H2B GFP para la
deteccion de las células que recibieron el morfolino de Gai2. (C-D) Inmunofluorescencia
contra Par3 en células controles y células morfantes para Gai2. En verde se observa la
proteina enddgena Par3 principalmente concentrada en el contacto célula-célula de los
explantes (cabeza de flecha) en la condicién control. En azul observamos DAPI para tincion
de ndcleos y en rojo faloidina. Al igual que en el caso anterior, las células morfantes para
Gai2 ademas se co-inyectaron con H2BGFP para la deteccion de las células que recibieron
el morfolino de Gai2. (E-F) Gréficos de intensidad de fluorescencia para las proteinas Par3
y (PKC. La intensidad de fluorescencia de ambas proteinas en condiciones morfantes para
Gai2 es menor en comparaciéon a las células control observandose una pérdida de la
localizacién normal de estas proteinas. La significancia fue evaluada con un test de Mann-
Whitney para datos no paramétricos (***, p<0,001). Barras de error. Error estandar.
Aumento: 63X. Barra: 10 pm. (G) Co-inmunoprecipitacion de Gai2-V5 con (PKC-GFP. S/A:
Sin anticuerpo; N/R: anticuerpo no relacionado; A/G: proteina A/G agarosa; input: lisado
total. Imagen selccidonda de n replicas.
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Figura 19. Las proteinas Racl y RhoA activas cambian su localizacién bajo
condiciones de disminucién de la expresion de Gai2 y Nocodazol rescata el fenotipo
morfante para Gai2. (A-F) Escala de pseudocolor para la visualizacion de cambios en la
localizacién de proteinas fluorescentes en explantes provenientes de embriones co-
inyectados con la sonda rGBD-GFP. Esta sonda contiene el dominio de union de la proteina
efectora Rhotekin a RhoA-GTP fusionado a GFP, lo que permite observar la localizacion de
RhoA activa en el tiempo. En las células control se puede observar la localizacion de RhoA
activa concentrada hacia el borde posterior (contacto célula-célula). En condiciones
morfantes para Gai2 se observa a RhoA activa mas concentrada hacia el borde director
(borde libre de células). (G-H) Inmunofluorescencia contra pSerl9MLC para observar la
localizacion de los efectores de la via ROCK. En las células controles se observa una
localizacién puntiforme de pMLC hacia el centro y el borde posterior de la célula, mientras
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que en las células morfantes para Gai2 pMLC se concentra hacia la corteza celular,
especificamente hacia el borde director de las células. (I-N) Escala de pseudocolor para la
visualizacién de cambios en la localizacion de Racl activa a través de la sonda pGBD-GFP.
Esta sonda contiene el dominio de union de la proteina efectora PAKL a Racl-GTP
fusionado a GFP, lo que permite observar la localizacién de Racl activa en el tiempo. En
las células controles se puede observar que Racl se localiza hacia el borde director y que
se “apaga” cuando las células colisionan durante CIL (flecha blanca), activandose en el
borde libre. En las células morfantes para Gai2 vemos que Rac1 se localiza activa en toda
la célula, y se “enciende” cuando las células colisionan durante CIL (flecha blanca). (P-R)
Escala de pseudocolor para la visualizacién de Racl activo a través de la sonda pGBD-
GFP, bajo tratamiento con Nocodazol. En células controles se visualiza a Racl activo
concentrado hacia el borde libre, mientras que en las células morfantes para Gai2 se ve
concentrada en un area mucho mayor al de las células controles, abarcando todo el
lamelipodio y hacia el centro de la célula. (R-S) Cuando las células son tratadas con 10 uM
de Nocodazol como droga despolimerizante de MTs, se observa un rescate parcial en la
distribucion de Racl activa, disminuyendo su intensidad de fluorescencia en comparacion
a la condicion morfante para Gai2. (S) Grafico de intensidad de fluorescencia para la
proteina Rac1 GTP, la cual en células morfantes para Gai2 es significativamente mayor en
comparacion a las células controles, mientras que el rescate con Nocodazol muestra una
disminucion en la intensidad de fluorescencia. La significancia fue evaluada con un test de
Mann-Whitney para datos no paramétricos (***, p<0,001). Barras de error. Error estandar.
Aumento: 63X. Barra: 10 um (N experimental = 3)
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VIl.  El inhibidor de Racl, NSC23766, rescata la dinamica de los MTs en
células morfantes para Gai2 y la isoforma constitutivamente activa
de Rac1, RacV12, imita el fenotipo morfante de Gai2

Se ha descrito que Racl puede influir en la polaridad celular estabilizando los MTs,
ya que favorece la polimerizacion de la tubulina (Pegtel y col., 2007; Wittmann y
col., 2003) y asimismo, un aumento en la polimerizacion de los MTs aumenta la
liberacion de Racl activa (Waterman-Storer y col., 1999). Debido a que las células
morfantes para Gai2 presentan mas Rac1 activo que las células controles, y que la
regulacion de la actividad de Racl es un mecanismo candidato a través del cual
Gai2 podria afectar a los MTs, nos propusimos estudiar si los niveles de Racl
activos son cruciales para la estabilizacion de los MTs en células de la CNC. Para
ello usamos una concentracion baja del inhibidor farmacolégico de Racl,
NSC23766 (20 nM). Este inhibidor fue capaz de rescatar la dinamica de los MTs en
las células morfantes para Gai2 (Fig. 20A, 20C-D) y la catastrofe de los MTs en el
contacto célula-célula (Fig. 20F), este ultimo proceso necesario para CIL. Muy por
el contrario, al sobreexpresar una forma constitutivamente activa de Racl (Rac V12)
pudimos observar un fenotipo similar al obtenido con la inyeccion de morfolino
contra Gai2, obteniendo una disminucion severa en la dinamica de los MTs (Fig.
20B, 20C-D) y una disminucién en el % de catastrofes en el contacto célula-célula
(Fig. 20F).

Especificamente, las células inyectadas con la forma constitutivamente activa de
Racl (Rac V12) tienen un porcentaje mayor de MTs lentos de corta y larga duracion
(al igual que células morfantes para Gai2), y un porcentaje menor de MTs rapidos
de corta y larga duracion en comparacion a células controles (como se mostré en la
Fig. 14) y a las células inyectadas con morfolino de Gai2 que fueron tratadas con
20 nM de NSC23766 (inhibidor de Racl). Mas especificamente, la velocidad
promedio de crecimiento de los MTs en células que expresan la forma constitutiva
activa de Rac, Rac V12, es de 8.33 um/min + 0.311 y es significativamente menor

(Fig. 20D) en comparacion a las células controles (Fig. 14) y a las células morfantes
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para Gai2 tratadas con 20 nM de NSC23766, cuya velocidad de crecimiento es en
promedio 10.91 um/min £ 0.32 (Fig. 20D). Todos estos antecedentes nos sugieren
gue Gai2 estaria regulando la dinamica de los MTs a través del control de la
proteina G pequefia Racl activa, por lo que seria interesante evaluar si la
disminucién de Racl activa es capaz de rescatar la migracion de las células de la

CNC en condiciones morfantes para GaiZ2.
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Figura 20. NSC23766 rescata la dinamica de los MTs en explantes tratados con
morfolino de Gai2 y RacV12 imita el fenotipo morfante de Gai2. (A-B) Se obtuvieron
imégenes cada 2 segundos por 5 minutos totales mediante microscopia confocal en célula
viva. Los videos de células marcadas con EB3GFP fueron recortadas a una region de
interés. Se les aplicd una reduccion de ruido y una remocion del fondo desde ImageJ, y se
les aplicé un algoritmo de diferencia de gaussianos (DoG) para resaltar los cometas en
crecimiento. (C) Los videos se analizaron en MATLAB utilizando el software PlusTipTracker
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para detectar y analizar los extremos en crecimiento de los MTs +TIP (Applegate y col.,
2011). Se utiliz6 un script que prob6 cientos de pardmetros de deteccion de los cometas
para la seleccibn de la configuracion o6ptima para el analisis. Los parametros de
plusTipGetTracks determinados en este trabajo fueron: Search Radius Range (pixels) 5-12,
Minimum Sub-Track Lenght (frames) 3; Max Gap Lenght (frames) 8; Max Shrinkage Factor
0.8; Max angle Forward 40; Max angle Backward 10; Fluctuation Radius 2.2. Luego de
analizar cada region de interés en los videos de 5 minutos de duracion, se realizé un analisis
estadistico ANOVA para mudltiples condiciones o Test T-Student (de dos colas) para
comparar diferencias significativas en distintas condiciones. Las células se separaron en
cuatro grupos en funcion de la velocidad de crecimiento (lento <11 ym / minuto <rapido) y
la duracién (de corta duracién <23 segundos <de larga duracion). Las células inyectadas
con la forma constitutivamente activa de Racl (RacV12) tienen un porcentaje mayor de
MTs lentos de corta y larga duracion (al igual que células morfantes para Gai2), y un
porcentaje menor de MTs rapidos de corta y larga duracién en comparacion a células
controles (como se mostré en la Fig. 10) y a las células inyectadas con morfolino de Gai2
que fueron tratadas con 20 nM de NSC23766 (inhibidor de Racl). (D) La velocidad
promedio de crecimiento de los MTs en células que expresan RacV12 es de 8.33 um/min £
0.311y es significativamente menor en comparacion a las células controles (Fig. 10) y a las
células morfantes para Gai2 tratadas con 20 nM de NSC23766, cuya velocidad de
crecimiento es en promedio 10.91 um/min £ 0.32. (E) La cuantificacion de las detenciones
(pausas) de los cometas no arrojo diferencias significativas entre las células morfantes para
Gai2 tratadas con el inhibidor de Rac1 y las células que expresan la proteina
constitutivamente activa de Rac. (F) Utilizando el plugin MtrackJ de ImageJ se marcé
manualmente la trayectoria de los cometas en el tiempo, especificamente de aquellos que
entran o salen de una region de interés pre-establecida en el contacto célula-célula y en el
borde director. Al término de los 2.5 minutos se hizo una relacion entre los cometas que
permanecen en la zona versus los cometas totales que entraron al area. De esta relacion
se obtuvo el porcentaje de cometas que permanecen estables y la diferencia correspondio
por lo tanto a los cometas que desaparecieron (cometas que entraron en catastrofe):

cometas que permanecieron en la zona rectangular

% cometas estables = x 100

cometas totales

100% - % cometas estables = %catastrofes

Los resultados se graficaron para comparar las catastrofes que ocurren en el borde director
de células que expresan RacV12 y en morfantes para Gai2 tratadas con 20 nM de
NSC23766 versus aquellas que ocurren en el contacto célula-célula en ambas condiciones.
Las células que expresan RacV12 muestran un % de catastrofes de 43.9% en el borde
director y un 49.6% en el contacto célula-célula, lo que evidencia una disminucién
significativa en el porcentaje de catéstrofes en el contacto célula-célula en comparacion a
las células controles, similar a lo observado en condiciones morfantes para Gai2 (Fig.10) y
las células morfantes para Gai2 tratadas con 20 nM de NSC23766, muestran un % de
catastrofes de 52.7% en el borde director y de un 76.1% en el contacto célula-célula. Para
evaluar su significancia estadistica se aplico test ANOVA y t-student. Aumento: 63X. Barra:
10 um N = 3 experimentos por condicion.
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VIIl. Elinhibidor de Racl NSC23766 rescata parcialmente la migracién
radial de las células de CNC

Racl cumple un papel fundamental en la migracién celular. De hecho, la extension
de la membrana plasmatica para la formacién de lamelipodios se realiza
predominantemente a través de la polimerizacion de actina, la cual se encuentra
mediada por Racl (Ridley y col., 2015). Debido a que Racl y RhoA activos se
inhiben simultaneamente tanto en el borde director como en el borde posterior,
cualquier alteracion en las concentraciones de estas GTPasas altera severamente
la polaridad celular, y con ello la migracién (Moore y col., 2013). Tal como
observamos en nuestros resultados, en condiciones morfantes para Gai2, Racl
aumenta su localizacion activa tanto en el borde libre como en el borde en contacto
con las células, lo que indica cambios significativos en la polaridad celular. Al utilizar
un inhibidor farmacolégico para alguna de estas proteinas G pequefas se altera la
activacion de esta proteina en toda la célula, y tal como se observa en la figura 21,
la migracion radial de las células de la CNC se rescata parcialmente al agregar una
baja concentracién de inhibidor de Racl (especificamente 20 nM de NSC23766 por
5 minutos). Esto sugiere que los niveles de las proteinas G pequefias como Racl
son altamente reguladas en el espacio y en el tiempo, debiendo permanecer activa
en el borde director de las células durante la migracion e inactiva al cambiar de
direccion en la migracion, especificamente en el contacto célula-célula posterior a

la colisién, donde deberia activarse RhoA.

Si incubamos las células con una droga que inhibe a alguna de estas proteinas G
pequefias durante el proceso migratorio estaremos afectando a la célula completa,
y no de manera espaciotemporal, por lo cual el efecto de inhibicibn de Racl lo
obtendremos tanto en el borde director como en el contacto entre células,
provocando una severa disrupcion en la migracion celular. Esto también se ve
reflejado en las células controles tratadas con el inhibidor de Racl, las cuales
pierden completamente su capacidad migratoria al disminuir el area de dispersion

entre las células (Fig. 21D).
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También es interesante recalcar que un aumento en la tasa de polimerizacion de
los MTs provoca un incremento en la liberacion de Racl activa, por lo que los
resultados de la Figura 21 podrian estar dentro del contexto de que no seria
suficiente inhibir Racl para rescatar el efecto de los MTs sobre la migracion celular.
Esto podria sugerir que si bien el aumento de Racl activa aumenta la
polimerizacion de los MTs, este aumento en la tasa de crecimiento de los MTs
podria a su vez aumentar también la actividad de Racl, sugiriendo un
mecanismo de retroalimentacion positiva, lo que explicaria el rescate ineficiente

de la migracion celular en presencia del inhibidor de Racl.

112



Control Mo Gai2 Mo Gai2 + NSC23766 Control + NSC23766

Area (um?)

Figura 21. El inhibidor NSC23766 rescata parcialmente el fenotipo morfante de Gai2.
(A-D) Explantes de CNC fueron extraidos desde embriones de Xenopus en estadio 17,
previamente inyectados. Estos se incubaron sobre una placa de plastico con fibronectina y
la dispersion de las células de cada condicién fue evaluada durante 4 horas a través “time-
lapse”. Todos los embriones fueron co-inyectados con H2B-Cherry y GFP de membrana
para realizar el seguimiento de las células en forma individual y cuantificacién de la
dispersion. Se evaluaron cuatro condiciones: Control, Morfolino contra Gai2, Morfolino
contra Gai2 + 20 nM NSC23766 y Control + 20 nM de NSC23766. En el cuadrante inferior
se muestra la triangulacién de Delaunay de un explante representativo de cada condiciéon
en el tiempo final (4 horas). (1) El radio entre las areas promedio correspondientes al tiempo
final fueron graficadas a las 4 horas. Se evalud la significancia con un test de Mann-Whitney
para datos no paramétricos (****, p<0,0001). Barras de error: Error estandar. Aumento 10X.
Barra: 100 um. Control n total = 15 explantes; MO Gai2 n total = 18 explantes; Mo Gai2 +
20 nM NSC23766 = 14 explantes; Control + 20 nM NSC23766 = 12 explantes; 3 ensayos.
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Todos los resultados de esta tesis en su conjunto evidencian la participacion de
Gai2 en la migracion de la CNC a través del control de la dinamica de los MTs
y de la polaridad celular dependiente de Racl y RhoA, ambas proteinas
requeridas para la polimerizacion de actina, lo que a su vez controla el
desensamblaje de las adhesiones focales y la correcta retraccion celular para

el avance de la célula en la direccion de la migracion.
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Discusioén

Para que la migracion de la CNC sea efectiva, los MTs deben estar en equilibrio
dindmico con el medio circundante. Los MTs son polimeros dinamicos que controlan
la migracion direccional a través de una serie de procesos coordinados: son las vias
para el transporte intracelular de proteinas de larga distancia, las cuales son
cruciales para el suministro de nuevos componentes de membrana y moléculas de
sefalizacion al borde director de una célula migratoria y también para el reciclaje de

los receptores de adhesidn celular, como por ejemplo las integrinas.

Los MTs actian como generadores de fuerza y elementos de compresion para
soportar las protuberancias celulares sostenidas en el tiempo, como lamelipodios y
filopodios. El ensamblaje y desensamblaje de los MTs esta acoplado a la
sefializacion de las GTPasas de la familia Rho, lo que controla la polimerizacion de
actina, la contractilidad impulsada por la miosina y con ello la renovacion de las
adhesiones célula-matriz y célula-célula. La conversacion cruzada entre la actina y
la dindmica de los MTs esta mediada por una serie de proteinas de unién y
reguladores comunes entre ellos. Ademas, la dindmica de los MTs corticales esta
fisicamente vinculada a las adhesiones focales, lo que facilita la entrega de

vesiculas secretoras y una comunicacion cruzada eficiente.

Como se describié en la seccidn de la introduccion, las subunidades Ga de la familia
de proteinas G heterotriméricas se han descrito controlando procesos de migracién
en varios tipos celulares (Cotton y Claing, 2009). Especificamente, la subunidad Gai
se ha reportado controlando la migracién en células del sistema inmune (Hwang y
col., 2007; Cho y col., 2012; Wiege y col., 2012; Zhong y col., 2012; Hwang y col.,
2015).

En esta tesis doctoral, utilizando células de la Cresta Neural Craneal de Xenopus,
hemos encontrado que la subunidad Gai2 de la proteina G heterotrimérica controla
la dinamica de los MTs a través de la cual regula los componentes de polaridad

celular como las GTPasas Rac y Rho, controlando asi la polimerizacién de actina y
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con ello la dinAmica de las adhesiones focales, componentes cruciales en la

migracion celular.

Para esquematizar la funcién de Gai2 proponemos el siguiente modelo (Figura 22,

pagina 134):

En células migratorias “normales”, Gai2 promueve la organizacién de los MTs de
manera radial (Figura 11C), los cuales son de ensamblaje rdpido hacia el borde
director (Figura 14C-D) y mantienen una tasa de catdstrofes mayor en el borde
posterior 0 contacto célula-célula, en comparacion al borde director (Figura 14F).
Esta dinamica de los MTs regulada por Gai2 mantiene a su vez la dinamica de
desensamblaje de las adhesiones focales (Figura 16G-J y Figura 17), la
remodelacion del citoesqueleto de actina necesaria para permitir la extension y
retraccion del cuerpo celular (Figura 10), para mantener la distribucion normal del
citoesqueleto de actina y tubulina (Figura 11), la morfologia normal de las células
durante la migracién (Figura 12) y la correcta localizacion espaciotemporal de las
proteinas que regulan la polaridad celular: como Par3, (PKC y las GTPasas Rac y
Rho (Figura 18 y Figura 19).

En ausencia de Gai2, los MTs se concentran hacia el borde director (Figura 11F),
los cuales son de crecimiento lento en comparacion a las células controles (Figura
14C-D), son mas estables en el tiempo (Figura 13A-F y Figura 14) y mantienen una
tasa de catastrofes menor tanto en el borde director como en el borde posterior o
contacto célula-célula (Figura 14F). Esto provoca un aumento en el area protruyente
(Figura 10C) y una disminucion significativa en la retraccion celular (Figura 10D),
ademas de un cambio severo en la morfologia celular (Figura 12) y una disminucién
en la dinamica de desensamblaje de las adhesiones focales (Figura 17), las cuales
se mantienen mas estables en el tiempo y de mayor tamafio (Figura 16). Esto
provoca que la localizacion espaciotemporal de las proteinas de polaridad celular
se desregule (Figura 18 y Figura 19), lo que se traduce en una dinamica de MTs

aberrante (Figura 14 y 20) y con ello en una migracion celular deficiente (Figura 9).
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l. Gai2 regula positivamente la dinamica de los MTs para una
correcta migracion de las CNC

Dentro de la familia de Gai se han identificado 4 tipos: Gail, Gai2, Gai3 y Gao, pero
fundamentalmente se ha relacionado a Gai2 en eventos de migracion celular (Wiege
y col., 2012; Fuentealba y col., 2013), ademas de que Gai2 se encuentra altamente
expresada en células de la CNC en Xenopus y en derivados de CNC (Fuentealba y
col., 2016).

De hecho, especificamente Gai2 ha sido descrita regulando la migracion de
macrofagos y células T hacia los sitios de inflamacion, en el trafico de linfocitos B y
neutrofilos en respuesta a sefiales quimioatractantes y durante la migracion de
células metastasicas en cancer de prostata (Hwang y col., 2007; Cho y col., 2012;
Wiege y col., 2012; Zhong y col., 2012; Hwang y col., 2015). Incluso algunos autores
han reportado que ratones Gai2-/- muestran defectos en la sefializacion del receptor
de quimioquinas de las células B, lo que provoca una quimiotaxis deficiente de estas
células y una mala adherencia de ellas a las vénulas endoteliales altas (HEV) de los
ganglios linfaticos, defectos que no pueden ser rescatados ni por Gai1 ni por Gai3
(Han y col., 2005). Esto es bastante interesante, ya que revelaria que los diferentes
subtipos de Gai podrian desempefar funciones completamente distintas, a pesar
de ser altamente conservadas entre ellas. Por ejemplo, Gai2 y Gai3 se encuentran
altamente expresados en el Sistema Inmune, y especificamente en linfocitos T
actuan de manera diferente para regular la migracién celular. De hecho, la pérdida
de funcioén de Gai2 en las células T afecta la migracién mediada por la estimulacién
del receptor de quimioquinas CXCR3 que responde a CXCL9, CXCL10 o CXCL11
(Thompson y col., 2007). Por el contrario, la pérdida de funcién de Gai3 en las
células T aumenta la migracion tras la estimulacion del receptor de quimioquinas
CXCR3, lo que sugiere que esta isoforma de Gai podria ser un regulador negativo

de la migracion (Thompson y col., 2007).

En este mismo contexto, Ward y Dhanasekaran en el 2012 demostraron un papel
critico para Gai2 en la migracion celular estimulada por LPA, mediante la regulacién
de la fosforilacion de p130Cas para inducir metastasis en células de cancer de

117



ovario. También en células de cancer de mama, Gai2 regula la activaciéon de la
proteina Racl a través de la actividad GEF de EImo1/Dock180, contribuyendo a la

polimerizacion de actina y a la migracion celular (Li y col., 2013).

Debido a que las células de CNC expresan diversos receptores de quimioquinas
también expresados en el Sistema Inmune como CXCR4 y C3aR, Gai2 resulté ser

un muy buen candidato para regular la migracion en este tipo celular.

Para analizar la tasa de migracién de las células de CNC en presencia y en
condiciones de pérdida de funcién de Gai2, tal como se menciond en los resultados,
se utilizé un morfolino contra la region 5’ UTR de Gai2 el cual se estandarizé para
35 ng como la cantidad necesaria para afectar de forma severa la migracion en el
modelo de Xenopus laevis, sin afectar la induccion de la CNC. De esta manera no
sélo se logro bloquear significativamente la migracion in vivo, sino también se afect6
severamente la migracion in vitro, tal como se observa en la cuantificacion de la

dispersién celular.

Si bien el estudio de la dispersion radial de las células de la CNC en una placa 2D
cubierta con fibronectina es un método barato y facil de estandarizar, ademas de
considerar la influencia de la matriz extracelular en el proceso migratorio, posee
también ciertas limitantes como por ejemplo que no considera algunas sefales
guimioatractantes del microambiente como por ejemplo la sefializacion CXCR4/Sdf-
1. Esto es interesante, ya que a pesar de la ausencia de sefiales quimioatractantes,
las células controles son capaces de dispersarse de manera radial gracias a la
fuerza de inhibicién de la locomocion por contacto que experimentan inicialmente,
lo que les permite separarse del grupo y migrar. Muy por el contrario, las células
morfantes para Gai2 no son capaces de dispersarse eficientemente, manteniéndose
en el grupo celular. Este comportamiento celular en ausencia de Gai2 se condice
bastante con los resultados obtenidos por Wiege y colaboradores en 2012, donde
observaron que macrofagos provenientes de ratones Gai2-/- no son capaces de
migrar hacia las zonas de inflamacion en casos de alveolitis y peritonitis, ya que

éstas pierden su motilidad celular.
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Para poder ahondar en el mecanismo de como Gai2 estaria regulando la migracion,
analizamos la morfologia celular, y especificamente la dindmica de actina en la
condicion control versus la condicion morfante. Al igual que lo descrito en nuestros
resultados, para la condicibn morfante se encontr6 que el area protruyente era
significativamente mayor en comparacion a las células controles, mientras que el
area de retraccion era mucho menor que en la condicién control. De hecho, al
analizar la velocidad de retraccion se observo una disminucion significativa de la
velocidad de retraccion en las células morfantes, lo que sugiere que las células
morfantes para Gai2 poseen protrusiones mas estables en el tiempo que las células
controles, las cuales se retraen muy poco y tienden a ser de mayor area. Esto
sugiere que Gai2 podria estar relacionado a la sefalizacion de proteinas que

controlan la formacién de protrusiones.

Una de las proteinas G pequefas encargadas de la remodelacion del citoesqueleto
de actina es la GTPasa Racl, la cual se encuentra principalmente activa en el borde
director para la formacién de lamelipodios durante la migracion celular (Nobes y col.,
1995; Ridley y col., 2015). Esto nos podria sugerir que en ausencia de Gai2 deberia
existir mas Racl activa en el borde director, esto debido al papel de esta proteina
G pequefia en la formacién de lamelipodios, y seria consistente con nuestros
resultados en los que vemos que la pérdida de funcién de Gai2 se traduce en un
aumento del area protruyente. Ademas, tal como se menciond anteriormente, en
células de cancer de mama, Gai2 se asocia al receptor CXCR4 para translocar al
complejo EImo1/Dock180 a la membrana celular y activar de esta manera a Racl
(Liy col., 2013), lo que podria evidenciar una relacion molecular entre Gai2 y Rac1.
Todos estos antecedentes, sumado a que se ha relacionado la sefializacién de Gai
con la quinasa Src para también activar a Racl en células de cancer de ovario (Ward
y col., 2015), podrian tener estrecha relacion con el cambio en la morfologia celular

observado en nuestro estudio.

De forma interesante, cuando analizamos ademas la distribucion de actina y
tubulina en la corteza celular, observamos que la actina cortical se pierde en

condiciones de pérdida de funcion de Gai2, a pesar de mostrar protrusiones mas
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estables en el tiempo, lo que seria contradictorio si pensamos en que deberiamos
tener mas Racl activa, y por lo tanto mayor polimerizacion de actina a este nivel.
Sin embargo, cuando analizamos la distribucion de tubulina, observamos que las
células morfantes para Gai2 concentran los MTs hacia el borde libre de células, en
forma de haces paralelos, a diferencia de las células controles cuya distribucion de
la tubulina es radial, comenzando desde un centrosoma definido. Esto sugiere que
en condiciones de pérdida de funcién de Gai2 ocurre un aumento en la tasa de
polimerizacion de los MTs hacia el borde director de la célula, lo que podria interferir
con la formacion de la actina cortical en este mismo espacio. De hecho se sabe que
durante la migracion celular, los MTs se extienden hasta la periferia donde factores
locales provocan cambios en la estabilidad y la dinamica de los MTs, lo que influira
directamente en las vias que regulan la polimerizacion de la actina (Akhshi y col.,
2013), por lo tanto la polimerizacion de la actina depende de la dinamica de los MTs
durante la migracion. Esto concuerda bastante con nuestros resultados, donde
observamos que al utilizar la droga Nocodazol como droga despolimerizante de los
MTs sobre el fenotipo morfante, se obtuvo un rescate parcial de la actina cortical al
desensamblarse los MTs que estaban concentrados hacia el borde director. Esto
sugiere que en condiciones de disminucidn de la expresion de Gai2, las células de
la CNC experimentarian cambios severos en la dinamica de polimerizacién y
despolimerizacion de los MTs, provocando que estos ocupen el espacio de la actina
cortical, y afectando la polimerizacion de ésta, lo que puede ser revertido con

nocodazol.

Tal como mencionamos anteriormente, los MTs en los Ultimos afios han adoptado
un papel fundamental en el proceso de la migracién celular, ya que son capaces de
regular eventos esenciales para la migracion a través de sus funciones en la
mecanica celular, el trafico intracelular y la sefalizacion, todo esto asociado a la
dinamica y estabilidad de la red de MTs a lo largo del eje migratorio (Etienne-
Manneville, 2013). Durante el desarrollo de esta tesis se observd que las células
morfantes para Gai2 mostraron defectos a nivel de la distribucion del citoesqueleto
de tubulina en comparacion a las células controles, observandose un aumento en

la polimerizacion de tubulina hacia el borde director. Se ha descrito que la
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despolimerizacion de la red de MTs o incluso una ligera alteracion en la dinamica
de los MTs produce una alteracion severa en la formacion de las protrusiones (Laan
y col., 2008), ya que clasicamente se sabe que el crecimiento de los MTs activa
localmente a la proteina G pequefia Rac, que a su vez promueve la formacién de
lamelipodios (Waterman-Storer y col., 1999; Akhshi y col., 2013). Asimismo, otros
estudios han demostrado que los MTs son capaces de interactuar con filamentos
intermedios, los cuales forman una zona densa y resistente, contribuyendo a la
correcta morfologia celular durante la migracién (Herrmann y col., 2000), lo que
podria explicar el aumento del area protruyente en células de CNC morfantes para
Gai2, evidenciando una completa falta de “resistencia a la deformacion” producto
de alteraciones en el citoesqueleto de tubulina, especificamente concentrado hacia

el borde director.

Cuando analizamos qué poblacion de MTs se encontraba mayormente concentrada
hacia el borde director, observamos un mayor porcentaje de MTs acetilados en las
células morfantes para Gai2 en comparacion a las células controles, los cuales
constituyen MTs mas estables segun la literatura (Eshun-Wilson y col., 2019). Esto
se condice con la disminucién severa de la migracién en células morfantes para
Gai2, ya que algunos autores han demostrado que células de la CNC pueden
estimularse para migrar mediante la disminucion de la acetilacién de los MTs,
incluso en matrices blandas (Marchant y col., 2022). Otras investigaciones han
sugerido que cambios en la estabilidad de los MTs son necesarios para establecer
un citoesqueleto de MTs polarizado en células moviles (Garcin y Straube, 2019).
Por ejemplo, el ensamblaje de MTs estimula la sefializacion de Racl en el frente,
mientras que la despolimerizacion estimula la sefializacion de RhoA a través del
intercambio de nucleétidos de guanina asociado a los factores de union a MTs en
la parte trasera (Garcin y Straube, 2019). En este mismo contexto, estd ampliamente
aceptado que la acetilacion de a-tubulina en lisina 40 es una modificacion
postraduccional que se asocia con los MTs mas estables, de larga duracién y menos
dindmicos (Maruta y col., 1986; Cambray-Deakin y Burgoyne, 1987; Piperno y col.,
1987; Houliston y Maro, 1989; Webster y Borisy, 1989; Thyberg y Moskalewski,
1993; Matsuyama y col., 2002; Tran y col., 2007; Matov y col., 2010). Es importante
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destacar que se ha demostrado que los MTs acetilados exhiben un enriquecimiento
polarizado hacia el borde director durante la migracion direccional 3D (Doyle y col.,
2009) y en respuesta a heridas en monocapa de células 2D (Yadav y col., 2009).
Sin embargo, un trabajo reciente propone que la acetiltransferasa MEC-17 puede
promover directamente la acetilacion de a-tubulina inhibiendo la motilidad celular al
aumentar el area de propagacion de las células (Lee y col., 2018), lo cual es
consistente con nuestros resultados, donde observamos que células morfantes para
Gai2 presentan un fenotipo de inhibiciobn de la migracion en presencia de MTs
acetilados y altamente concentrados hacia el borde director. Ademas, en esta tesis
encontramos que Gai2 forma un complejo de interacciéon con a-tubulina y con
proteinas de unién a extremo + de los MTs, como EB1 y EB3, estas tltimas descritas
como proteinas reguladoras de la dinAmica de los MTs (Mimori-Kiyosue y col., 2000;
Akhmanova y col., 2015; Nehlig y col., 2017; Serre y col., 2019), lo que sugiere
fuertemente que Gai2 podria estar regulando también la dinamica de los MTs,

siendo parte del complejo de interaccidn con estas proteinas.

Durante esta tesis, la dinamica de los MTs en presencia y ausencia de Gai2 fue
analizada de manera automatica a través del software PlusTipTracker de Matlab
cuyo algoritmo calcula los “tracks” que pertenecen al mismo MT en crecimiento
siguiendo un angulo de curvatura especifico, el cual ciclara entre las fases de
polimerizacién, pausay catastrofe en sistemas in vivo (Applegate y col., 2011). Este
software es muy facil de utilizar y entrega resultados fidedignos, ya que separa las
poblaciones de MTs en lentos y rapidos de larga duracién y lentos y rapidos de corta
duracion. La unica limitante del método de Applegate y colaboradores es que
analiza imagenes que han sido obtenidas desde microscopia TIRF, por lo que en
este caso debimos realizar un procesamiento previo de las imagenes que obtuvimos
por microscopia confocal para mejorar la apariencia de los cometas de EB3-GFP,
procesamiento descrito en la seccidon Materiales y Métodos de esta tesis. Esta
limitante nos llevé a desarrollar un novedoso protocolo para el procesamiento de
imagenes provenientes de una fuente diferente, el cual nos entregd resultados
detallados acerca del crecimiento y acortamiento de los MTs. De forma interesante,

cuando analizamos especificamente la dinamica de los MTs en las células
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morfantes para Gai2 siguiendo la sefial de la proteina de unidn a extremo + de los
MTs EB3 fusionada a la proteina GFP, observamos que efectivamente los MTs son
mas estables en el tiempo, su crecimiento es significativamente mas lento en
comparacion a los MTs de células controles y su tasa de catastrofes es mucho

menor.

En este contexto, se ha reportado que las proteinas Gai se encuentran regulando
la organizacion de los MTs astrales durante la division celular asimétrica (Yu y col.,
2000; Parmentier y col., 2000; Gotta y Ahringer, 2001; Schaefer y col., 2001;
Villaseca y col., 2022), probablemente a través del control de la dinamica de los
MTs. Incluso, se ha descrito que los MTs en ausencia de Gai experimentan menos
catastrofes in vitro, ya que Gai inhibe el ensamblaje de los MTs aumentando su
desensamblaje al activar la funcion GTPasa intrinseca de la tubulina
(Roychowdhury y col., 1999). Por lo tanto, Gai podria estar actuando como un GAP
(proteina activadora de la actividad GTPasa) para la tubulina, aumentando asi la
dindmica de los MTs al eliminar el “GTP cap” (Roychowdhury y col., 2008). Estos
resultados apoyan nuestro trabajo donde observamos que células morfantes para
Gai2 presentan una disminucién en la velocidad de crecimiento de los MTs y una
disminucion significativa de las catéstrofes, tanto en el borde director como en el
contacto-célula-célula, indicativo de que Gai2 estaria controlando el proceso de
migracion a través de la regulacion de la dinamica de los MTs, posiblemente a través
de la interaccion con tubulina, funcionando como GAP. Como proyeccion de esta
tesis, seria interesante analizar la tasa de hidrdlisis de la tubulina unida a GTP en

presencia o ausencia de Gai2 durante la migracion de la CNC en Xenopus.

Il. Gai2 controla la dinamica de las adhesiones focales a través de la
regulacion de la dinamica de los MTs.

Las células de las CNC, antes de migrar, sufren una transicion epitelio mesenquimal

(TEM), la cual les permite abandonar su origen y trasladarse a su destino final,
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delaminandose del epitelio. Esta migracion la realizan a través de la deteccion de
distintas sefalizaciones, entre ellas; gradientes quimicos (quimiotaxis), gradientes

de adhesion (haptotaxis) y de rigidez de la MEC (durotaxis) (Piacentino y col., 2020).

Los componentes fisicos de la MEC son detectados a través de los receptores en
la membrana plasmatica, los cuales forman las adhesiones focales que permiten
que la célula se ancle al sustrato y pueda ocurrir la traccion celular (Shacks y col.,
2019; Rottner y col., 2019; Dogterom y col., 2019). Estos receptores de la MEC,
llamados “integrinas” son estabilizadas gracias a los MTs, ya que estos ultimos,
orientdndose hacia las adhesiones focales (Kaverina y col., 1999), son los
encargados del tréfico de estas integrinas, del trafico de receptores de quimioquinas
y de la movilizacién de otros componentes y proteinas adaptadoras necesarios para
regular la dindmica de las adhesiones focales, como por ejemplo Calpaina-2,
proteasa encargada del clivaje de las integrinas (Etienne-Manneville y col., 2013;
Garcin y col., 2019; Dogterom y col., 2019; Seetharaman y col., 2020).

Se ha reportado que algunas proteinas de unién al extremo + de los MTs, como la
proteina EB1, interaccionan con proteinas adaptadoras de las adhesiones focales
como talina, la quinasa de adhesion focal (FAK), Paxilina y Src (Bouchet y col.,
2016; Dubois y col., 2017). Esto es interesante ya que tal como demostramos en
esta tesis, Gai2 interacciona con EB1 (Fig. 13N) y con a5-integrina (Fig. 16K), lo
que mostraria una relaciéon directa entre los MTs, Gai2 y las adhesiones focales.
Ademas, en este trabajo de tesis, observamos que la subunidad Gai2 de la proteina
G heterotrimérica regula positivamente la dinamica de los MTs, regulacion que por
lo tanto, estaria contribuyendo a mantener la dinAmica de las adhesiones focales
durante la migracion. Al disminuir la expresion de la subunidad Gai2, las adhesiones
focales se vuelven mas estables en el tiempo y poseen un area mayor en
comparacion a las adhesiones focales de las células controles. Esto nos sugirié que
la dinamica de desensamblaje de las adhesiones focales podria encontrarse
alterada en las células morfantes para Gai2. Con el fin de responder a esta
pregunta, se procedié a realizar ensayos de sincronizacién de las células con

Nocodazol para estudiar el ensamblaje y el desensamblaje de estas adhesiones. Al
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comparar las células morfantes para Gai2 con las células controles se observo un
cambio drastico en la dinamica de desensamblaje, observandose que las células
controles desensamblan rapidamente a los 0.5 minutos de comenzada la
sincronizacion, a diferencia de las células morfantes, que mantienen la misma area
de adhesiones focales tanto a los 0.5 minutos que al inicio del tratamiento, lo que
muestra una clara disminucion en la velocidad de desensamblaje de las adhesiones

focales

Algunos autores plantean que el tamafio de las adhesiones focales esta regulado
por la quinasa de adhesién focal, FAK (Mitra y col., 2005), la cual se activa mediante
la fosforilacién inducida por Src en el residuo Tyr861 para unirse a componentes
asociados al citoesqueleto, como la paxilina y la talina. Esta unién permite que FAK
interactUe con la proteina de union a receptores de factores de crecimiento 2, Grb2,
para reclutar a la proteina dinamina, la cual se encarga de la internalizacién de las
integrinas por endocitosis, lo que podria reducir el tamafio de las adhesiones focales
(Burridge, 2005; Ezratty y col., 2005, 2009; Wang y col., 2011). Esto es interesante
ya que algunos autores han mostrado una relacion directa de la subunidad Gai con
PI3K y Grb2 en respuesta a factores de crecimiento como el factor de crecimiento
epidermal, EGF (Cao y col., 2009; Zhang y col., 2015; Li y col., 2016; Liu y col.,
2018; Nuskova y col., 2021; Villaseca y col., 2022), lo que podria sugerir que en
ausencia de Gai, Grb2 no podria reclutar a la proteina dinamina y por lo tanto no
habria internalizacion de las integrinas para la reduccién del tamafio de las
adhesiones focales. Como proyeccion de esta tesis seria interesante observar la
localizacion de la dinamina en presencia y ausencia de Gai2, y con ello estudiar el

trafico de las integrinas en condiciones morfantes para Gai2.

Es interesante observar que el desensamblaje de las adhesiones focales de células
morfantes para Gai2, comienza recién al minuto de iniciado el tratamiento, mientras
que las células controles comienzan un nuevo periodo de ensamblaje antes del
minuto de iniciado el tratamiento, lo que muestra claramente que las células

controles poseen una dinamica de desensamblaje mucho mas rapida que las
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células morfantes. Estos resultados concuerdan con estudios en los que se ha
observado que en fibroblastos humanos y células endoteliales, el tratamiento de
células migratorias con toxina pertussis (PTX), una droga desacoplante de la
subunidad Gai a su receptor, inhibe el desmontaje de la adhesion focal (Sugiura y
col., 1996; Orry col., 2002; Orr y col., 2003). Asimismo, el tratamiento con péptidos
permeables a la membrana que bloguean la subunidad Gai2, inhiben el
desensamblaje de la adhesion focal mediado por trombospondina (TSP), una
proteina matricelular que promueve el desensamblaje de fibras de estrés y
adhesiones focales via PI3K (Orry col., 2002). La proteina trombospondina también
ha sido estudiada durante la migracion de las células de CN en embriones de pollo,
donde se ha visto que las células son capaces de migrar mas rapido en presencia
de trombospondina (Tucker y col., 1999), por lo que como proyeccion de esta tesis

seria interesante evaluar la respuesta a trombospondina en ausencia de GaiZ2.

Il. Gai2 controla la dinamica de actina a través de la regulacién de la
dinamica de los MTs.

En esta tesis doctoral no s6lo observamos cambios en la dindmica de los MTs, si
no también encontramos cambios severos en la dinamica de actina, en la dindmica
de desensamblaje de las adhesiones focales y en la morfologia celular en células

morfantes para Gai2.

El citoesqueleto de actina y los MTs estan estrechamente relacionados con la
formacién de fibras de estrés y adhesiones focales, ambos requeridos para la
migracion celular. EI remodelamiento del citoesqueleto de actina y la organizacién
del citoesqueleto de tubulina durante la migracién permiten: a) la formacién de
protrusiones celulares en el frente migratorio, llamado “borde director” de la célula;
b) la contractibilidad de actomiosina en las fibras de estrés, retrayendo la parte
trasera de la célula, denominada como el “borde posterior” o “borde retractil”; y c) la
dinamica de las adhesiones focales, las cuales se van desensamblando en el borde

posterior y reensamblando en el borde director, gracias al transporte celular
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mediado por MTs, permitiendo de esta forma el avance del cuerpo celular (Etienne-
Manneville, 2013; Wang y col, 2018). Tanto los MTs como los microfilamentos de
actina trabajan de forma coordinada para responder a los diversos requerimientos
celulares (Etienne-Manneville y col., 2013; Dogterom y col., 2019; Garcin y col.,
2019; Seetharaman y col., 2020). Por ejemplo, los MTs participan en el trafico de
proteinas que regulan la polimerizacion de actina, como EB1 y mDial-2 las cuales
regulan el ensamblaje de los filamentos de actina desde el extremo + de los MTs
(Henty-Ridilla'y col., 2016). Esto apoya los resultados obtenidos en esta tesis donde
observamos que la subunidad Gai2 de la proteina G heterotrimérica no solo
interacciona con a-tubulina, sino también se encuentra formando un complejo de
interaccion junto con proteinas del extremo + de los MTs como EB1 y EB3, proteinas
reguladoras de la dinamica de los MTs y que participan en la polimerizacion de

actina también.

Algunos autores han descrito que a medida que los MTs crecen hacia el borde
migratorio, algunas proteinas de unién a extremo + de los MTs, como CLIP170,
aumentan la estabilizacion de los MTs (Galjart y col.,, 2005) y se asocian
estrechamente con mDial (formina), desencadenando la polimerizacion de actina
desde el extremo + del MT, contribuyendo a la formacién de estructuras como
lamelipodios vy filopodios (Henty-Ridilla y col., 2016). Estos antecedentes podrian
explicar por qué observamos un aumento en la estabilidad de los MTs en el tiempo
y un aumento en el area protruyente en las células morfantes para Gai2, lo que
sugiere que Gai2 podria estar relacionado directa o indirectamente con CLIP170 o
mDial. Como proyeccién de esta tesis seria interesante analizar su relacion

funcional.

Como ya hemos mencionado, en esta tesis observamos que en condiciones de
pérdida de funcion de Gai2 ocurre un cambio drastico en la distribuciéon del
citoesqueleto de actina y tubulina, encontrandose esta ultima mas concentrada
hacia el borde director de las células morfantes y, en consecuencia, se observa
menos actina cortical en esta zona en comparacion a las células controles. Esto

podria sugerir que tanto los microfilamentos de actina como los MTs tienen una
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distribucion especifica y un espacio “delimitado” dentro de la célula, donde ninguno
de los dos componentes del citoesqueleto puede ocupar el espacio del otro. Esta
idea surge de la base de algunos estudios recientes que se han hecho para evaluar
la relacion entre los MTs y microfilamentos de actina in vitro, donde se ha observado
que, por ejemplo, la reticulacion de la actina tiene un impacto fuerte en la movilidad
de los MTs (Francis y col., 2019), y los MTs se ven severamente afectados por la
presencia de una alta densidad de microfilamentos de actina (Farhadi y col., 2018).
También algunos autores han encontrado que el uso de Nocodazol como droga
despolimerizante de los MTs aumenta la formacion de fibras de estrés en las células
(Bershadsky y col., 1996), lo que se condice bastante con nuestros resultados,
donde observamos que en presencia de Nocodazol, en las células morfantes para
Gai2 se rescata la actina cortical, probablemente a través de la correcta localizacion

de RhoA activa, lo cual discutiremos a continuacion.

IV.  Gai2 regula la polaridad celular durante la migracién a través del
control de ladindmica de los MTs.

La migracién celular es un proceso polarizado en el cual un borde anterior protrusivo
se opone a un borde posterior retractil. Desde el frente hacia atras, las fuerzas
mediadas por actina son capaces de promover secuencialmente la formacion de
protrusiones, la adhesion, contraccion y retraccion (Mattila y col., 2008). Los MTs
han sido descritos regulando todos los procesos esenciales para la migracion
celular, y sobre todo regulando el trafico de proteinas para el establecimiento de
una polaridad antero-posterior que le otorgue a la célula la capacidad de migrar

(Etienne-Manneville y col., 2013).

Se ha descrito que la despolimerizacion de la red de MTs o incluso una ligera
alteracion en la dinamica de éstos, produce una alteracion severa en la formacion
de las protrusiones (Laan y col., 2008). Esto es interesante, ya que los MTs no solo
comparten proteinas adaptadoras con el citoesqueleto de actina como describimos

anteriormente, si no también se ha propuesto que la polimerizacion de los MTs
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promueve la activacion de Racl localmente (Best y col., 1996; Waterman-Storer y
col., 1999; Moore y col., 2013), mientras que la despolimerizacion de los MTs activa
a RhoA (Bershadsky y col., 1996; Enomoto, 1996; Moore y col.,, 2013). Esto
ayudaria a establecer la polaridad antero-posterior de las células con el fin de
mantener la direccionalidad de la migracion, y resalta ain mas la importancia de

controlar la dindmica de los MTs en la migracion celular direccionada.

Estos antecedentes se condicen bastante con los resultados obtenidos en esta
tesis, donde observamos que en condiciones de pérdida de funcion de Gai2
disminuye las catastrofes de los MTs y promueve la estabilizaciéon de la tubulina y
con ello un aumento en la localizacién de Racl activo en el borde director y en el
contacto célula-célula, lo que se contrapone completamente al fenotipo normal de
migracion de la CNC donde observamos que, al ocurrir CIL, Rac1 se “apaga” en el
contacto célula-célula, cambiando su polaridad hacia el borde libre de células, y de

esa forma continuar con una migracion direccionada.

Algo completamente diferente pasa con RhoA activo, el cual “se enciende” en el
contacto célula-célula en la condicion control, mientras que en las células morfantes
para Gai2 desaparece del contacto célula-célula y cambia su localizacién hacia el
borde director. Nuestros resultados muestran que la via ROCK, a través de la
fosforilacion de la cadena liviana de la Miosina se mantiene activa en las células
morfantes para Gai2 en todo el contorno celular del borde director, a diferencia de
las células controles que mantiene activa la via ROCK en el cuerpo celular, mas
cerca del contacto célula-célula. Esto sugiere fuertemente que la fuerza de traccién
celular estaria orientada hacia el borde director y no hacia el cuerpo celular, lo que
impediria una correcta contraccion para promover la migracion celular. Recordemos
gue la Miosina genera las fuerzas de contraccion que se transmiten a través de las
adhesiones focales para generar la traccion sobre la MEC, por lo tanto, seria
interesante estudiar cdbmo Gai2 se relaciona con la Miosina para regular la
contraccion celular. Ademas, en los ultimos afos se ha visto que los cambios en la
dureza del sustrato van provocando cambios en los niveles de acetilacion de los

MTs de las células de CNC para adaptarse a estos cambios en la rigidez (Marchant
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y col., 2021). Este antecedente, sumado a nuestros resultados donde observamos
mayor acetilacion en los MTs de células morfantes para Gai2, hacen interesante la
posibilidad de estudiar a Gai2 en el contexto de la durotaxis, como proyecciéon de

esta tesis.

De forma interesante, cuando las células morfantes para Gai2 se trataron con un
inhibidor farmacolégico de Racl (NSC23766) fue posible rescatar la dindAmica de
los MTs y la tasa de catastrofes. Asimismo, cuando se inyecté una mutante de Racl
constitutivamente activa, se observo un fenotipo similar al fenotipo morfante para
Gai2, es decir, un aumento en la estabilidad de los MTs y una disminucion en la
dindmica y la tasa de catastrofes. Sin embargo, cuando se observé el
comportamiento migratorio de las células morfantes para Gai2 tratadas con el
inhibidor de Racl, se observé soélo un rescate parcial de la migracion. Este rescate
parcial del comportamiento migratorio, podria deberse a la forma en que se realiza
el tratamiento con el inhibidor. En este caso, debido a que se adiciona el inhibidor
en el medio de cultivo, toda la célula queda expuesta a éste, por lo tanto, es muy
probable que se esté inhibiendo a Racl en el borde director también, donde
justamente es necesario para promover la migracion direccionada. Esto sugiere que
tanto la regulacion espacio-temporal como también las concentraciones precisas de
Racl son factores cruciales para la migracion direccionada de la CNC. Como
proyeccion, seria interesante poder inhibir a Racl solo en el contacto célula-célula
en la condicibn morfante a través de alguna herramienta optogenética, lo que
creemos podria mejorar drasticamente el rescate del fenotipo de migracion

observado en las células morfantes para Gai2.

Otras proteinas que regulan la polaridad celular y que fueron estudiadas en esta
tesis son (PKC y Par-3, las cuales valga la redundancia, le otorgan la polaridad
apico/basal a células diferenciadas y células embrionarias de origen epitelial. De
hecho, algunos estudios han mostrado que en células epiteliales, Par3 y (PKC se
asocian con complejos de adhesion célula-célula y parecen ser muy importantes
para establecer la polaridad 4pico-basal de la célula, al igual que Gai (Hao y col.,

2010). Asimismo, Par3 ha sido relacionado con la regulacion de la dinAmica de los
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MTsy la activacion de Racl, a través de la interaccion con el Rac-GEF Tiam1 (Chen
y col., 2013). Ademas, recientemente se encontré que Par3 regula la inhibicién de
la locomocién por contacto (CIL) en las células de CNC en Xenopus, promoviendo
la catastrofe de los MTs en el contacto celular (durante la colision), a través de la
inhibicién de la sefializacion de Racl1/Trio (Moore y col., 2013). Estos antecedentes
apoyan nuestros resultados, cuando observamos que la localizacion subcelular de
las proteinas de polaridad Par3 y (PKC, en las células morfantes para Gai2, cambia
en comparacién a las células controles, lo que podria estar estrechamente
relacionado con la dinamica deficiente de los MTs, lo que retrasa la entrega de estas
proteinas a los sitios requeridos. Ademas, en esta tesis encontramos que Gai2 se
encuentra interaccionando con (PKC, revelando asi una estrecha relacion entre

esta subunidad de la proteina G y la polaridad celular.
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Conclusiones

Los MTs son importantes en la determinacion, mantenimiento y cambios en la
polaridad celular. La inestabilidad dinamica permite que la matriz de MTs responda
a las sefales de forma rapida y eficaz. Si este proceso es lento durante la migracion
celular colectiva, la respuesta frente a sefiales externas seré lenta también, lo que
podria afectar la motilidad celular ya que las células no podrian responder de

manera eficiente.

En nuestro modelo, Gai2 juega un papel importante en la dinamica de los MTs y la
polaridad celular. La disminucion de Gai2 no permitiria el cambio eficiente de la
direccion en la que debe extenderse la nueva protrusion, porque la protrusion
primaria es mas estable en el tiempo y tiene mas Racl activa que en las células
controles, lo que ademas podria sugerir una contractilidad deficiente de las células,
ya que observamos un cambio en la localizacion de RhoA que deberia estar en el
contacto célula-célula 'y que en condiciones morfantes de Gai2 se localiza hacia el
borde director, ademas de una reduccién en el area y la velocidad de retraccion de
las protrusiones, acompafiado de un cambio en la localizacion de pMLC, ahora
localizado en borde director y un aumento en la adhesion célula-matriz. Como tal,
es interesante notar que la despolimerizacibn de MTs por el tratamiento con
nocodazol, y la inhibicion de Racl por el tratamiento con NSC73266, estarian
presumiblemente afectando a toda la célula, y ain en estas condiciones, estas
moléculas son capaces de rescatar el efecto de la inhibicién de la expresiéon de Gai2,
un efecto similar al que Moore y sus colegas describieron con Par3, que regula la
catastrofe de MTs durante CIL (Moore y col.,, 2013). Todos estos hallazgos
establecen que, el equilibrio entre la dinamica de los MTs y los niveles de
Racl/RhoA GTP son cruciales para establecer una polaridad adecuada durante la
migracion celular. Todos estos antecedentes sitian a Gai2 como un regulador
maestro de la polaridad, morfologia y dinamica de la adhesion célula-matriz,
a traveés del control de la dinamica de los MTs, y con ello, de la conversacion

132



cruzada entre los citoesqueletos de actina y tubulina, permitiendo de esta

forma la correcta migracion colectiva de las células de la CNC (Fig. 22 y 23).
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Control

Figura 22. Modelo Molecular En la condicion Control, las células que expresan Gai2
mantienen la red de MTs mas dinamica (panel superior, circulos verde claro) a través de la
union de Gai2 a la tubulina y a las proteinas EB, lo que permite la formacion de la actina
cortical en las células lideres (zona roja), favoreciendo el desensamble rapido de las
adhesiones focales (puntas amarillas y grises) y con ello el cambio en la direccion de la
migracion durante CIL, comandado por RhoA en el borde posterior y Racl en el borde
director. Muy por el contrario en ausencia de Gai2 (Mo Gai2), las células disminuyen la
dinamica de los MTs, disminuyendo la tasa de catastrofes, las adhesiones focales se
mantienen estables y de mayor tamafio, como se observa en el panel inferior como puntas
amarillas, los MTs se vuelven mas estables y mas lentos en el tiempo (circulos verde
oscuro), y por lo tanto las protrusiones son méas estables también, lo que disminuye la tasa
de desensamblaje de las adhesiones focales y estorba en el espacio donde deberia
formarse la actina cortical (la zona roja se forma débilmente). Al aumentar la estabilizacion
de la tubulina aumenta la activacién de Racl en el borde director, actividad que se mantiene
en el contacto célula-célula durante CIL, lo que finalmente, impide la migracién colectiva.
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Figura 23. Modelo Celular Gai2 mantiene los MTs dinamicos para permitir el movimiento
celular, mientras que inhibe a Racl activa (en amarillo) de manera de evitar que los MTs se
estabilizen y con ello aumente el ensamblaje de las adhesiones focales. Esto favorece la
contraccion celular y el desensamblaje de las adhesiones focales mediada por RhoA activa
(en celeste), permitiendo que la célula “se despegue” de la matriz extracelular y ocurra
entonces la migracion.
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