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RESUMEN:

RIC-8 es una proteina accesoria de la seializacion de la proteina G heterotrimérica la cual tiene
actividad GEF y de chaperona sobre distintas subunidades Ga. Ric-8A posee un patron de expresion
neuroespecifico durante la embriogénesis de ratdon y es requerido para el desarrollo temprano de este
organismo, ya que embriones “knock-out” para Ric-8A mueren en estadios de gastrula. Este fenotipo
letal limita seriamente la compresion de la funcion de Ric-8A durante la embriogénesis y sugiere que
los modelos no-mamiferos vertebrados pueden abordar de mejor manera este problema. Por otro lado,
la proteina G heterotrimérica ha sido descrita participando en la migracion celular en distintos tipos
celulares, incluyendo a los movimientos ocurridos durante la gastrulacion en el desarrollo embrionario
de diferentes modelos, donde recientemente se ha vinculado a Ric-8A en estos eventos. En nuestro
laboratorio hemos descrito una nueva funcion para Ric-8A durante la migracion celular en Xenopus,
donde experimentos de pérdida de funcidon resultan en defectos en la correcta formacion de los
cartilagos faciales. En esta tesis, hemos realizado ensayos de epistasis demostrando que Ric-8A actia
rio arriba de la sefializacion de Gal3,y controlan la migracion de la células de la cresta neural craneal.
Explantes de cresta neural fueron analizados in vivo a través de “time-lapse” y de inmunocitoquimicas
para evaluar la dispersion, la estabilidad de las protrusiones y la localizacion subcelular de diversas
proteinas. El silenciamiento de Gal3 produce el mismo fenotipo que las células morfantes para Ric-
8A: Las células presentan una alteracion en el citoesqueleto de actina, muestran protrusiones inestables
en el tiempo y una fuerte reduccion en el nimero y la dindmica de las adhesiones focales. Ademas, la
sobreexpresion de la subunidad Goal3, es suficiente para rescatar todos los fenotipos morfantes
observados para Ric-8A. También demostramos que, Ric-8A y Gal3 interaccionan y colocalizan
principalmente en las protrusiones del frente de migraciéon y en menor proporcion en el area
citoplasmatica. Por otro lado, la quinasa de adhesiones focales (FAK) colocaliza parcialmente con
Gal3 enddgena y ambas proteinas a través de ensayos de inmunoprecipitacion determinamos que
forman parte del mismo complejo proteico. Ademas Src constitutivamente activa, proteina que cumple
una funcion importante en la formacion de las adhesiones focales, es capaz de rescatar el fenotipo
morfante de Gal3 en las crestas neurales. Finalmente, el silenciamiento de Ric-8A y Gal3 induce una
alteracion en la localizacion del marcador de polaridad aPKC y provoca defectos en la respuesta
quimiotactica hacia Sdf-1. Por lo tanto, con este trabajo de tesis comenzamos a revelar parte de los
mecanismos moleculares esenciales para la migracion colectiva, evento importante durante la
embriogénesis, y que en este caso involucran la regulacion de la via de proteinas G heterotriméricas y a
su GEF Ric-8A. Proponemos que, Ric-8A regula la sefializacion de Gal3, y en conjunto, controlan la
polaridad celular y la morfologia celular, regulando las propiedades de las adhesiones focales y la

formacion de protrusiones, requeridas para un apropiada migracion celular.



SUMMARY:

Ric-8 is an accessory protein involved in different heterotrimeric G protein pathways, and
exerts a GEF and chaperone activity over different Ga subunits. In mouse, Ric-8A exhibits a neuro-
specific expression pattern during embryogenesis, and is required for early development as knock-out
embryos die during gastrulation stages. This lethal phenotype severely limits our understanding of Ric-
8A function during embryogenesis and suggests that non-mammalian vertebrate model organisms
might be best-suited to tackle this issue. On the other hand, heterotrimeric G proteins control the
migration of several cellular types, including gastrulation movements, which have recently been shown
to also rely on Ric-8A function. Our laboratory has recently reported a novel function for Ric-8A
during cranial neural crest cell migration in Xenopus, showing that loss of function experiment result in
facial cartilage defects. In this thesis, we have performed epistatic experiments to demonstrate that Ric-
8A acts upstream of Gal3 to control cranial neural crest cells migration. Neural crest explants were
analyzed in vivo by time-lapse microscopy and by immunostaining to evaluate dispersion, protrusion
stability and protein localization. The Gal3 knock-down mimics the Ric-8 A morphant condition, as
cells show an alteration of their actin cytoskeleton, and display protrusion instability and a strong
reduction in the number and dynamics of focal adhesions. In addition, the overexpression of the Gal3
subunit is sufficient to rescue all the Ric-8A morphant phenotypes. Furthermore, Ric-8A and Gal3
interact and colocalize mainly in protrusion at the leading edge and in minor proportion at the
cytoplasmic zone. On the other hand, Focal Adhesion Kinase (FAK) colocalizes partially with
endogenous Gal3 and we showed by immunoprecipitation that both proteins belong to the same
complex. Constitutively active Src, which plays a role during focal adhesion formation, is able to
rescue the Gal3 morphant phenotype in neural crest. Finally, Ric-8A and Gal3 down-regulation
induce an alteration in the localization of the polarity marker aPKC and elicit defects in chemotactic
response to Sdf-1. Therefore, this thesis starts unraveling the molecular mechanisms that are essential
for collective cell migration during embryogenesis, a crucial process involving the heterotrimeric G
protein signaling and its GEF Ric-8A. We propose that Ric-8A regulates Gal3 signaling pathway and
together control cell polarity and cell morphology by regulating focal adhesion properties and

protrusion formation, required for proper cell migration.
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I. INTRODUCCION:

1) DESARROLLO EMBRIONARIO Y RUTAS DE SENALIZACION

El desarrollo embrionario temprano, es similar en casi todos los grupos vertebrados,
compartiendo muchos de los procesos y expresion génica que se requieren desde la formacion de los
ejes hasta el establecimiento de los diversos o6rganos. Dentro de los vertebrados, los anfibios han sido
ampliamente estudiados, debido a varias caracteristicas que los hacen un excelente modelo de estudio
tales como: los cientos de huevos que son fertilizados externamente, un rapido desarrollo embrionario,
la facil manipulacion de los embriones, y el gran tamafio celular que permite realizar experimentos de
trasplantes y explantes, los cuales se complementan con las multiples técnicas de biologia molecular
desarrolladas hasta el momento, como hibridaciones in situ, la microinyeccion de oligonucleotidos
antisentido y proteinas dominantes negativas (o modificadas en general), entre otras (Gilbert, S. F.
2013). Considerando esta ventaja experimental, el entendimiento de coémo el sistema nervioso es
formado, mantenido y reparado ha sido ampliamente descrito en Xenopus. Numerosos trabajos han
contribuido en la identificacion de diversas sefales, vias de sefializacion y tejidos necesarios para la
induccion, especificacion y diferenciacion del sistema nervioso. Dentro de estas rutas de sefializacion,
se han descrito por ejemplo, a las proteinas BMP (“Bone Morphogenetic Proteins”), Wnt, FGF
(“Fibroblast Growth Factor”) y acido retinoico, las cuales se encuentras activadas y/o reprimidas en
forma de gradiente para formar el patréon dorso-ventral y antero-posterior de embrion, los cuales
definen la formacion de la placa neural, y que son esenciales para la formacion e induccion de muchos
tejidos y estructuras, como lo son las crestas neurales (CN) (Kloc, M., y Kubiak, J. Z., 2014). Sin
embargo, debido a la complejidad del proceso, continian muchas interrogantes con respecto a la
formacion y desarrollo de muchos tejidos, asi como también de multiples vias de sefializacion que atn
no se han descrito completamente durante la embriogénesis (Kloc, M., y Kubiak, J. Z., 2014), y en lo

cual este trabajo de tesis quiere aportar.

2) CRESTAS NEURALES (CNs):

Las CNs son un tejido transitorio el cual posteriormente deriva en la formacion de diversos
tipos celulares tales como neuronas y células gliales del sistema nervioso periférico, del sistema
nervioso simpatico y para-simpatico; células de la glandula adrenal; células pigmentadas de la
epidermis; tejido esquelético y conectivo craneo-facial, entre otras estructuras (Mayor, R., y
Theveneau, E., 2013). Debido a la amplia migracion de este tipo celular a lo largo de todo el cuerpo
del embridn, las células de la CN pueden ser divididas en 4 tipos principales (que se traslapan) segin

sus regiones anatomicas, cada una de ellas con caracteristicas funcionales diferentes: las CNs craneales
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(CNC), las CNs cardiacas, las CNs troncales, y las CNs sacral-vagales (Gilbert, S. F. 2013,
Theveneau, E., y Mayor, R, 2012). Dentro de este trabajo de tesis sélo se estudiaran las CNC, las
cuales migran para producir la mesénquima craneo-facial, la cual se diferencia a cartilago, hueso,
neuronas craneales, glia, células pigmentadas y tejido conectivo de la cara (Hall, B. K., 2008). Estas
células progenitoras ademas pueden entrar en los arcos faringeos para formar las células del timo,
odontoblastos de los primordios dentales y huesos del oido medio y de la mandibula (Crane, J. F., y

Trainor, P. A., 2006).

2.1) FORMACION Y ESPECIFICACION DE LA CRESTA NEURAL CREANEAL

La induccion de las células de la CN ocurre durante la gastrulacion temprana, en el borde entre
la placa neural prospectiva (ectodermo neural) y la epidermis prospectiva (ectodermo no-neural) (Hall,
B. K., 2008). La formacion y especificacion de las células de la CN proviene de la uniéon de multiples
pasos. En anfibios, por ejemplo, ocurre por la interaccion de multiples sefiales inductivas durante la
gastrulacion (especificacion de la CN) y la neurulacion (mantencion de la CN) del embrion,
incluyendo sefializaciones de la via BMP, Wnts y FGF, siendo importantes tanto el tiempo como el
gradiente producido por ellas para llevar a cabo la correcta formacion de las CN (LaBonne, C., y
Bronner-Fraser, M.,1998; Milet, C., y Monsoro-Burq, A. H., 2012; Steventon, B. y col., 2009;
Steventon, B., y Mayor, R., 2012). Niveles intermedios de BMP y crecientes de Wnt son requeridos en
los bordes de la placa neural para la formacion de las CN (Figura I), los que activan y regulan la
expresion de un grupo de factores de transcripcion llamados “especificadores del borde de la placa
neural” ( Basch, M. L. y col., 2004). Dentro de estos se encuentran: AP2, Pax3, Pax7, Dix, Msx1, Zic y
Gbx2; regulando la formacion de las células de la CN, asi como también algunas células dorsales del
tubo neural (Milet, C., y Monsoro-Burq, A. H., 2012; Rogers, C. D., y col., 2012). Luego las células
expresan un segundo grupo de factores de transcripcion llamados “Factores de transcripcion
especificadores de crestas neurales”, dentro de los cuales encontramos a FoxD3, Sox9, Sox10, Id, Twist
y Snail, que permiten a las células adquirir caracteristicas de CN, diferenciandose completamente de la
placa neural, pasando a la etapa de transicion epitelio-mesenquimal (EMT) y delaminando desde el
neuroepitelio, manteniendo de esta forma la identidad del tejido y ayudando en la fase final de

diferenciacion del progenitor (Milet, C., y Monsoro-Burq, A. H., 2012; Rogers, C. D., y col., 2012).

2.2)  TRANSICION EPITELIO MESENQUIMAL (EMT) Y MIGRACION.

Las células de la CN se separan del neuroepitelio desde la region dorsal del tubo neural para
posteriormente migrar extensivamente hacia diferentes partes del embridon, proceso llamado
delaminacion, que para el caso de las células de CNC de Xenopus ocurre de una sola vez como un

tejido cohesivo (Alfandari, D., y col., 2010). Para que esto ocurra, una serie de eventos moleculares se
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deben orquestar para que la célula epitelial adquiera nuevas caracteristicas que le permitan la
migracion: proceso llamado transicion epitelio-mesenquimal o EMT (Theveneau, E., y Mayor, R.,
2012). Tradicionalmente, la EMT consiste en la ruptura de los componentes de adhesion epitelial, la
perdida de la polaridad apico-basal, seguido por la ruptura de la membrana basal, la cual permite
después la movilidad mesenquimal (Kerosuo, L., y Bronner-Fraser, M., 2012). Dentro de los cambios
que la célula realiza, se ha descrito en Xenopus que las moléculas de adhesion celular juegan un rol
fundamental durante la EMT en las CNC y también durante la migracion celular. En un principio
durante la induccion neural, las células pasan por un cambio global de cadherinas: de E-cadherinas a
N-cadherinas (ambas cadherinas de tipo I) (Nandadasa, S., y col. 2009; Takeichi, M., 1988). Es por
este motivo que tanto las células de la placa neural como las CN pre-migratorias expresan altos niveles
de N-cadherinas con algunos niveles residuales de E-cadherinas, principalmente en las regiones
craneales de Xenopus (Mayor, R., y Theveneau, E., 2013). La N-cadherina se expresa durante la
migracion colectiva temprana de las CNC en Xenopus, y se ha descrito que tanto la sobreexpresion
como el silenciamiento de esta proteina bloquea la emigracion de las CNC (Theveneau, E., y col.
2010). Incluso, recientemente se ha descrito que el cambio de cadherinas (de E por N) es fundamental
para la migracion de las CNC, debido a que este recambio es necesario para establecer la polaridad
requerida por las células para realizar correctamente este proceso (Scarpa, E., y col., 2015), mecanismo
que se explicara mas adelante. Luego, las células continian cambiando la expresion de cadherinas,
disminuyendo la expresion de N-cadherinas y reemplazandolas por cadherinas de tipo II (6/7/11), las
cuales son mas débiles que las tipo I (McKeown, S. J., y col.,, 2013). Dentro de este grupo, la
cadherina-11 se encuentra expresada en la CNC de Xenopus, la que participa directamente en la
migracion induciendo la formacion de filopodias y lamelipodias en las células, siendo critico en este
proceso el dominio citoplasmatico de la proteina, la cual posee un sitio de unidén para el GEF
(“Guanine Nucleotide Exchanging Factor”) de las proteina G pequeiias, Trio (Kashef, J., y col., 2009).
Contribuyendo a la EMT, las CNs expresan proteasas que inducen la escision de las cadherinas, tales
como ADAM10 y ADAM13, las que modulan la propiedades de adhesion célula a célula, provocando
de este modo la emigracion. Por ejemplo, se ha estudiado ampliamente ADAM13 en Xenopus, y se ha
demostrado que esta metaloproteinasa es esencial para el clivaje de cadherina-11, y que este clivaje es
necesario para la migracion de las CNC mediando la adhesion célula-célula (McCusker, C., y col.,
2009). Ademas, se comprobd que el dominio extracelular producto del clivaje de cadherina-11
estimula la migracion in vivo de las CNC (Abbruzzese, G., 2015). También, modulando el proceso de
la EMT, se encuentra el factor de transcripcion Hif-1 (“Hypoxia-Inducible transcription Factor 17) el
cual controla la expresion de Twist, repimiendo la expresion de E-cadherina y permitiendo iniciar la

migracion de las CNC (Barriga, E. H., y col., 2013).
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Por otro lado, la remodelacion del citoesqueleto es uno de los pasos fundamentales para llevar
a cabo la EMT y una migracion efectiva, proceso que es regulado por integrinas y proteinas G
pequenas, entre otros (Kerosuo, L., y Bronner-Fraser, M., 2012). Las proteinas G pequefias, se han
descrito participando activamente en la EMT de las CN en otros modelos biologicos (Kerosuo, L., y
Bronner-Fraser, M., 2012). Estudios realizados en pez cebra demuestran a través de ensayos de
microscopia de “time-lapse”, una alta actividad protrusiva a través de la activacion de miosina II y
ROCK (“Rho-associated kinase”), provocando que la células de la CN abandonen el neuroepitelio una
vez que las adhesiones célula a célula se han perdido (Berndt, J. D., 2008). Asi también, la
sefializacion de la proteina G pequeiia Rho (RhoA y RhoB) ha sido descrita participando en el proceso
de delaminacion en las CN aviares, la cual a través de ROCK modula tanto las fibras de estrés como
las adhesiones focales (Groysman, M., y col., 2008; Liu, J. P., y Jessell, T. M. 1998). Sin embargo, a
pesar de la importancia que aparentemente tienen las proteinas G pequeias durante el proceso de
delaminacion en las CN, pocos hallazgos se han realizado en este ambito, contrario a los avances que
se han realizado en el estudio de estas proteinas en la polaridad celular adquirida durante la migracion

celular.

2.3) MIGRACION: DIRECCIONALIDAD Y POLARIDAD CELULAR.

Las CNC migran en base a los contactos celulares, en forma colectiva, lo cual es necesario
para la migracion direccionada. Una vez delaminadas, las CNC de Xenopus comienzan la migracion
celular separandose en pequefios grupos, a través de las corrientes migratorias llamadas: mandibular,
hioide y branquial, separadas cada una de ellas por regiones libres de crestas neurales (Figura Ila)
(Theveneau, E., y Mayor, R. 2012). Para que las CNC puedan migrar eficientemente a través de las
tres corrientes migratorias, las células necesitan de sefiales intracelulares y extracelulares (Gilbert, S.
F.,2013).

Dentro de las sefiales intracelulares, las CNC expresan proteinas que le permiten interaccionar
con moléculas presentes en el medio extracelular o con otras células de la CNC, para migrar
eficientemente y en forma colectiva. Se han descrito al menos dos mecanismos por los cuales las
células de la cresta neural pueden migrar grupalmente: La inhibicion de la locomociéon por contacto
(CIL) y la co-atraccion (CoA) (Figura IIb). La CIL consiste en que una vez que dos células se han
encontrado, ellas detienen su migracion en esa direccion debido a una sefial inhibitoria (el contacto
célula-célula) para luego extender protrusiones hacia el lado opuesto de la interaccion, causado por un
reordenamiento de la proteinas de la sefializacion de la via Wnt no canoénica/PCP (Polaridad Celular
Planar) en el sitio del contacto, activando a la proteina G pequefia RhoA y re-polarizando a la célula
(Carmona-Fontaine, C., y col. 2008). También se ha demostrado que N-cadherina es esencial para CIL,

ya que activa a Rho en el contacto célula-célula, vinculando a esta proteina con la via PCP
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(Theveneau, E., y col. 2010). Cuando numerosas células migratorias se encuentran en contacto con
otras, las células que se encuentran en el borde, exhiben movimientos migratorios hacia fuera del
grupo, formando protrusiones hacia los extremos libres debido a la polaridad generada por este
mecanismo, promoviendo la migracion de todo el grupo en forma radial o dispersion, si no existen
seflales extracelulares, o en forma direccionada si estas sefales existen (Carmona-Fontaine, C., y col.
2008; Mayor, R., y Theveneau, E., 2013). Recientemente se ha descrito que la EMT es un paso clave
para la CIL, donde el cambio de cadherinas (de E a N) ayuda a la re-polarizacion de la célula y al
desensamblaje de los complejos de adhesion, provocado principalmente por las fuerza de traccion
polarizadas que se generan y que permiten el quiebre de las uniones adherentes, dilucidando que E-
cadherina actuaria como un supresor de CIL (Scarpa, E., y col, 2015). Ademas, se ha demostrado que
cadherina-11 es necesaria para llevar a cabo la CIL (Becker, S. F. S, y col, 2013) y que el aumento de
la actividad de ADAM13 o de la expresion del fragmentos extracelulares de cadherina-11, aumenta la
invasividad y bloquea la respuesta CIL que ocurre luego de la colision de dos células, demostrando
influencia sobre la polaridad celular en las CNC (Abbruzzese, G., y col., 2015).

Por otro lado, la co-atraccion (CoA), es un mecanismo por el cual las células se mantienen en
grupos cohesivos y permiten contrabalancear la tendencia natural de dispersion de las células
provocado por CIL (Carmona-Fontaine, C., y col., 2011). Las CNC son co-atraidas debido a que las
mismas células secretan el fragmento del complemento C3a y a la vez expresan al receptor C3aR, los
cuales activan a Rac-1, contrario al efecto de CIL, el que permite la re-polarizacion de las células que
se alejan del grupo principal. Cuando este mecanismo es bloqueado, interrumpe los movimientos
coordinados y colectivos de estas células, perdiendo la capacidad de responder eficientemente a las
sefales extracelulares (Figura IIb) (Carmona-Fontaine, C., y col., 2011).

Modelos computacionales demuestran que en conjunto los mecanismos opuestos de CIL y
CoA son suficientes y necesarios in silico para generar la migracion direccional efectiva por las
corrientes migratorias, las cuales ademas pueden interaccionar con tejidos especificos y sefiales
permisivas que contribuyen a una migracion de largo alcance (Woods, M. L., y col., 2014).

Dentro de las sefiales extracelulares que las CNC reciben para lograr una adecuada migracion
se encuentra el factor Sdf1 (“Stromal cell-derived factor 1), el cual estaria encargado de atraer a las
células en forma colectiva y direccional en respuesta al gradiente, debido a que las CNC expresan a su
receptor CXCR4, aumentando de esta forma el nimero y también la estabilidad de las protrusiones en
el borde director o frente de migracion (“leading edge”), mecanismo que es dependiente de N-
cadherina/CIL (Theveneau, E., y col, 2010). En este caso, Racl permaneceria inactivo en el contacto
célula a célula, y activo en el borde libre de células (Theveneau, E., y col. 2010). Las células de la
placoda, un tejido epitelial que contribuye a la formacion de diferentes 6rganos sensoriales, son la

fuente de Sdfl in vivo y se ha descrito que estas células en conjunto con las CNC, presentan un
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mecanismo llamado “Chase and Run”, donde las CNC son atraidas por las placodas via quimiotaxis, y
a su vez las células de las placodas las repelen moviéndose en direccion opuesta del contacto que
establece con las células de la CNC (Szabo, A., y Mayor, R., 2015; Theveneau, E., y col., 2013). Los
mecanismos responsables de este Gltimo comportamiento, son derivados de la activacion de la via PCP
y de N-cadherina, las cuales inhiben las adhesiones focales en el contacto célula a célula, generando
fuerzas asimétricas que permiten el movimiento del grupo completo de las placodas en direccion
contraria de la union (Theveneau, E., y col., 2013).

Dentro de las sefiales extracelulares que también se han descrito en Xenopus, se encuentran las
efrinas (Figura IIb), de las que existe evidencia que se expresan en la zona libre de crestas neurales
permitiendo que las corrientes migratorias no se junten durante la migracion, debido a que las células
de la CNC expresan los receptores EphA4 y EphB1 que reconocen a estas moléculas (Helbling, P. M.,
y col., 1998; Smith, A., y col., 1997). Otra de las sefiales restrictivas que se han estudiado en la
migracion de las CN son las semaforinas (Figura IIb), las cuales no se han descrito en CNC en
Xenopus. Sin embargo, en otras especies como raton y pollo su expresion se encuentra presente
complementariamente con su ligando neuropilina-2, y ambos son importantes para la correcta
migracion de las CNC (Gammill, L. S., y col. 2008).

Aunque se encuentran descritos receptores de proteina G heterotrimérica (GPCR) participando
activamente en la migracion de las CNC, tales como CXCR4 y C3aR, se desconoce completamente la
casacada de sefalizacion, y por ende la familia de la proteina(s) G heterotrimérica(s) asociada(s) a este
proceso. Es por esto, que este trabajo de tesis se enfocd en una de las posibles vias de sefializacion

asociadas a la proteina G heterotrimerica.
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Figura I: La induccion de la crestas neural se lleva a cabo por gradientes de sefializacion que
contribuyen también a la especificacion del eje del embrion de Xenopus.

Se puede observar el gradiente producido por BMP y Wnt que especifica a la polaridad dorsal-
ventral y posterior-anterior del embrion respectivamente (a). La cresta neural (morado) se induce en el
borde de la placa neural (blanco), entre el ectodermo neural y el ectodermo no neural (azul), debido a
un gradiente medio lateral de BMP y antero-posteriores de Wnt, FGF y RA (b). En la parte anterior del
embrion ademas se induce un tejido llamado ectodermo placodal (calipso). Si las células del ectodermo
reciben sefiales de BMP y Wnt por un periodo de tiempo extendido, las células se transforman en
epidermis. En cambio, si Wnt induce la sefializacion de BMP y luego la primera sefial es silenciada, las
células se transforman en placodas. Por el contrario si Wnt induce BMP permaneciendo ambas activas,
las células se transforman en CN. Si las células reciben solo sefial de Wnt se convierten en células

neurales (Figura proveniente y adaptada desde Gilbert, S. F., 2013).
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Figura II: La migracion de las células de la cresta neural craneal ocurre de forma colectiva y
direccionada debido a interacciones establecidas entre las células y sefiales externas.

Rutas de migracion de las células de la CNC de Xenopus. Las células comienzan a migrar
durante el estadio 19 al estadio 25. Se observan tres rutas migratorias llamadas corriente mandibular,
hioide, y branquial separadas cada una de ellas por areas libre de células de la cresta neural. Estas
corrientes son claramente distinguibles empleando marcadores tales como Srnail? (Slug) y Twist (a).
Las células migran grupalmente y de forma direccionada (b). La poblacion celular que se encuentra a
los bordes del grupo celular muestran una clara polaridad con protrusiones orientadas hacia fuera del
grupo, en sentido contrario a las células que se encuentran dentro del grupo celular. Los contactos
celulares dentro del grupo presentan inhibicion de la locomocién por contacto (CIL, flechas
inhibitorias naranjas), lo que produce un colapso de las protrusiones via RhoA (morado en la célula).
Las células que se alejan del grupo celular son atraidas nuevamente debido a la co-atraccion (CoA,
flecha y circulos verdes). Existen sefiales inhibitorias en los tejidos adyacentes los que inducen el
colapso de las protrusiones celulares (en rojo a la izquierda), mientras que el factor quimiotactico Sdfl
(gradiente en azul) mantiene las protrusiones hacia la direccion de la sefial mediante la activacion de la
proteina Rac-1 (rojo en la célula). Las moléculas atractantes estabilizan las protrusiones que se
encuentran bien orientadas incrementando la actividad de Racl, generando la direccionalidad del

movimiento.
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2.4) POLARIDAD CELULAR Y ADHESIONES A LA MATRIZ EXTRACELULAR
MEDIADAS POR INTEGRINA DURANTE LA MIGRACION CELULAR.

Una célula en migracion, independiente del tipo celular que sea, requiere del establecimiento
de una polaridad celular, de la formacion de protrusiones en el borde director, del establecimiento de
interacciones adhesivas con el sustrato y de la coordinada remodelacion del citoesqueleto, procesos
que se pueden ejecutar debido a la accion de algunos moduladores claves pertenecientes a la familia de
las proteinas G pequefias de la familia Rho (Ridley, A. J., y col, 2003). Dentro de esta familia, se ha
descrito a Cdc42, el cual es un regulador maestro de la polaridad que recluta al complejo
Par6/Par3/aPKC, encargado del establecimiento del centro organizador de microtubulos (MTOC) y del
aparato de Golgi, frente al nucleo en direccion hacia al punto de migracion (Etienne-Manneville, S., y
Hall, A., 2003; Ridley, A. J., y col, 2003). De esta forma, Cdc42 promueve el crecimiento de los
microtabulos hacia la lamela, facilitando ademas las liberacion de vesiculas provenientes del Golgi
hasta el borde director, trasladando proteinas requeridas en ese lugar para realizar una correcta
migracion celular (Etienne-Manneville, S., y Hall, A., 2003; Ridley, A. J., y col, 2003). Por otro lado,
la activacion de Rac, otra proteina G pequefia clave para la migracion, estd relacionada con la
formacion y la mantencion de lamelipodias y “ruffles” de membrana, y activa diversas cascadas
moleculares rio abajo, estimulando a proteinas tales como WAVE y Arp2/3 entre otras, las que
permiten y ayudan a la polimerizacion de actina en el borde director (Parri, M., y Chiarugi, P., 2010).
Por otra parte, Rho activa principalmente a la proteina quinasa ROCK (“Rho-associated
serine/threonine kinase”) la cual acttia sobre la fosforilacion de la cadena liviana regulatoria de la
miosina o 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, M., y
Chiarugi, P., 2010; Spiering, D., y Hodgson, L., 2011). Es importante destacar, que la sefializacion de
las tres proteinas G pequefias descritas se encuentran enlazadas y reguladas entre ellas. Es asi como
Cdc42 activa a Rac-1, y la activacion de Rac suprime la actividad de Rho y viceversa (Spiering, D., y
Hodgson, L., 2011). Clasicamente, se ha observado que Rac-1 se encuentra activada en el borde
director y Rho-A en la parte posterior de la célula, pero recientemente otros estudios parecen indicar
que no s6lo estan reguladas espacialmente, sino que también temporalmente en las regiones donde se
lleva a cabo el reordenamiento del citoesqueleto, describiéndose, por ejemplo, la participacion de
RhoA en las protrusiones previo a la activacion de Rac-1 (Machacek, M., y col., 2009).

Al igual que otros modelos celulares, las CNC estan altamente polarizadas en direccion a la
migracion. La via Wnt no candnica de la PCP ha sido descrita como modulador clave en la polaridad
de las CNC, y es una de las rutas clasicas que establecen la orientacion celular, modulando el
citoesqueleto y la morfologia para una correcta migracion celular (Vladar, E. K., y col., 2009). Wntl1,

ha sido descrito como un ligando relevante para esta ruta de sefializacion; es expresado en células
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adyacentes a las CNC, y la deslocalizacion de esta sefial inhibe la migracion de las CN, demostrandose
que la via Wnt no canoénica afecta directamente la formacion de lamelipodias y filopodias necesarias
para una correcta migracion (De Calisto, J., y col., 2005). Dentro del mismo contexto, otra proteina
involucrada en polaridad, como Par3, ha sido estudiada en Xenopus, la cual a diferencia de lo que
ocurre en otros modelos celulares, regula negativamente a Rac-1 en el contacto célula a célula,
inhibiendo al GEF Trio y promoviendo el colapso de los microtibulos, contribuyendo de esta forma al
mecanismo de CIL en las CNC (Moore, R., y col. 2013).

Una vez que las células se encuentran polarizadas durante la migracion, comienzan a producir
protrusiones, las cuales son dependientes de estructuras formadas en las lamelipodias y filopodias
llamadas adhesiones focales. 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, M., y Chiarugi, P., 2010). En
los estadios tempranos de adhesion se han caracterizado pequefias adhesiones nacientes que se forman
detras del borde director de las células en migracion, las que pueden madurar para convertirse en
complejos focales, las cuales son mucho mas grandes y estables que las estructuras previas. Los
complejos focales son prominentes en células que presentan una alta actividad de Racl y una baja
actividad de RhoA (Lawson, C. D., y Burridge, K., y col., 2014). Posteriormente, en estadios tardios de
adhesion, estas estructuras vuelven a evolucionar a adhesiones focales maduras, las que presentan un
mayor tamafio y son mas estables que la anteriores, anclandose a fibras de estrés, proceso que es
inducido por la activacion de RhoA (Figura III) (Lawson, C. D., y Burridge, K., y col., 2014). La
activacion de las Rho GTPasas en el mecanismo de adhesion involucra una serie de interacciones
moleculares con las integrinas y con la familia de las quinasas Src, entre otras proteinas. La activacion
espacio temporal de diferentes proteinas con actividad GAP (“GTPase Activating Protein”) y GEF
(“Guanine Nucleotide Exchanging Factor”) para las GTPasas pequefas permiten el ensamblaje y
desensamblaje de estas estructuras, regulacion que hasta el momento no se encuentra completamente
dilucidada (Parsons, J. T., y col., 2010). Diversas proteinas adaptadoras se fosforilan permitiendo la
unién entre la matriz extracelular e integrinas con el citoesqueleto de actina (Parsons, J. T., y col.,
2010). Las integrinas no poseen dominio catalitico, pero pueden reclutar y activar rio abajo de su
sefializacion a proteinas no-receptoras con actividad tirosina-quinasa, las que fosforilan a proteinas
adaptadoras. Las proteinas FAK (“Focal Adhesion Kinase”) y Src son activadas posterior al
reclutamiento de integrinas en las nuevas adhesiones focales, donde un cambio conformacional
permite la auto-fosforilacion de FAK, reclutando a Src, la cual media una nueva fosforilacion de FAK,
y ademas de paxilina, asi como también de otras proteinas moduladoras de la adhesion (Parsons, J. T.,

y col., 2010).
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En las CNC de Xenopus, poco se ha estudiado sobre las adhesiones focales durante Ila
migracion celular. Se conoce que las CNC durante la migracion expresan a las subunidades de
integrina a5, a6, aVy Bl (McKeown, S. J., y col., 2013), pero no existen estudios referentes a su
sefializacion. Sin embargo, otra familia de receptores de la matriz extracelular, como es Sindecano-4,
ha sido descrita participando en la migracion de las CNC. Sindecano-4 controla la migracion
direccionada, regulando la orientacion de las protrusiones y la polarizacion de la célula, similar a lo
observado por la via Wnt no candnica descrita anteriormente, pero esta vez inhibiendo la funcion de la
proteina G pequefia Rac-1 (Matthews, H. K., y col, 2008).

Por otro lado, estudios recientes sugieren que N-cadherina interfiere con la maduracion de las
adhesiones focales, la cual inhibe localmente la adhesion a la matriz extracelular y la maduracion de
las adhesiones focales, debido a que estas se reducen en tamafio pero aparentemente no reducen su
cantidad. Este fenomeno se puede observar tanto en la union entre células de la placoda, entre células
de la CNC, y entre células de las CNC-placodas (Theveneau, E., y col, 2013).

Considerando que la formacion y regulacion de las adhesiones focales es fundamental para los
procesos migratorios de diferentes tipos celulares, es importante entender y conocer en mayor medida
el mecanismo de regulacion de estas para la estabilizacion de las protrusiones y otras funciones en la
cual estas estructuras se encuentran involucradas. Aunque se encuentran descritos multiples
mecanismos por el cual las CNC migran durante el desarrollo embrionario, las rutas de sefalizacion
que regulan la formacion y/o estabilizacion de las adhesiones focales no se encuentra completamente
dilucidadas, por lo cual resulta interesate indagar al respecto y se planteé como uno de los objetivos de

este trabajo de tesis.

3) PROTEINA G HETEROTRIMERICA

3.1) PARTICIPACION DE LA PROTEINA G HETEROTRIMERICA DURANTE LA
MIGRACION CELULAR

Diferentes modelos celulares, distintos a las CNC, se han utilizado para estudiar los diversos
mecanismos y rutas de transduccion de sefales que permiten llevar a cabo una correcta migracion
celular, dentro de las cuales se ha descrito la participacion de miembros de la familia de la proteina G
heterotrimérica y sus multiples proteinas accesorias dependientes de esta sefializacion.

Se han descrito varios ejemplos donde los GPCRs (“G protein-coupled receptors”) actian
como quimiorreceptores en una amplia variedad celular, promoviendo la reorganizacion del
citoesqueleto de actina y modulando la movilidad celular (Cotton, M., y Claing, A., 2009; Xu X.y
Jin T., 2012; Yan, J., y Jin, T. 2012). Por ejemplo, como se menciond anteriormente tanto C3aR

(Receptor de C3a) como CXCR4 (receptor de Sdfl) son miembros de los GPCRs, que han sido

Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad de Concepcion | TESIS DOCTORAL-TORO-TAPIA G. 11



descritos participando en la migracion de las CNC. Sin embargo, la(s) proteina(s) G asociada(s) a
estos receptores no ha(n) sido descrita(s) (Carmona-Fontaine, C., y col., 2008; Carmona-Fontaine, C.,
y col., 2011). En otros tipos celulares, la desregulacion de estos receptores se ha asociado con varias
patologias incluyendo la inflamacion crénica, la progresion metastasica y la angiogénesis aberrante
durante la progresion tumorigénica ( Cotton, M., y Claing, A., 2009). Por ejemplo, CXCR4, cumple
un rol importante durante el desarrollo, asi como también en la hematopoyesis y en la organizacion
del sistema inmune, observandose ademas el importante papel que juega en diferentes tipos de cancer
(Cotton, M., y Claing, A., 2009; Kamps, A. R., y Coffman, C. R., 2005; Xu, C., y col., 2015), no
obstante, en varios de estos ejemplos se desconoce la proteina G heterotrimérica involucrada.

Como se menciond, multiples estudios han relacionado a los miembros de las 4 familias de
las proteinas G heterotriméricas (Gs, Gi/o, Gq/11 y G12/13) con la migracion celular, donde los
efectores de las diferentes cascadas de sefializacion activan a diversos miembros de las proteinas G
pequeiias de la familia Rho, incidiendo directamente en el citoesqueleto (Cotton, M., y Claing, A.,
2009). Una de las familias ampliamente estudiadas durante la migracion es la Go12/13 y fue una de
las primeras descubiertas participando en movimientos celulares durante el desarrollo embrionario
(Kelly, P., y col., 2007). Estudios en Drosophila, indican que la sefializacion del homologo Ga12/13,
concertina, regula los cambios morfologicos de las células que sufren internalizacion durante la
gastrulacion (Parks, S., y Wieschaus, E., 1991). Asi también, Ga12/13 ha sido estudiada durante la
gastrulacion de Danio renio, observandose su participacion en los movimientos de conversion-
extension y en epibolia, donde en este ultimo proceso se ha encontrado regulando al citoesqueleto de
actina a través de la via de RhoGEF/Rho y ademas asociandose en parte con el dominio
citoplasmatico de E-cadherina, inhibiendo su actividad y la adhesion celular (Lin, F., y col., 2005;
Lin, F., y col., 2009). Otros estudios han revelado la participacion de la familia Gal2/13 en la
migracion de linfocitos (Griler, M. H., y col., 2003), neutréfilos (Xu, J., y col., 2003 ), y cultivos
fibroblasticos embrionarios (Offermanns, S., y col., 1997), en ensayos de quimiotaxis realizados en
respuestas a diversos ligando. Ademas se ha involucrado a la sefalizacion de Gal2/13 promoviendo
la invasion en cancer de prostata (Kelly, P. Y col., 2006), mama (Kelly, P. Y col., 2006b) y ovario
(Bian, D., y col., 2006) entre otros, todos ellos involucrando la activacion de Rho.

Durante los ultimos 30 afios, también se ha estudiado a la familia Gai/Gao durante la
migracion usando la toxina pertussis (Ptx), la cual ADP-ribosila a estas proteinas, desacoplandolas de
sus receptores. Se ha observado su participacion en el movimiento quimiotactico requerido por
diversas células del sistema inmune (Boularan, C., y Kehrl, J. H., 2014; Chaffin, K. E., y Perlmutter,
R. M., 1991; Griler, M. H., y col., 2003; Han, S.-B., y col., 2005; Spangrude, G. J., y col., 1985). Por
otro lado, se ha asociado a Gai2 con la polarizacion normal en respuesta a quimioatractantes, paso

necesario para la reorganizacion del citoesqueleto durante la migracion de los macrofagos (Wiege,
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K., 2012). Ademas, durante la embriogénesis se ha demostrado que la toxina Ptx afecta los
movimientos de gastrulacion en Xenopus, (Winklbauer,. y col., 2001). Al igual que para la familia de
Ga12/13, Gai ha sido caracterizada en procesos cancerosos, donde se ha visto asociada al complejo
CXCR4/Sdf1 induciendo la migracion celular direccional y provocando metastasis espontaneas via
mTORCI1 (Dillenburg-Pilla, P., y col. 2015). Una novedosa técnica de estudio fue desarrollada
recientemente, donde se corrobord a través de optogenética (inhibiendo de forma localizada la
funcion de Gai) que la influencia de Gai/GPy y su gradiente intracelular es suficiente para generar
migracion celular direccionada (O'Neill, P. R., y Gautam, N., 2014). La mayoria de la sefializaciones
descritas para Gai durante al migracion celular estan mediadas principalmente por la subunidad Gy
activando a sus efectores, tales como la via PLC (fosfolipasa C), PI3K (fosfoinositol 3 quinasa) y
Rac-GEFs (Wettschureck, N., y Offermanns, S., 2005). Durante la gastrulacion en Xenopus,
adicionalmente a lo descrito anteriormente, se ha demostrado que Gfy se encuentra rio abajo de
Wnt/Xfz7, regulando la actividad de Cdc42 (Penzo-Mendéz, A., y col., 2003), sugiriendo
nuevamente la participacion de la proteina G durante este proceso.

A su vez, tanto la familia de Gas como Gogq han sido estudiadas durante la migracion celular
principalmente en células del sistema inmune, sefializacion que es dependiente de cAMP y de PLC
respectivamente (Boularan, C., y Kehrl, J. H., 2014; Cotton, M., y Claing, A., 2009). Es asi como
por ejemplo, en células endoteliales provenientes de vena del cordon umbilical (HUVECs), al ser
estimuladas por oxitocina, aumentan su migracion e invasion involucrando la activacion de la via
Gag/PLC (Cattaneo, M. G., y col. 2008).

La mayoria de los estudios de la sefializacion via proteina G heterotrimérica, se han centrado
durante la migracion en los eventos de gastrulacion (Malbon, C. C., 2005). Sin embargo,
considerando que el desarrollo embrionario es un proceso altamente dinamico, y que por ende los
movimientos celulares son claves para llevar a cabo los diferentes procesos requeridos para la
formacion completa de un organismo adulto, no se ha indagado lo suficiente para entender la funcion
de las proteinas G heterotriméricas en estos procesos. Ademas, se conoce a varios receptores de la
familia de los GPCR asociados a multiples eventos durante el desarrollo embrionario, por lo cual se
hace evidente reconsiderar el estudio de la proteinas G heterotriméricas durante la embriogénesis, y
establecer los mecanismos moleculares que estas proteinas emplean durante el proceso de migracion
celular. Por este motivo, este trabajo de tesis se centra en indagar acerca del rol que la proteina G

heterotrimérica ejerce sobre la migracion de las células de la CNC en conjunto a Ric-8A.
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Figura III: Maduracion de las adhesiones focales y activacion de las proteinas Rho GTPasas.

La formacion y el desensamblaje de las adhesiones nacientes estan acopladas y relacionadas
con el movimiento dirigido hacia delante por la lamelipodia. La maduracion de las adhesiones focales
es dependiente de la actomiosina en la lamela, donde las adhesiones crecen y son mas grandes en
comparacion a las primeras estructuras. La nueva adhesion formada involucra la sefializacion y
fosforilacion de proteinas de andamiaje como paxilina y FAK, sefial que desencadena finalmente la
activacion de Rac. En la lamela, la maduracion de la adhesion es acompaiiada por la activacion
localizada de Rho, probablemente por el reclutamiento inducido por FAK de proteinas GEF y GAP
para proteinas G pequefias. La activacion de Rho sostiene el compromiso de miosina II a través de la
accion de ROCK, la cual controla las quinasas y fosfatasas que regulan a la fosforilacion de la cadena
RLC de la miosina. La miosina II genera la tension sostenida por la maduracion de la adhesion focal
debido al entrecruzamiento producido por varias proteinas adaptadoras. Finalmente, el desensamblaje
de las adhesiones focales en el lado posterior de la células es dependiente de Rho-GTPasas y miosina

I, y también involucra a proteasas como calpaina (Parsons, J. T., y col., 2010).
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3.2) REGULACION DE LA PROTEINA G HETEROTRIMERICA

Se han descrito diversos componentes que participan en la activacion de las proteinas G
heterotriméricas involucrados tanto en migracion como en otros procesos celulares. La via clasica de
sefializacion propone que las proteinas G heterotriméricas se encuentran acopladas a receptores de
transmembrana (GPCRs) los cuales son activados por ligandos especificos. Una vez que se activa el
receptor, provoca un cambio conformacional sobre la proteina G, induciendo el intercambio de GDP
por GTP de la subunidad Ga, disociandola del heterodimero PBy. Debido a la propiedad antes
mencionada, el receptor actuaria como un GEF para la proteina G, activando al “switch” biologico
desde un estado inactivo a otro activo (Oldham, W. M., y Hamm, H. E., 2008; Tesmer J., 2010). Las
subunidades Go y Py disociadas activan a diversos efectores, como adenilciclasas, quinasas,
fosfolipasa C, canales i6nicos, entre otros, generando segundos mensajeros capaces de amplificar las
sefiales producidas. Luego, debido a la actividad GTPasica intrinseca de la subunidad Ga, se produce
la hidrolisis de GTP a GDP, lo que conduce a la inactivacion de la subunidad Ga, por un cambio
conformacional que provoca la re-asociacion con el heterodimero By, dejando a la proteina G en su
estado inactivo (Oldham W. M, 2006; Tesmer J., 2010).

Existen otras proteinas anexas regulando el estado “ON/OFF” de la subunidad Ga. Dentro de
estas proteinas, existen proteinas con actividad GAP, que aceleran la hidrélisis del GTP en la
subunidad Ga, y proteinas con actividad GDI (“Guanine nucleotide Dissociation Inhibitors”) que
inhiben la disociacion de GDP desde la subunidad Go (Hinrichs, M. V., y col., 2012; Wilkie, T. M.,
y Kinch, L., 2005). Por otro lado, durante estos ultimos afios se han descrito a otros activadores de la
proteina G heterotrimérica independientes a los GPCRs, activando a la sefializacion de forma no-

canonica, dentro de los cuales se encuentra Ric-8.

4) RIC-8

En mamiferos, existen dos paralogos homdlogos al gen de Ric-8 descrito inicialmente en C.
elegans, llamados Ric-8A y Ric-8B, diferenciandose entre ellos segun la subunidad Ga a la que
regulan, cuando esta se encuentra disociada de la subunidad By (Tall, G. G., y col., 2003). Ric-8A
tiene especificidad y actia como GEF sobre Gai, Gag, Goo, Gal3 pero no Gas (Tall, G. G., y col.,
2003). Por otro lado, Ric-8B interacciona y tiene actividad GEF para Gaq, Gas, Gal3, pero no para
Goai/Gao (Chan, P., y col., 2011). Ambas Ric-8 participan en la amplificacion de la sefal de las
diversas subunidades Go y se unen preferentemente a la Go que se encuentra en su estado unido a
GDP promoviendo su disociacion para dejarlo en un complejo de transicion libre de nucleétidos
(Tall, G. G., y col., 2003). Ademas, recientemente se ha descrito que Ric-8 también actuaria como
chaperona sobre las subunidades Go nacientes, regulando su abundancia y funcion, participando

directamente en el plegamiento de las proteinas post-traduccionalmente (Chan, P., y col., 2013;
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Gabay, M., y col., 2011). En relacion a esta funcion, se ha descrito que los niveles de Gai2 y Gaq son
regulados a través de sistema de degradacion ubiquitina-protreosoma, degradacion que se ve
disminuida cuando las subunidades Go se encuentran interaccionando con Ric-8A (Chishiki, K., y
col., 2013). Ademas de su funcién molecular como chaperona, se han descrito funciones anexas para
Ric-8, relacionadas con la polaridad celular y siendo descrita como una proteina clave durante la

embriogénesis en diversos organismos.

4.1) RIC-8 Y POLARIDAD CELULAR

Ric-8 es una proteina citoplasmatica de 63kDa, altamente conservada entre vertebrados e
invertebrados, y como se menciond anteriormente, participa activando a la subunidad Go de las
proteinas G heterotriméricas. Esta proteina fue descubierta en estudios realizados en C. elegans,
donde mutantes para Ric-8 sobrevivieron a los efectos neurotoxicos del inhibidor de la enzima
acetilcolinesterasa (Aldicarb), debido a que estos presentaban defectos en la formacion de vesiculas
sinapticas (Miller, K. G., y col., 1996; Miller, K. G., y col., 2000a).

Se ha descrito a Ric-8 involucrada en la division celular asimétrica del cigoto de C. elegans y
de los neuroblastos y células precursoras de o6rganos sensoriales de Drosophila (Miller, K. G., y
Rand, J. B. 2000; Wang, H., y col., 2005; Wilkie, T. M., y Kinch, L., 2005). Diversos estudios han
demostrado que el posicionamiento del huso mitético durante la division asimétrica es regulado de
forma no canonica por la proteina G. Esta via de sefializacion es independiente de receptores GPCR y
es activada por dos tipos de proteinas de union, una con funcién GDI, otorgada por motivos Goloco
presentes en la proteina (GPR1/2 en C. elegans y Pins en Drosophila), y Ric-8 que actia como GEF
sobre la subunidad Gai/o (Hinrichs, M. V., y col., 2012; Miller, K. G., y Rand, J. B. 2000; Wang, H.,
y col., 2005).

La division celular asimétrica es un proceso crucial durante el desarrollo, debido a que
permite generar la diversidad de células necesarias para poder formar un organismo. Durante la
division celular asimétrica de una célula progenitora, es necesario que la célula se encuentre
polarizada permitiendo que los determinantes celulares queden bien distribuidos en cada célula hija.
Las proteinas Par (“Partition defective”), que fueron mencionadas en la seccidon anterior, son
necesarias para la division celular asimétrica, regulando el posicionamiento de diversas proteinas que
permiten la correcta orientacion del huso mitoético durante la division celular. Las proteinas Par son
las responsables de la polarizacion del cigoto de C. elegans, se encuentran acopladas a proteinas que
regulan el posicionamiento de los centrosomas y rotan al huso mitotico, donde también encontramos
otras proteinas como Ric-8. Ademas, las proteinas Par especifican la polaridad apicobasal de las
células epiteliales, orientan la migracion celular, participan en la polaridad celular planar y en la

especificacion neural (Macara, 1. G., 2004). Para el caso de la migracion celular se ha evidenciado la
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participacion de las proteinas Par en diferentes sistemas celulares, demostrando la importancia de la
polaridad durante el movimiento celular (Dow L., Humbert P., 2007). En C. elegans, durante la
division celular asimétrica Par3, Par6 y aPKC se localizan en la zona anterior del cigoto, donde la
célula hija generada conserva la identidad de la célula madre, mientras Parl y Par2 estan en la parte
posterior, junto al complejo de proteinas compuestos por Ric-8, la subunidad Ga-GDP, GPR1/GPR2
(G-protein regulator-1) y Lin-5. Esta ultima corresponde a la proteina efectora de este proceso que
regula el posicionamiento del centrosoma a través de los microtibulos (Wilkie y Kinch, 2005). Por
otro lado, en la division celular asimétrica de Drosophila, Ric-8 interacciona con el complejo de
proteinas Gai-GDP-Pins-Mud, el que es reclutado hacia la zona apical por Par-3/6-aPKC, a través de
una proteina adaptadora llamada Insc (Inscuteable) reteniendo la identidad del neuroblasto, y de
forma similar a C. elegans a través de su efector Mud (Bellaiche, Y., y Gotta, M., 2005; Betschinger,
J., vy Knoblich, J. A. 2004; Siller, K. H., y Doe, C. Q. 2009). Asi mismo, se ha observado en
mamifero que Ric-8A en conjunto con Gai reclutan a LGN (la cual posee dominios GoLoco), a
Numa (proteina efectora) y a Dineina hacia la corteza celular, ayudando a la orientacion del huso
mitoético durante la division celular (Woodard, G. E., y col., 2010).

Recientemente se ha descrito que Ric-8A se expresa en el oocito de raton (Saare, M., y col.,
2015), lo cual concuerda con estudios previos donde se ha involucrado a Ric-8 en el arresto miotico del
oocito de X. laevis (Romo, X., y col., 2008). Durante la maduracion del oocito, la localizacion de Ric-
8A es dependiente de la fase del ciclo celular en la cual se encuentra, y se asocia a la cromatina y al
huso mitético en estadios mas avanzados de oogenesis (Saare, M., y col., 2015). Por otro lado, después
de la fertilizacion, la localizacion de Ric-8A converge con los pronucleos, para luego localizarse en el
huso mitotico y en la corteza celular durante la primera division, colocalizando con Gail-GDP/Gai2-
GDP, y LGN (Saare, M., y col., 2015).

Complementando lo antes descrito, estudios realizados en nuestro laboratorio han
demostrado que el silenciamiento de Ric-8A afecta la polaridad celular en estadio de blastula durante
el desarrollo embrionario de Xenopus tropicalis (Arriagada C., 2012).

Debido a que los complejos proteicos que se requieren en el establecimiento de la polaridad
en una célula durante la division asimétrica son practicamente idénticos que los requeridos en la
células durante la migracion para establecer el patron antero-posterior, resulta fundamental estudiar a

Ric-8A, proteina que es necesaria para la asimetria celular, en la migracion celular.

4.2) RIC-8A DURANTE LA EMBRIOGENESIS
Ademas de lo descrito durante la division celular asimétrica, los primeros estudios abordados
en C. elegans mostraron la expresion de Ric-8 en el sistema nervioso, incluyendo la cadena nerviosa

ventral y ganglios cerebrales de anélidos juveniles y adultos (Miller, K. G., y col., 2000a).
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Recientemente, estudios realizados en Drosophila demostraron que la organizacion de la actina
cortical, esencial para la constriccion requerida durante la gastrulacion, requiere de la participacion de
Ric-8, ademas de las proteinas G heterotriméricas, donde la mutacion de cualquiera de estas proteinas
produce protrusiones esféricas de la membrana plasmatica o “blebs” (Kanesaki, T., y col., 2013).
Incluso, analisis realizados en el mismo modelo, demuestran que Ric-8 en conjunto a Ga12/13 actian
en la misma via de sefializacion de Fog (“Folded gastrulation”), sefial que es requerida para la
constriccion apical de las células durante la gastrulacion para la formacion del surco ventral (Peters, K.
A.,y Rogers, S. L., 2013).

Estudios realizados en raton demostraron que Ric-8A posee una expresion neural en estadios
de organogénesis, expresandose en el ganglio craneal, en el tubo neural, ganglio de la raiz dorsal y
cerebro en desarrollo, entre otras estructuras del sistema nervioso. Ademas la expresion de Ric-8A
también esta presente en varias regiones cerebrales de individuos adultos (Tonissoo, T., y col., 2003).
Estudios realizados en nuestro laboratorio demuestran que la presencia del transcrito de Ric-8A es
dinamica a lo largo del desarrollo de Xenopus, y similar a lo observado en raton, su expresion esta
restringida a tejidos neurales, tales como el cerebro en desarrollo, tubo neural, vesicula otica, tejido
ocular y tejidos derivados de cresta neural, como el tejido craneofacial (Maldonado-Agurto, R., y col.,
2011) (Figura IV). Por otro lado, ratones homocigotos (-/-) para el gen ric-84 no son viables,
alcanzando so6lo al estadio de gastrula, muriendo en estadios cercanos a E6.5-E8.5 (Tonissoo, T., y
col., 2010). Resultados similares obtuvo el grupo de Gabay M. el afio 2011, donde corroboran que
tanto ratones homocigotos (-/-) para ric-84 como para ric-8B no son viables, los cuales mueren durante
la embriogénesis temprana antes del estadio E8.5 (Gabay, M., y col., 2011). Estudios del fenotipo
obtenido para ric-84 (-/~-) demuestran un retraso en el crecimiento del embrion y una desorganizacion
del epiblasto y del mesodermo, demostrando que Ric-8A es una proteina fundamental para la correcta
gastrulacion del embrion de ratdon (Tonissoo, T., y col., 2010). Para evitar la letalidad asociada a Ric-
8A y la posibilidad de estudiar la funcién del gen en estadios més tardios del desarrollo, se emple6 a
ratones “knock-out” transgénicos Cre/loxP, utilizando al promotor de sinapsina I sobre la regulacion de
Cre, para indagar sobre la funcion de Ric-8A en el sistema nervioso. Ratones SynCre” Ric8lac”™"
mueren a los estadios posnatales P4-P6, los cuales presentan defectos en el desarrollo neuromuscular,
retraso en el crecimiento, debilidad muscular, problemas de coordinaciéon y equilibrio, espasmos
musculares y latidos anormales del corazon, defectos asociados con una atrofia del musculo
esquelético e hipoplasia del musculo cardiaco (Ruisu, K., y col., 2013).

Por otro lado, resultados no publicados de nuestro laboratorio estudiando la pérdida de funcion
de Ric-8A en estadios tempranos de desarrollo de Xenopus tropicalis, también muestran que el

embrion sufre un retardo en el desarrollo con problemas a nivel de la gastrula, produciéndose una
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exogastrulacion, atribuible a un defecto en la migracion de las células durante esta etapa (Maldonado-
Agurto, 2010 tesis magister).

Con estos antecedentes se puede establecer la importancia que tiene Ric-8 durante la
embriogénesis, por lo que resulta necesario el estudio mas acabado e indagar sobre las distintas
funciones y los mecanismos por el cual participa en diversos eventos durante el desarrollo

embrionario.

4.3) RIC-8A EN LA MIGRACION CELULAR

Pocos estudios han relacionado a Ric-8 con la migracion celular, considerando los multiples
trabajos que se han realizado estudiando a la proteina G heterotrimérica en este proceso. Se ha
vinculado a Ric-8A con la via de sefializacion no-canoénica de Gal3, participando en la migracion de
células MEF (“mouse embryonic fibroblast”) dependiente de receptores para factores de crecimiento
tirosina quinasa, conectando ambas vias de sefializacion. En este estudio se observo que al silenciar a
Ric-8A, Gol3 no transloca a la membrana en células previamente inducidas con el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDFG), y que ademas estas afectan el citoesqueleto de actina,
causando defectos en la migracion celular (Wang, L., y col., 2011). El mismo grupo de investigacion
recientemente describié que PDFG puede inducir la fosforilacion de Ric-8A, la cual es dependiente de
aPKCA, proteina que ademas es requerida para la correcta migracion celular (Xing, B., y col, 2013).

Recientemente, se ha descrito que Ric-8A es fundamental para mantener los niveles normales
de diferentes subtipos de Ga en linfocitos B, donde ademas se describiéo que Ric-8A es necesario para

la diferenciacion, el trafico, y respuesta humoral de este tipo celular. En este estudio células

ricgfV/fl

mbl-cre B (transgénico que solo silencia a Ric-8A en las células B de la médula 6sea) exhiben
una deficiente respuesta de quimiotaxia, ademas de una pérdida de componentes polares durante la
diferenciacion de este tipo celular (Boularan, C., y col., 2015).

En nuestro laboratorio, ademas de la descripcion del patron de expresion y los ensayos de
pérdida de funcion de Ric-8A durante la embriogénesis de Xenopus, se ha estudiado la participacion de
Ric-8A en la migracion de las células de la CNC. Ensayos realizados in vivo e in vitro, demostraron
que el silenciamiento de Ric-8A, mediante el uso de un morfolino especifico, afecta la migracion de las
células de la cresta neural craneal (Fuentealba, J. y col., 2013). Ademas, las células morfantes para
Ric-8A no responden a la quimiotaxia dependiente de Sdfl (via CXCR4), las que pueden recuperar su
capacidad migratoria en ensayos de rescate. También en nuestro estudio se comprobo que las células
morfantes para Ric-8A tienen problemas de adhesion a la matriz extracelular presentando menos
adhesiones focales que las células control, sugiriendo la posible participacion de Ric-8A en la
remodelacion del citoesqueleto de actina vinculada con la formacion de adhesiones focales

(Fuentealba, J. y col., 2013). Apoyando nuestros resultados, estudios realizados sobre células del
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cerebelo en raton, demuestran que la ausencia de Ric-8A compromete la correcta migracion de las
células granulosas presentes en la glia de Bergmann, conduciendo a una disminuciéon en su afinidad
con la membrana basal. Ademas, ensayos in vivo demuestran que las malformaciones generadas sobre
el cerebelo en desarrollo de ratones deficientes en Ric-8A son similares a ratones mutantes para
integrina PB1, proteina que como ya describimos cumple un papel importante en la adhesion de las

células a la matriz extracelular (Ma, S., y col., 2012).

5) CONTEXTO TRABAJO DE TESIS

La migracion celular cumple un rol fundamental durante la embriogénesis. El comportamiento
que involucra la dinamica y la morfologia celular durante la migracion requiere de una fina regulacion
de un conjunto de moléculas involucradas en este proceso. Las células de la CN de Xenopus, son un
excelente ejemplo de este tipo de migracion ya que son una poblacion de células que migran en forma
direccionada y coordinada in vivo. Algunas de las proteinas involucradas en este comportamiento han
sido discutidas en esta seccion, entre ellas Ric-8A y GPCRs, las cuales son expresadas en estas células
y cumplen una rol fundamental durante la migracion, tanto en las CNC, como en otros tipos celulares.
Sin embargo, poco se sabe del mecanismo a través del cual Ric-8A y la proteina G participan en este
proceso. Por lo tanto, en este trabajo de tesis, se propuso como objetivo indagar sobre la funcion y el
mecanismo a través del cual Ric-8A actGia durante la migracion de las CNC, proponiendo como
principal candidato en la sefializacion a Ga13, debido a que es una proteina que ha sido descrita en
multiples eventos migratorios. A través de ensayos in vivo € in vitro se investigd como Ric-8-A y
Gal3 regulan la direccionalidad, formacion de protrusiones e interaccion de la célula a la matriz
extracelular, y en consecuencia, como ambas proteinas regulan la dinamica y la morfologia de las

células de la CNC durante la migracion.
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Figura IV: Patron de expresion de Ric-8A durante el desarrollo embrionario de Xenopus
tropicalis.

Hibridacion in situ utilizando una sonda contra Ric-8A en diferentes estadios de desarrollo
para evaluar la presencia del transcrito. Estadio 10 (A), estadio 15 (B), estadio 26(C) y estadio 35
(D). E y F corresponden a secciones transversales de D, las lineas rojas muestran la posicion de cada
seccion. G corresponde a una magnificacion de D de la zona rostral del embridon en estadio 35.
Comparacion de la expresion con EphA4 (H) y N-tubulina (I). Ppe (ectodermo preplacodal), r
(rombomeros), nt (tubo neural), opc (tejido optico), b (cerebro), oc (vesicula oOtica), ba (arcos

branquiales) (modificado de Maldonado-Agurto R., y col., 2011).

Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad de Concepcion | TESIS DOCTORAL-TORO-TAPIA G. 21



IT) HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

“Ric-8A, a través de la subunidad Gal3, regula la polaridad y las propiedades de
adhesion a la matriz extracelular durante la migracion de las células de la cresta neural craneal

de Xenopus”

Para responder a esta hipotesis se propone como objetivo general:

“Estudiar como Ric-8A y la subunidad Gal3 de la proteina G heterotrimérica afectan la
morfologia celular y modulan la polaridad durante el proceso de migracion de las células de la
cresta neural craneal de Xenopus”

Con el fin de poder responder al objetivo general hemos establecido tres objetivos especificos:

1. Estudiar la funcion de Ric-8A durante la migracion de la cresta neural craneal en

Xenopus y analizar si esta funcion estd mediada por la subunidad de la proteina G

heterotrimérica Gal3.

2. Estudiar la funcion de Ric-8A y la subunidad Gal3 sobre la morfologia celular y en el
establecimiento de las adhesiones focales durante la migracion de las células de la cresta

neural craneal de Xenopus.

3. Analizar la funcion de Ric-8A y Gal3 sobre la polaridad celular durante la migracion de

las células de la cresta neural craneal de Xenopus.

Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad de Concepcion | TESIS DOCTORAL-TORO-TAPIA G. 22



I1I) MATERIALES Y METODOS

MATERIALES:

Plasmidos:

-pcs2+6myc-XtRic-8A
-pcs2+6myc-XtGal3
-pSP72-slug
-pBSK-twist
-pcs2+H2B-cherry
-pcs2+H2B-GFP
-pcs2+lifeActRFP
-pcDNA/His-XtGa13
-ha-hGa13
-ha-hGa13QL
-pcs2+FAK-GFP
-pcs2+SrcY527F (Constitutivamente activa)

Morfolinos:

Ric-8AMO: 5’-GAGGGTACCCGGATCCATGGCTGGC-3’
Gal3MO: 5’-GCAGGAAGTCCGCCATCTTACACAC-3°
ControIMO: 5> CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA-3’

Anticuerpos y fluoroéforos:

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

Fluoresceina, Life Technologies
Rodamina dextran, Life Technologies

Anti-Digoxigenina AP Fab fragments, Roche (IS:1:3000)
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Anti-cMyc (9E10)sc-40, Santa Cruz. (1:1:200; WB: 1:5000)
Anti- Ga13 (A-20) sc-410, Santa Cruz.(I:1/20; WB:1:500)
Anti-PKCE(c-20) sc-216, Santa Cruz. (I:1:5)

Anti-6His Monoclonal #631212, Clontech. (WB: 1:500)
Anti-GAPDH (1D4), Novus Biologicals. (WB: 1:1000)
Anti-GFP (B-2) sc-9996, Santa cruz. (WB: 1:1000)
Anti-atubulina T9026, Sigma-Aldrich. (WB: 1:5000)
Anti-paxilina (pY118), Invitrogen. (1:1:20)

Anti mouse Alexa fluor 488, Life Technologies.(I: 1:200)
Anti mouse Alexa fluor 546, Life Technologies. (I: 1:200)
Anti rabbit Alexa fluor 488, Life Technologies. (I: 1:200)
Anti rabbit Alexa fluor 546, Life Technologies. (I: 1:200)
Anti rabbit Alexa fluor 647, Jackson Immunoresearch. (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 (1:500-1:1000)
Hoechst, Thermo Fisher Scientific. (1:500-1:1000)

Cantidades de morfolino y mRNA inyectadas por blastémero en cada especie:

X. tropicalis:

-10ng morfolino contra Ric-8A;

-15ng morfolino contra Gal3;

-15ng morfolino control,

-150pg mRNA para Goal3;

-150pg mRNA para mycRic-8A;

-200pg mRNA para FAK-GFP

-50pg mRNA para Src constitutivamente activa;
-40pg mRNA H2B GFP;

-50pg mRNA GFP de membrana.
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-X laevis:

-15ng morfolino contra Ric-8A;

-25ng morfolino contra Gal3;

-25ng morfolino control,

-50pg mRNA para Gal3;

-150pg lifeActRFP.

-200-300pg mRNA FAK-GFP;

-100pg mRNA para Src constitutivamente activa;

-50pg mRNA H2B RFP.
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METODOS:

Fertilizacion in vitro:

Todos los métodos utilizados para la mantencion y utilizacion del modelo Xenopus siguen los
parametros de las tres 3R (Reemplazar, Refinar y Reducir) y han sido evaluados por el comité de
Bioética de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad de Concepcion.

La obtencion de embriones de Xenopus tropicalis se realizd a través de fertilizacion in vitro. Se
prepararon ranas el dia previo a la fertilizacion para su ovulacién con una dosis de 20 unidades de
HCG (gonadotrofina corionica humana). El dia de la fertilizacion se inyectaron las ranas (macho y
hembra) con 200 unidades de HCG y se esperd hasta que comenzara la desovacion. El macho se
sacrifico para disecar sus testiculos, los cuales fueron macerados en L15 (“Leibovitz Medium”)
suplementado con 10% FBS (Suero Fetal de Bovino) para la obtencion de espermios. Se colectaron los
huevos y se fertilizaron con la soluciéon de espermios por 3 minutos y luego por 20 minutos en
1/9XMR (“Modified Ringer’s solution”; 0.1M NaCl, 1.8mM KCI, 2.0mM CaCl,, 1.0mM MgCl,,
5.0mM Hepes-NaOH, pH 7.6). Posteriormente los huevos fueron desgelatinizados (eliminacion de la
capa de gelatina que rodea a los huevos) con una solucion de cisteina al 3% en 1/9 MR (pH 7.9) por 10
minutos. Finalmente, los huevos fueron lavados cuatro veces con 1/9X MR y se incubaron hasta los
estadios de desarrollo requeridos siguiendo tabla de Nieuwkoop P. and Faber J. (1994). Los embriones
en el estadio adecuado se traspasaron a 1/9XMR con 3% de Ficoll para su microinyeccion y luego se
cambiaron a medio 1/20X MR con gentamicina para su mantencion.

Para el caso de Xenopus laevis se utilizaron 500 unidades de HCG para inducir la desovacion,
y el protocolo de obtencion de embriones se realizo de forma similar, s6lo cambiando los lavados y
mantencion de los embriones por medio 3/4 y 3/8 de NAM (“Normal Amphibian Medium”; 110mM
NaCl, 2mM KCI, 1mM Ca(NOs3),, ImM MgSQOy4, 0,1mM EDTA, ImMNaHCO;, 2 mM de fosfato de
sodio pH 7.4).

Microinyeccion:

Los embriones se prepararon para la microinyeccion ya sea con RNA mensajeros (mMRNA) y/o
morfolinos en medio con Ficoll. En la mayoria de los casos se coinyectd ademas con fluoresceina o
rodamina dextrano como trazador de linaje. Se cargaron 2-3puL de la solucion con la muestra a analizar
en una aguja previamente calibrada para un volumen de 2nL para X. tropicalis o 5SnL para X. laevis en
el sistema de microinyeccion “Narishige” (IM300, Narishige Co., Japan). Se inyecté un blastomero
dorsal y uno ventral de un lado del embrioén en estadio de 8 células para dirigir el efecto hacia la
poblacion celular que mas contribuye a la generacion de la CN sin afectar en gran medida al

mesodermo. Los embriones inyectados se traspasaron a placas de agarosa al 1% con el mismo medio y
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se mantuvieron a 24°C para X. tropicalis y 14.5°C-16°C para X. laevis por alrededor de 2 a 3 horas,

para transferirlos posteriormente a medio con gentamicina.

Fijacion de embriones en MEMFA:

Se fijaron los embriones de Xenopus a diferentes estadios de desarrollo segiin Nieuwkoop P.
and Faber J. (1994). Se seleccionaron los embriones inyectados y se incubaron en formaldehido al
3,7% /MEM 1X (100mM MOPS pH 7.4, 2mM EGTA, ImM MgSO4) a 4°C toda la noche en

agitacion. Se realizaron tres lavados con etanol 100% por 10 minutos para luego almacenarlos a -20°C.

Sintesis de sonda y mRNA in vitro:

Tanto las sondas como los mensajeros de RNA se sintetizaron en el laboratorio, los cuales
fueron empleados en ensayos de hibridacion in situ y sobreexpresion de genes especificos en
embriones, respectivamente.

Para la sintesis de ambos, sondas y mensajeros, primero se linealizdé el DNA 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 mRNA, los cuales generaran un RNA 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 a través de densitometria empleando Image J 1.49q (NIH, USA) y luego
se utilizd6 1.5pg de DNA purificado como templado para comenzar la transcripcion in vitro. La
transcripcion de la sonda se llevo a cabo en presencia de dig-UTP (nucleoétidos de uridina marcado con
digoxigenina) junto al resto de la mezcla de nucleotidos y la RNA polimerasa correspondiente, segun
las especificaciones de la enzima en cuestion (Sp6, T7 o T3, Promega). Para la generacion de mRNA
se empleo el kit de transcripcion in vitro mMESSAGE mMACHINE SP6, segun recomendaciones de
la empresa (Life Technologies). Ambas reacciones se realizaron en agua libre de nucleasas. Con el uso
de DNAasas, se removio el DNA templado y posteriormente se purificaron los mensajeros a través de
precipitacion con LiCl, agregando 30 pl a la reaccion final, para luego centrifugarlo por 15 minutos a
10.000 rpm a 4°C, o alternativamente purificandolos mediante kit de extraccion de RNA (Nucleospin

RNAII, MACHEREY-NAGEL).

Hibridacion in situ:

El protocolo es una modificacion del descrito en el sitio web Harland Lab Xenopus tropicalis y
probado previamente en el laboratorio. Este consiste en una etapa de hidrataciéon de los embriones
previamente fijados a concentraciones crecientes de PTw (1X PBS + 0.1% Tween-20) para tratarlos

después con 5Smg/ml de proteinasa K por 3 minutos. Se realizaron dos lavados con 100mM de

Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad de Concepcion | TESIS DOCTORAL-TORO-TAPIA G. 27



trietanolamina pH 7-8 por 5 minutos, dos lavados con trietanolamina/anhihidro acético por 5 minutos,
seguido de cinco lavados con PTw por 5 minutos, todos ellos a temperatura ambiente y en agitacion.
Se volvio a fijar los embriones en 3,7% formaldehido/ PTw por 20 minutos a temperatura ambiente, y
a continuacion se realizaron reiterados lavados con PTw. Se realiz6 una pre-hibridacion con “buffer”
de hibridacion (50% formamida, 5X SSC, Img/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 remplazar la solucion por una mezcla del “buffer” de hibridaciéon con la sonda a una
concentracion final de 1pg/ml, incubandola 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 NacCl, 17mM Citrato de sodio, pH 7.0) por 10 minutos cada uno, terminando los lavados
con 2X y 0,2X de 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) previos al bloqueo con
“Blocking Reagent” (Roche) al 2% en MAB por al menos 1 hora a temperatura ambiente. Luego se
incub6 con el anticuerpo anti-digoxigenina 1:3000 toda la noche a 4°C. Posteriormente se realizaron
multiples lavados con MAB, luego se incubaron los embriones con "buffer" AP (“Alkaline
Phosphatase buffer”, 100mM Tris-HCI1 9.5pH, 100mM NaCl, 50mM MgCI2, 0.1% Tween 20) dos
veces por 5 minutos y se reveldo con NBT/BCIP (“Nitro-Blue Tetrazolium Chloride /5-Bromo-4-
Chloro-3'-Indolyphosphate p-Toluidine Salt”). Se detuvo la reacciéon cromogénica con MAB y luego
se fijaron los embriones nuevamente con la solucion de Bouin (70% acido picrico saturado, 5% acido
acético glacial, 25% formaldehido) toda la noche. 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. Se mantuvieron
los embriones en PBS para realizar la fotodocumentacién, y se almacenaron en etanol 100%. La
fotodocumentacion se realizd6 en un estereoscopio Olympus SZ61 utilizando una camara Leica

DFC450.

Explantes de Crestas Neurales Craneales

Se extrajeron las crestas neurales craneales (CNC) desde embriones inyectados previamente
con las moléculas de interés en estadio cercanos a st17. Para realizar la diseccion, primero se extrajo la
membrana vitelina en medio 1/9X MR (3/4 NAM para X. laevis) para luego proceder a realizar una
incision en la zona mas ventral y una incision en la zona mas dorsal de las CNC, ayudado de un pelo
de ceja que se utiliza a modo de navaja. Esta diseccion se realizd en una placa que en su fondo posee

plasticina, que permite dar contraste a las CNC y también ayuda a la manipulacion del embrion durante
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la diseccion. Posteriormente se retird la epidermis del embrion para luego cortar y sacar las CNC desde
el embridon. Seguido a eso, se limpiaron las CNC separandolas de contaminacion proveniente del
mesodermo, se traspasaron a medio DFA (53mM NaCl, 10mM Na,COs;, 4,5mM Gluconato de Potasio,
ImM MgSO,, 1mM CaCl,, 0,1% BSA, 17,5mM Bicina) y se cortaron a los tamafios indicados para
realizar cada ensayo. Una vez cortadas las CNC, se cultivaron y se esperé su migracion sobre una
matriz de fibronectina (10pg/ml en plastico y 50pg/ml en vidrio) (Sigma-Aldrich) por 4-5 horas en el
caso de X. tropicalis a 26°C y alrededor de 10 horas en el caso de X. laevis a 16°C. Previamente, se
incubd las placa a utilizar por alrededor de 1 hora a 37°C con fibronectina a la concentracion necesaria,
para luego bloquearlas con PBS/BSA por media hora a la misma temperatura. Ambas incubaciones
van seguidas por tres lavados con PBS 1X (“Phospate-Buffered Saline”, 1.9mM NaH,PO,4, 8.7mM
NaHPO,4, 175mM NaCl). De cada embridon se extrajo entre uno y dos explantes, dependiendo del

tamafo del explante requerido en cada ensayo.

Trasplantes de Crestas Neurales Craneales

Se empled un embrion donante y un embrion receptor (“wild-type”) para realizar cada ensayo.
El embrion donante fue inyectado con las moléculas de interés, ya sea solo fluoresceina o fluoresceina
en conjunto al morfolino. Se extrajeron las CNC del embrion donante, y luego las CNC del embrion
receptor en medio DFA, cuidadosamente en este Gltimo caso para no dafar la epidermis del embrion.
Posteriormente se introdujeron las CNC del embrion donante dentro del embrion receptor, justo en el
espacio dejado por las CNC anteriormente extraidas, tapandolas luego con el tejido epidermal. Para
facilitar este trabajo, se amoldo la plasticina de la placa de diseccion con la forma del embrion
(orificio), rodeado por dos monticulos, para luego poner un cubreobjeto previamente cortado a las
dimensiones adecuadas sobre esta estructura, aplastando al embrion suavemente y permitiendo que la
cicatrizacion se desarrolle de mejor manera. Después de unos 15 minutos, se sacaron los embriones
trasplantados y se traspasaron a medio 1/20X MR, hasta estadio st28 para observar la migracion de las

CNC.

Ensayos de dispersion celular

Para llevar a cabo los ensayos de dispersion celular, se sembraron los explantes a los tamafios
adecuados en placas plasticas, para capturar alrededor de 10-15 explantes por condicion, con 30
explantes totales por ensayo. Se realizaron videos “time-lapse” cada 5 minutos aproximadamente en un
microscopio de epifluorescencia con platina movil (Nikon modelo Eclipse 801). Luego se cuantificaron
las areas entre células a través de una triangulacion de Delaunay, demarcando las células de forma
manual (plugin de ImageJ 1.49q, NIH, USA) al tiempo 0, 5 y 10 horas. Se graficaron la relacion de las

areas de tridngulo promedio correspondientes entre el tiempo 5 y 0 horas, y entre el tiempo 10 y 0
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horas. Se evalu¢ la significancia con el test de Kruskal-Wallis con comparaciones multiples empleando

el test Dunn y los graficos fueron procesados en Prism 6.

Ensayo de motilidad celular en células individuales.

Se diseccionaron las CNC desde embriones previamente inyectados y luego se traspasaron a
un medio DFA libre del ion calcio y magnesio. Para separar las células, los explantes se disgregaron a
través de pipeteo (“up and down”), teniendo cuidado de no dejarlas por mas de 5 minutos en el medio,
debido a la toxicidad que gatilla este medio sobre las células. Luego, la células disgregadas se
cultivaron en medio DFA normal sobre fibronectina como se describié anteriormente. Se realizo
microscopia de epifluorescencia (Nikon modelo Eclipse 80i) haciendo capturas cada 3 minutos, para
luego seguir cada célula de forma manual a través del “plugin” “cell tracking” (ImageJ 1.49q, NIH,
USA). Después se empled el “plugin” “Chemotaxis Tool” para realizar la cuantificaciones de
velocidad, distancia y direccionalidad de cada ensayo. Se evalud la significancia con el test de
Kruskal-Wallis con comparaciones multiples empleando el test Dunn y los graficos fueron procesados

en Prism 6.

Analisis de protrusiones por “time-lapse”:

Los embriones fueron inyectados con los respectivos morfolinos en adicion a lifeActRFP, para
luego diseccionar las CNC y ponerlas sobre fibronectina como se describié anteriormente en la seccion
de Explantes de CNC. Luego se realizé microscopia de “time-lapse” cada 15 segundos por media hora,
enfocando un rango de 5 planos diferentes con un incremento de 0,5um empleando el objetivo 40X de
un microscopio de epifluorescencia Nikon modelo Eclipse 80i con platina mévil. Luego se editaron las
peliculas empleando el software SimplePCI v 6.6.0.0, seleccionando el mejor foco, aumentando el
contraste en Image] (NIH, USA), y empleando el filtro “sharpen tool” de Photoshop CC. Se
cuantificaron las protrusiones de forma manual y se evalud la significancia con el test de Kruskal-

Wallis con comparaciones multiples empleando el test Dunn. Los graficos fueron procesados en Prism

6.

Ensayos de adhesion celular:

Se diseccionaron y sembraron explantes de CNC como se explico anteriormente, y se esperd
durante media hora para observar su adhesion. Para realizar el test, se invirtieron las placas
previamente selladas y se contaron los explantes remanentes en la placa para sacar la proporcion de
explantes que permanecen adheridos a la matriz de fibronectina. Para los experimentos con MnCl,, se
suplement6 el medio DFA con las concentraciones indicadas en cada ensayo. Se evalud la

significancia con el test ANOVA con comparaciones multiples empleando el test Dunnett y los
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graficos fueron procesados en Prism 6.

Inmunocitoquimica

Se fijaron los explantes en 3,7% formaldehido/PBS por 30 minutos a temperatura ambiente
(18°C). Después se realizaron tres lavados con PBS por 5 minutos, para luego permeabilizar las
células con dos lavados de 0,2% TRITON100/PBS por 5 minutos cada uno a 4°C. Se realizaron tres
lavados con PBS por 5 minutos para posteriormente bloquear con 2% suero/PBS por al menos 30
minutos. Se incub6 con el anticuerpo primario y secundario toda la noche a 4°C (o 2 horas a
temperatura ambiente), efectuando multiples lavados con PBS luego de cada incubacion de
anticuerpos. En caso de requerir faloidina y/o Hoechst en el experimento, se incub6 en conjunto al
anticuerpo secundario. Finalmente, se montaron los explantes en “Fluorescence Mounting Medium”
(Dako) o “Mowiol” para su posterior analisis bajo microscopia confocal. Los microscopios confocales
empleados en esta tesis fueron: Microscopio espectral confocal LSM780 NLO Zeiss (objetivo 60X) y
microscopio confocal Leica TCS SPE (objetivo 60X). Las adhesiones focales fueron cuantificadas con
la herramienta “Threshold” y luego con anélisis de particulas de ImageJ (NIH, USA), graficando
posteriormente la relacion entre las condiciones de experimentacion y los controles, considerando las
estructuras mayores a 1um. Se evaluo la significancia con el test de Kruskal-Wallis con comparaciones

multiples empleando el test Dunn y los graficos fueron procesados en Prism 6.

Analisis de adhesiones focales por microscopia TIRF (“Total Internal Reflection Fluorescence”):

Se inyectaron embriones con mRNA para FAK-GFP y mRNA para lifeACT y se prepararon
los explantes tal como se describe anteriormente, para luego realizar “time-lapse” bajo microscopia
TIRF (Olympus TIRF System, NA value 1.45) en un aumento de 60X. Las imagenes fueron captadas
cada 30 segundos por 10 minutos y se tomaron 3 planos cercanos a las adhesiones focales, para
intentar alcanzar la totalidad de la estructura. Las imagenes fueron procesadas en Image] (NIH, USA).

Los datos fueron procesados y comparados empleando la prueba T de Student no pareada.

Ensayos de quimiotaxia:

Como factor quimiotactico se utilizdo a Sdf-1 (“Stromal cell-derived factor 1”°). Primero se
diluy¢ el stock de Sdf-1 (10ug/ml) (Sigma-Aldrich) 10 veces en PBS y se incub6 en conjunto a las
“beads” heparina (Sigma H5236) por 4 horas a temperatura ambiente en agitacion protegido de la luz.
Las “beads” deben ser lavadas antes de la incubacion con Sdf-1 al menos 3 veces en PBS. Luego se
seco una placa plastica cubierta con fibronectina preparada previamente (como se describio en
explantes de CNC), y se dibujo una linea delgada y plana con grasa (Dow corning high-vacuum

silicone grease, Sigma-Aldrich) usando una jeringa, con el fin de sostener adecuadamente las “beads”
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dentro de ella. Luego se agregd a la placa medio DFA y se sacaron algunas “beads” con micropipeta
(punta cortada) y se vaciaron en una zona libre de fibronectina. Se seleccionaron “beads” de tamaiio
similar y se posicionaron en la grasa con ayuda de un pelo de ceja, separados de al menos 5 “beads” de
distancia. Posteriormente con ayuda de una pinza, se empujaron dentro de la grasa y a continuacion se
situaron los explantes de CNC frente a las “beads”, aproximadamente a dos “beads” de distancia, y se
esperd media hora hasta su adhesion sobre la fibronectina. Finalmente, se lleno la placa con medio

DFA vy se sello para realizar el “time-lapse” bajo microscopio.

Lisis de embriones

Se colectaron los embriones y se agregd 20ul de “buffer” de lisis por embrion (0.5% Igepal
CA030, 10mM Hepes pH7.9, ImM DTT, 100mM NaCl, 0.5mM PMSF) adicionando inhibidores de
proteinasas (cOmplete Mini EDTA free, Roche). Se re-suspendieron los embriones por pipeteo “up
and down” hasta obtener una solucion gris homogénea. Luego se centrifugé la solucion a 400g por 10
minutos a 4°C. Se extrajo la fase intermedia, y se volvido a centrifugar repetitivamente hasta no

observar pellet. Se cuantificaron las proteinas a través del método de Bradford.

Deteccion de proteinas

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 y 1.5mm para las
inmunoprecipitaciones.

Las muestras 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 presencia de 0.1M de DTT. Luego las
muestras se sembraron junto al estdndar pre-teflido (Fermentas) en el gel, para posteriormente correrlas
a 100V constantes en solucion de corrida (25mM Tris, 250mM glicina, 0.1% SDS). Se cargaron 15ug
de proteinas totales para la deteccion de proteinas sobre-expresadas en HEK293T y entre 50-100ug
para embriones de Xenopus. Posteriormente las proteinas fueron transferidas desde el gel a una
membrana de nitrocelulosa en solucion de transferencia (25mM Tris, 192mM glicina, 20% metanol)
durante 1 hora (para geles delgados) y 2 horas (para geles gruesos) a 4°C a 250mA constantes. Para
verificar la correcta transferencia, se tifio la membrana de nitrocelulosa con rojo Ponceau. Luego se
realizaron multiples lavados con agua destilada, para luego bloquearla con leche descremada al 5% en
TBS-Tween (150mM NaCl, 10mM Tris, 0.05%Tween20) durante 1 hora. Después se incubd con el
anticuerpo primario y el secundario por 1 hora a temperatura ambiente o toda la noche a 4°C cada uno,
realizando tres lavados con TBS-Tween por 10 minutos después de cada incubacion de anticuerpo.

Finalmente, la membrana se revel6 con liquidos quimioluminicentes (“Western Lightening Plus-ECL”,
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Perkin Elmer) y se expuso a un film autoradiogafico (Ultracruz Autoradiography Film Blue, Santa
Cruz Biotechnology). Luego, con el fin de detectar otra proteina en el mismo gel, se realizo “stripping”
sobre la membrana con solucion de bajo pH (“Low pH Stripping Solution”, 25mM Glicina-HCI, 1%
p/v SDS) por 45 minutos, 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).

Co-inmunoprecipitacion

Para cada inmunoprecipitacion se empled 1.5mg (2.5mg para el experimento con FAK) de
proteina total por ensayo donde se consideran como muestras: la inmunoprecipitacion de la proteina en
cuestion, el control con anticuerpo no relacionado, y el control con proteina A/G (Thermo Scientific)
agarosa sola. Primero se equilibraron los tubos con 25ul proteina A/G agarosa realizando tres lavados
con 500uL de “buffer” de lisis (0.5% Igepal CA030, 10mM Hepes pH 7.9, ImM DTT, 100mM NaCl)
en agitacion, seguidos de centrifugaciones a 2000g por 2 minutos a 4°C. Luego se incub¢ la proteina
A/G agarosa con los anticuerpos respectivos por 2 horas a 4°C en agitacion. En paralelo se realizo el
“pre-clearing” del lisado, utilizando proteina A/G agarosa previamente equilibrada, incubando el lisado
de proteinas por 2 horas en agitacion a 4°C. Después se realizaron centrifugaciones por 2 minutos a
2000g a 4°C. Se descartd el sobrenadante de todos los tubos, menos del “pre-cleared, para luego
distribuir el sobrenadante de este ultimo entre todos los tubos restantes. Se realizo Ila
inmunoprecipitacion incubando por 4 horas o toda la noche en presencia de inhibidores de proteasas.
Luego se centrifugd nuevamente a 2000g y se elimino el sobrenadante. Se realizaron cinco lavados con
“buffer” de lisis seguido de una centrifugacion, tal como se describié anteriormente. Finalmente se
agreg6 10uL de “buffer” de carga 5X para posteriormente detectar las proteinas en gel de

poliacrilamida e inmunodetectarlo con la técnica de “western blot”.

Transfeccion para expresion transiente en células HEK293T

Se emplearon células HEK293T cultivadas a un 50% de confluencia en placas de 10cm en
medio HyClone DMEM (GE Lifesciences) 10% FBS, suplementado con 4mM glutamina, 50ug/ml
penicilina y 50ug/ml estreptomicina. Posteriormente el medio de cultivo fue reemplazado por medio
DMEM sin suero conteniendo Lipofectamina 2000 (Invitrogen) y 3ug de los plasmidos que contienen
los genes a expresar. Las células fueron incubadas por 5-6 horas a 37°C, para luego reemplazarlo al
medio por DMEM con suero. Se realizo la lisis celular a las 18 horas post-transfeccion en 500ul de
“buffer” de lisis (0.5% Igepal CA030, 10mM Hepes pH7.9, ImM DTT, 100mM NaCl, 0.5mM PMSF)

en presencia de inhibidores de proteasas.
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Construcciones DNA vy digestion preparativa:

Se realiz6 una construccion de traspaso, para cambiar los 6 epitopes myc por uno his de
XtGal3 y asi emplearlo en los ensayos de co-inmunoprecipitacion con Ric-8A (la cual posee 6
epitopes myc). Para ello, se emplearon las enzima de restriccion Xhol y Xbal, traspasando el gen de
XtGal3 (inserto) desde pcs2+6myc-XtGal3 al vector pcDNA3.1/HisC, y asi generar a
pcDNA3.1/His-XtGa13. Se realizaron digestiones preparativas para purificar al vector y al inserto por
separado, empleando 10ug de DNA y 20 unidades de cada enzima de restriccion, utilizando al “buffer”
de compatibilidad segun las especificaciones de la empresa (New England Biolabs) en 100uL totales
de reaccion. La incubacion de la reaccion se llevo a cabo a 37°C por 4 horas, y luego se desforforil6 al
vector con fosfatasa alcalina “Antarctic Phosphatase” (New England Biolabs), incubandola por 1 hora
a 37°C, previa desactivacion de las enzimas de restriccion. Luego, se purificaron los fragmentos desde
gel de agarosa al 1% en 0.5X TAE (40mM Tris-HCI, ImM EDTA, 1.14mL/L 4cido acético glacial, pH
7.8) en presencia de bromuro de etidio con el kit NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (MACHEREY -
NAGEL). Se cuantificé por gel, analizando la banda generada a través de densitometria empleando a
ImagelJ 1.49q (NIH, USA) para luego realizar la ligacion. Para la ligacion, se utilizd una relacion molar
3:1 (inserto:vector) y al vector s6lo como control, empleando la enzima T4 DNA Ligase (Thermo
Scientific ) segin las recomendaciones de la empresa, incubando a 16°C toda la noche. Posteriormente

cada mezcla de ligacion se transformo en bacterias competentes por calcio.

Transformacion en bacterias competentes por calcio:

Para la transformacion, se incubo la reaccion de ligacion con las bacterias competentes por 30
minutos en hielo, para luego inducir el shock térmico a 42°C por 2 minutos, finalizando con una
incubacion de la mezcla por 5 minutos en hielo. A continuacion, las células se recuperaron por una
hora a 37°C en medio LB (Medio Luria-Bertani, MO BIO Laboratories, Inc.) sin antibidtico, para
posteriormente sembrar las bacterias en placas agar LB/Ampicilina 100ug/ml, la cuales se incubaron

toda la noche a 37°C.

Preparacion de DNA a pequeiia escala:

Se analizaron 10 colonias aisladas por separado para verificar la presencia del gen en la nueva
construccion. Se crecieron las colonias en 3ml de medio LB con ampicilina por toda la noche a 37°C.
Posteriormente, 1.5 ml de bacterias fueron centrifugadas por 10 minutos a 14.000rpm. Luego se
descart6 el sobrenadante, para resuspender el pellet con 300uL de “buffer” TENS (10mM Tris-HCL
pH 8.0, ImM EDTA pH 8.0, 0.1N NaOH, 0.5% SDS) por vortex. Se incub6 en hielo por 10 minutos, y

se le agregd 15uL de Acetato de sodio 3M pH 5.2 agitando nuevamente en vortex. A continuacion, se
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realizé una centrifugacion por 15 minutos y se transfirio el sobrenadante a un nuevo tubo donde se le
agreg6 900uL de etanol al 100% frio para la precipitacion del DNA. Se realiz6 una centrifugacion por
5 minutos y se descart6 el sobrenadante. Se lavé el pellet con 1000uL de etanol al 70% y se realizd
otra centrifugacion por 10 minutos. Después se resuspendio el pellet en agua des-ionizada conteniendo
RNasa a 20ug/ml. Finalmente, para verificar si lo clones elegidos corresponden a la construccion
esperada, se realiz6 una digestion analitica (1 unidad de enzima en 20pl finales ) empleando enzimas
de restriccion (New England Biolabs) segin descripcion de la empresa. Se verificod la liberacion de

fragmentos mediante un gel de agarosa al 1% en 0.5X de tampon TAE.

Purificacion del DNA plasmidial a gran escala por el método del polietilenglicol:

Para generar DNA plasmidial a gran escala se crecid, en primera instancia, el clon
seleccionado en 250ml de LB /ampicilina toda la noche a 37°C. Luego, se centrifugd por 15 minutos a
5000rpm y se descarto el sobrenadante. Se resuspendio el pellet en Sml de solucion I (50mM glucosa,
25mM Tris-Cl pH 8.0, 10mM EDTA pH 8.0), y a continuacion se agregd 10ml de solucion II (0.2N
NaOH, 1%SDS) mezclando suavemente por inversion e incubando posteriormente por 10 minutos a
temperatura ambiente. Seguidamente, se agregd Sml de solucion III (60ml de acetato de potasio 5M,
11.5ml acido acético glacial, 28.5ml agua desionizada), mezclando con suavidad, para incubar en hielo
por 10 minutos. Se centrifugo el lisado a 10.000rpm por 15min a 4°C y luego se filtrd el sobrenadante
mediante gasa. Se agregd 0.6 volumenes de isopropanol al filtrado, mezclando e incubando por 10
minutos a temperatura ambiente. Se recuper6 el pellet centrifugando a 10.000rpm por 10 minutos a
temperatura ambiente y se desecho el sobrenadante, para lavar el pellet con etanol al 70%. Se disolvio
el pellet en 3ml de “buffer” TE (100mM Tris Cl pH 8.0, ImM EDTA) y se agreg6 3 ml de LiCl 5M,
para después centrifugar a 10.000rpm por 10 minutos a 4°C. Se transfiri6 el sobrenadante a un tubo
nuevo y se agregd 6ml de isopropanol mezclando vigorosamente, para luego incubar por 10 minutos a
temperatura ambiente. Se centrifugd a 10.000rpm por 10 minutos y se desechod el sobrenadante, para
lavar posteriormente el pellet con etanol al 70%. A continuacion, se disolvio el pellet en 500uL de TE
pH 8 conteniendo 20pg/ml de RNAsaA y se incubd a temperatura ambiente por 30 minutos.
Posteriormente, se agregd 500uL de 1.6M NaCl 13% polietilenglicol, mezclando bien e incubando la
solucion en hielo por 10 minutos. Se recuper6 el DNA plasmidial por centrifugacion a 14.000rpm,
removiendo en seguida el sobrenadante y se disolvid el pellet en 400uL de TE. Luego, se realizaron
dos extracciones con fenol-cloroformo centrifugando a 10.000rpm por 5 minutos, y a continuacion se
le agrego a la fase acuosa 2 volumenes de etanol al 100% y 1/10 de acetato de sodio 3M. Se incub¢ al
menos 2 horas a -20°C para precipitar el DNA, se recuperé el DNA mediante centrifugacion y se lavo
el pellet de DNA con etanol al 70% centrifugando por 5 minutos a 14.000rpm. Se dejo secar a

temperatura ambiente y se agregd agua desionizada para resuspender el DNA. Finalmente, se
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determiné la concentracion de DNA a través de la absorbancia obtenida a través de espectofotometria

(espectrofotometro IMPLEN, NanoPhotometer UV/Vis spectrophotometer).
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IV) RESULTADOS:
OBJETIVO I: Estudiar la funcion de Ric-8A durante la migracion de la cresta neural craneal en
Xenopus y analizar si esta funcion esta mediada por la subunidad de la proteina G

heterotrimérica Gal3

Con el fin de estudiar la funcion de Ric-8 durante la migracion de las CNC de Xenopus in vivo,
se realizaron ensayos de sobreexpresion y de silenciamiento, empleando mRNA codificando a 6Myc-
Ric-8A y un morfolino especifico contra Ric-8A, respectivamente. Para evaluar la migracion de las
CNC en embriones completos, se realizaron hibridaciones in situ empleando sondas contra el mRNA
de snail? o twist, como marcadores especifico de CNC.

Para los ensayos de sobreexpresion de Ric-8A, se microinyectd6 mRNA codificando a Ric-8A
asociado al epitope Myc (6Myc-Ric-8A), tal como se describid en la seccion de metodologia. Se
inyectd un blastomero dorsal y uno ventral (ambos del polo animal) en embriones en estadio de 8
células, en un lado del embrion (anexo 1), de tal manera de dejar el lado no inyectado como control. En
los ensayos de sobreexpresion, no se observo diferencia en las corrientes migratorias de las CNC a las
diferentes concentraciones de mRNA utilizadas, al compararlas con su respectivo lado control (figura
la), con los embriones inyectados con un mRNA control (que expresa para la proteina “cherry”
asociada a la membrana celular), y con los embriones no tratados (figura 1c). Para comprobar la
correcta sobreexpresion del gen, se realizd un “western blot”, donde se demuestra la expresion de la
proteina en los lisados de los embriones previamente inyectados con el mRNA para 6Myc-Ric-8A, a
las diferentes concentraciones utilizadas (figura 1b). Con estos resultados se descartan efectos sobre la
migracion de las CNC al sobreexpresar Ric-8A. Por otro lado, como se describié en Fuentealba J. y
col. (2013), en los ensayos de pérdida de funcion, al inyectar el morfolino contra Ric-8A se observa
una severa inhibicion de la migracion de las CNC, valor que alcanza un 70% en X. tropicalis y un 50%
en X. laevis del total de embriones inyectados para cada ensayo (figura 2a,b,e). Por lo tanto, estos
resultados muestran que los niveles de Ric-8A son importantes durante la migracion de este tipo
celular.

Como ya se describido en la seccion de introduccion, Ric-8A corresponde a un GEF para
proteinas G heterotriméricas (Tall, G. G., y col., 2003), y hemos corroborado su participacion en la
migracion celular de las CNC, sin embargo no se ha estudiado en detalle el mecanismo a través del
cual regula este proceso. Por lo tanto, el siguiente paso fue analizar qué proteina G heterotrimérica
podria estar involucrada mediando la funcion de Ric-8A sobre la migracion. Dentro de las 4
subfamilias de las Go existentes y presentes en el modelo Xenopus tropicalis (data no publicada), tal
como se describié en la introduccion, Ga12/13 es una de las familias mas estudiadas durante la

migracion en el desarrollo (Kelly, P., y col., 2007). Adicionalmente, esta proteina ha sido descrita en
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eventos de migracion en varios tipos celulares, incluyendo a lineas tumorales (Bian, D., y col., 2006;
Kelly, P. Y col., 2006; Kelly, P. Y col., 2006b; Lin, F., y col., 2005; Lin, F., y col., 2009; Offermanns,
S., y col., 1997; Parks, S., & Wieschaus, E., 1991; Xu, J., y col., 2003).

Por esta razon, es que en esta tesis decidimos comenzar a estudiar la posible funcion e
interaccion que podria tener la subunidad Gal3 con Ric-8A en la migracion celular de las CNC. Para
esto, al igual que para Ric-8A, se realizaron ensayos de pérdida y ganancia de funcion para Gal3. En
los ensayos de pérdida de funcion, inyectando un morfolino especifico contra la subunidad Ga13 de la
proteina G heterotrimérica, se obtuvo el mismo fenotipo que los embriones morfantes para Ric-8A,
donde alrededor de un 40% para X. tropicalis y un 60% para X. laevis del total de embriones
inyectados, se observa un efecto severo de inhibicion de la migracion de las CNC (figura 2a,b,e). Para
descartar efectos sobre la induccion de las CNC por causa del silenciamiento de Gal3, se evaluo
mediante hibridacion in situ, la expresion de snail2 en las CNC en estadios cercanos a st17-18 (figura
2c), donde no se observo alteracion del marcador. Por otro lado, para verificar el correcto
funcionamiento del morfolino disenado contra Gal3, se determiné mediante “western blot” el
silenciamiento de la proteina endogena (figura 3b). Es asi que, con estos experimentos, se demuestra
que el silenciamiento de Go.13 altera la correcta migracion de las CNC, y que su fenotipo es similar al
que se obtiene al silenciar Ric-8A.

Cabe destacar, que el efecto de ambos morfolinos (Ric-8AMO y Gal3MO) se rescata
empleando el RNA mensajero correspondiente a cada gen en ambas especies (figura 2a,b) (Ric-
8AMO: 100% migracion normal, n total=20; Gal3MO: 70% migracion normal, n total=43),
demostrando la especificidad del efecto observado. Adicionalmente, como se describié en Maldonado-
Agurto R. y col., (2011) y por resultados obtenidos en nuestro laboratorio que no se encuentran
publicados, ambos genes se expresan en zonas correspondientes a las corrientes migratorias de las
CNC (figura 2d), acorde con su efecto sobre ellas.

Por otro lado, al inyectar el RNA mensajero de Gau13 en embriones morfantes para Ric-8A, se
observa el rescate del fenotipo, donde las CNC recuperan su migracion (figura 2a 2b), y por ende
reducen el efecto severo de inhibicion de la migracion de un 70% a un 30% en X. tropicalis, y de un
50% a un 20% en X. laevis, al comparar con el fenotipo morfante para Ric-8A (figura 2e). Por el
contrario, al realizar el experimento inverso, es decir inyectando al RNA mensajero de Ric-8A en
embriones morfantes para Ga13, no se observa la recuperacion de la migracion, manteniendo valores
similares a los observados para los fenotipos morfantes de Gal3 (figura 2¢). Estos resultados
concuerda con el hecho que Ric-8A se encontraria rio arriba de Gal3 y sugieren que Gol3 estaria

mediando le funcién de Ric-8A sobre la migracion de las CNC.
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Por medio de ensayos de ganancia de funcion, se analizé el efecto de la sobreexpresion de
Gal3, ensayos donde no se observé diferencia en la migracion de las CNC entre el lado inyectado y el
lado control (figura 2), y se corroboré mediante “western blot” la correcta expresion de la proteina
Gal3 sobreexpresada en los embriones analizados (figura 3b).

Como se describio en la introduccion las células de la CNC presentan una migracion colectiva,
la cual se encuentra influenciada por sefiales provenientes de las mismas células de la CNC, como por
seflales provenientes de células que rodean a este tejido. De aqui la pregunta de anlaizar si las células
morfantes para Ga13 son capaces de responder a su ambiente, es decir si presentan autonomia celular.
Para ello se realizaron experimentos de trasplantes (figura anexo I). Como se observa en la figura 4, las
CNC morfantes para Gal3 no migran en el embrion huésped, en comparacion a las CNC controles,
donde se pueden observar claramente las corrientes migratorias. Esto nos indica que, el efecto que
tiene sobre la migracion el silenciamiento de Ga13 en las CNC depende de la funcidon que Gal3 ejerce

en este tejido y no del tejido circundante.
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Figura 1: Estudio de la sobreexpresion de Ric-8A en la migracion de las CNC in vivo.

Hibridaciones in sifu contra snail? se realizaron en embriones previamente inyectados con 250pg y
400pg de RNA mensajero para 6Myc-Ric-8A y de RNA mensajero control (a). Se evalud a través de “western
blot” la sobre-expresion de Ric-8A mediante el reconocimiento del epitope 6myc, empleando GAPDH como
control de carga (b). Un valor menor al 5% del total de embriones inyectados se observo con una alteracion en la
migracion de las CNC para la condicion de 250pg de Ric-8A (control no fue alterado). Por otro lado, menos de
un 10% del total de embriones inyectados, se observd con una alteracion en la migracion de las CNC tanto para
los 400pg del mRNA para 6Myc-Ric-8A como del mRNA control. N total por condicion: 250pg Ric-8A: n=30;
400pg Ric-8A: n=18; 250pg control: n=22; 400pg control: n=17. “Wild-type” (c) li: Lado inyectado; Ini: Lado
no inyectado.
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Figura 2: Estudio del efecto del silenciamiento de Ric-8A y Ga13 en la migracién de las CNC in vivo y
ensayos de epistasis empleando la subunidad Ga.13 en embriones morfantes para Ric-8A.

Hibridaciones in situ fueron realizadas en estadio 23-24 para X. tropicalis (a) y estadio 26 en X. laevis
(b) usando snail2 y twist como marcadores de CNC, respectivamente. Los embriones fueron inyectados con
morfolino contra Ric-8A (Ric-8AMO), morfolino contra Gal3 (Gal3MO), morfolino control (ControlIMO),
morfolino contra Ric-8 A mas mRNA para Gal3 (Ric-8AMO + Ga13), morfolino contra Gat13 mas mRNA para
Ric-8A (Gal3MO + Ric-8A), rescate del silenciamiento de Ric-8A (Ric-8AMO + Ric-8A) y rescate del
silenciamiento de Gal3 (Gal3MO + Gal3). La induccion de las CNC en los Gal3MO se evaludé empleando
snail2 en embriones en estadio 17-18 (¢). La expresion de Ric-8A y Gal3 fue evaluado a través de hibridacion in
situ con sus respectivas sondas (d). Se realizé una cuantificacion del fenotipo observado con respecto al total de
embriones inyectados por condicion (e). N total por condicion para X. tropicalis: Ric-8 AMO n= 59; Ric-8AMO
+ Gal3 n= 53; Gal3MO n= 98; Gal3MO + Ric-8A n= 50; Ga13 n=53; Gal13MO + Gal3 n= 43. N total por
condicion para X. laevis: Ga13MO n=37; Gal13MO + Gal3 n=53; Ric-8AMO n=38; Ric-8AMO + Ga.13 n=69.

Cabezas de flechas negras: Migracion normal de las CNC. Cabeza de flecha blancas: Migracion alterada de las
CNC. li: Lado inyectado; Ini: Lado no inyectado.
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Figura 3: Analisis de la sobreexpresion y el silenciamiento de Ga13 en extractos de proteinas totales de
embriones de Xenopus.

“Western blot” realizado a lisados totales de embriones previamente inyectados con mRNA para 6myc-
Gal3 (a) y morfolino contra Ga13 (b). Se empled un anticuerpo anti myc en (a) para la deteccion de los niveles
de Gal13 sobreexpresada y un anticuerpo anti-Gou13 para reconocer los niveles de la Gal3 endogena en (b).
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Figura 4: Analisis del comportamiento de células morfantes para Ga.13 en un contexto normal.

Se realizaron trasplantes en embriones “wild-type”, donde se utilizaron CNC de un embrion inyectado

solo con fluoresceina (control) o con morfolino contra Gal3 co-inyectado con fluoresceina (Ga13MO). 16 de

los 19 embriones trasplantados controles migraron normalmente, mientras que so6lo 3 de los 17 migraron

normalmente para la condicion morfante para Gal3, indicando un comportamiento de autonomia celular de las

células morfantes para Gal3.
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Otra forma de evaluar la migracion celular, ademas de los ensayos in vivo mostrados
anteriormente, es a través de ensayos in vitro en explantes de CNC sembrados sobre fibronectina,
como se describio en Alfandari D., y col., 2003. Para ello, se midi6 la dispersion celular empleando la
triangulacion de Delaunay a las 5 y 10 horas desde los ensayos de microscopia de “time-lapse”
realizados sobre explantes provenientes de X. laevis. La triangulacion de Delaunay empleada para
cuantificar, consiste en la medida de las areas generadas entre 3 nucleos cercanos de todas las células
presentes en el explante, la cual es proporcional a la migracion celular radial a las diferentes
condiciones y tiempos analizados.

Similar a lo obtenido in vivo, las células morfantes, tanto para Ric-8A como para Goal3,
disminuyen significativamente la dispersion celular al compararlo con los controles, tanto a las 5 como
a las 10 horas (figura 5a). Al cuantificar esta dispersion a través de la triangulacion de Delaunay, se
pudo comprobar que existe una clara disminucién de la dispersion en las células morfantes al
compararla con las controles, donde las 4reas son menores a los 200 pixeles® (indicados por el color
negro) en las células morfantes y mayores a 400 pixeles” en las células controles, cuantificados a las 10
horas (figura 5b). De la misma forma, la relacion entre el area final y el area inicial de los triangulos
provenientes del andlisis de este ensayo, tanto a las 5 como las 10 horas es mucho menor en las células
morfantes que la relacion obtenida para los controles, siendo esta diferencia muy significativa para
ambos casos de silenciamiento. Si se analiza la relacion (area final/inicial) a las 10 horas, se puede
concluir que no existe diferencia entre la dispersion en los explantes al tiempo final e inicial para las
células morfantes para Ric-8A, manteniéndose las células en promedio a la misma distancia al inicio y
al final del experimento (figura 5c), indicando que practicamente las células no migraron en el tiempo.
De la misma forma, al realizar el andlisis con las células morfantes para Ga13, se puede concluir que
las células se encuentran levemente mas dispersas que para el caso morfante de Ric-8A, pero que esta
area no supera mas de una vez su estado inicial (aproximadamente 0,5 veces). Por otro lado, al analizar
los controles se observa que el area es de aproximadamente 2 veces mas que su estado inicial, dejando
explicita las diferencias en la migracion celular que existen al compararlo con los casos de células
morfantes (figura 5c).

Al realizar el mismo analisis con los explantes co-inyectados con el morfolino contra Ric-8A
y el mRNA de Gal3 se puede observar que hubo rescate del fenotipo, demostrando recuperacion de la
migracion celular de manera similar a lo observado en los ensayos in vivo. Al analizar la triangulacion
de Delaunay generada en estos ensayos de epistasis, se puede observar que las areas a las 10 horas son
similares al area de los controles, y que la relacion final/inicial de los explantes también se acerca al de
los controles. Por otro lado, al graficar estos resultados del ensayo de epistasis, los resultados son
significativos con respecto al fenotipo morfante de Ric-8A, y no son significativos con respecto a los

controles, en ambos tiempos, lo que reafirma la recuperacion de la dispersion celular (figura 5c).
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Finalmente, el efecto de ambos morfolinos se rescata empleando el RNA mensajero correspondiente a
cada gen en ambas especies, lo que se muestra para Gal3MO (datos de Ric-8AMO no mostrados,
publicados en Fuentealba J., 2013), y con ello demostrando que el fenotipo observado es especifico
tanto para Ric-8A como para Go.13.

Cabe destacar, que al analizar el comportamiento de los explantes donde se sobreexpresé
Gal3, se pudo observar una dispersion levemente mayor que en los controles, en especial a las 5 horas
de migracion, pero sin embargo esta diferencia no es significativa al compararla con la condicion
control (barras Ga13[-]: control; Ga13[+]: sobreexpresion, en figura Sc).

En resumen, del conjunto de estos resultados, podemos concluir que tanto Ric-8A como Gal3
son necesarios para la migracion celular de las CNC, demostrado tanto con ensayos in vivo como por
ensayos in vitro. Ademas, es importante destacar que, Gal3 rescata la migracion de las CNC de
embriones y de explantes morfantes para Ric-8A, corroborando que ambos son parte de la misma via

de sefializacion y que Ric-8A estaria rio arriba de Gou13.
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Figura 5: Estudio del efecto del silenciamiento de Ric-8A y Ga13 sobre la migracion de las CNC in vitro y
ensayos de epistasis empleando la subunidad Ga 13 en embriones morfantes para Ric-8A

Explantes de CNC se extrajeron desde embriones de X. laevis previamente inyectados, se cultivaron
sobre fibronectina y cada condicion fue evaluada durante 10 horas a través de microscopia de epifluorescencia
“time-lapse”. Todos los embriones fueron inyectados con fluoresceina y RFP nuclear. Se evaluaron diferentes
condiciones: Control, morfolino contra Gal3 (Gal3MO), morfolino contra Gal3 mas mRNA para Gal3
(Ga13MO + Gal3), morfolino contra Ric-8A (Ric-8AMO), morfolino contra Ric-8A mas mRNA para Gal3
(Ric-8AMO + Gal3), y mRNA para Gal3 (Gal3, data no mostrada). Fotografias de cada condicién son
mostradas cada 2 horas por 10 horas totales (a). Representacion de la triangulacion de Delaunay de un explante
representativo de cada condicion a las 5 y a las 10 horas de experimento (b). El radio entre las areas promedio
correspondientes entre el tiempo inicial y final fueron graficadas a las 5 y a las 10 horas (c). Cada condicién se
comparo con el control (barra blanca), y luego se realizaron comparaciones entre ellas (sefialadas con corchetes).
Se indica bajo cada barra la presencia de cada morfolino y la presencia (+) o ausencia (-) de Gal3. Se evalu6 la
significancia con el test de Kruskal-Wallis con comparaciones multiples empleando el test Dunn (**, p<0,01;
**%: p<0,001; ns, no significativa). Barras de error: Error estindar. Aumento 10X.: N total por condicion:
Control n=38; Gal3MO n=64; Gal3MO + Gal3 n=32, Ric-8AMO n=45; Ric-8AMO + Ga13 n=50; Gal3
n=35.
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Para establecer las posibles diferencias que podrian existir entre el comportamiento grupal y el
comportamiento individual de las células durante la migracion, se evalué los efectos que tiene el
silenciamiento de Ric-8A y Ga13 sobre la motilidad celular, pero esta vez sobre células disgregadas de
CNC.

Un punto importante a destacar con respecto a este ensayo, es que su ejecucion implicaba un
bajo rendimiento, observandose una alta mortalidad celular. Por lo tanto, se realizd la cuantificacion
solo sobre las células que sobrevivieron al tratamiento, dentro de las cuales se pudo determinar la
trayectoria celular y cuantificar los diferentes parametros que se muestran en la figura 6; tales como
direccionalidad, velocidad, la distancia acumulada (distancia total de la trayectoria) y distancia
Euclidiana (distancia lineal entre dos puntos). Se observoé que la direccionalidad y la distancia
Euclidiana, no se vio alterada entre células morfantes y controles. Por otro lado, observamos que la
velocidad y la distancia acumulada por cada célula es diferente para la condiciéon morfante de Gal3
comparada con las células controles.

Los analisis obtenidos desde la microcopia de “time-lapse” en general demuestran que para
todas las condiciones se observa motilidad y desplazamiento celular, pero particularmente para los
casos morfantes existe un movimiento distinto a los controles, donde las células “tambalean” sobre su
eje antes de desplazarse o avanzan mas rapido en algunos segmentos (tramos) lo que aumenta su
velocidad y distancia acumulada, los cuales se ven reflejados para las células morfantes para Ga13.

Por lo tanto, con estos resultados, se puede observar que Gal3 y Ric-8A son necesarios para
la migracion celular, como se demostrd en los ensayos anteriores, pero que su funciéon es
principalmente requerida para la migracion grupal de CNC. La ausencia de diferencias significativas
en la distancia Euclidiana (que indica el desplazamiento de la célula), sugiere que Gal3 y Ric-8A no
son esenciales para la migracion individual de las CNC, sin embargo mas estudios son necesarios para

indagar en esta pregunta.
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Figura 6: Analisis de motilidad en células individuales de CNC.

Se disgregaron las células desde explantes de CNC y se realizd seguimiento de células individuales de
controles, células morfantes para Gal3 (Gal13MO) y células morfantes para Ric-8A (Ric-8AMO) y se evaluo su
motilidad en el tiempo. Observamos en el panel superior, las células a tiempo cero; y en el panel inferior las
células al final de su desplazamiento, donde se sefialan en diferentes colores la trayectoria celular individual (a).
Cuantificacion de la direccionalidad del movimiento, la velocidad celular, la distancia acumulada y la distancia
Euclidiana (b). Se evalud la significancia con el test de Kruskal-Wallis con comparaciones multiples empleando
el test Dunn (***, p<0,001; ns, no significativa). Barras de error: Desviacion estandar. N fotal por condicion
(células): Control n=144; Ga13MO n=83; Ric-8AMO n= 85.
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OBJETIVO 2: Estudiar la funcion de Ric-8A y la subunidad Gal3 sobre la morfologia celular y
en el establecimiento de las adhesiones focales durante la migracion de las células de la cresta

neural craneal de Xenopus.

En primera instancia, para responder este objetivo y con el fin de estudiar en mas detalle la
funcion de Ric-8A y Gal3 durante la migracion celular, se comenzé con el estudio de la localizacion
sub-celular de ambas proteinas.

Como no poseemos un anticuerpo especifico contra Ric-8A, se sobreexpreso el gen empleando
100pg de mRNA 6-Myc-Ric-8A a través de inyecciones en un blastomero dorsal y ventral del polo
animal de embriones en estadio de 8 células, y posteriormente se realizaron explantes desde embriones
en estadio 17 y evaluod la localizacion celular a través de ensayos de inmunocitoquimica sobre las
células explantadas usando un anticuerpo anti-Myc. Es importante destacar que, como se demostr6 en
la figura 1, la sobreexpresion de Ric-8A a las concentraciones utilizadas en esta tesis, no afecta la
migracion de las CNC, por lo que no se altera el fenotipo normal de la célula. Al mismo tiempo, para
analizar la localizacion de Gal3, se empled un anticuerpo especifico para detectar Gal3 endogena.
Finalmente en este ensayo se co-expres6 ademas GFP de membrana, para demarcar los limites de la
célula.

Como se muestra en la figura 7, tanto Ric-8A como Gal3 se observan principalmente en la
corteza celular, co-localizando en las protrusiones que se encuentran dirigidas hacia el frente de
migracion (borde anterior o director). Es asi como también, se observa una proporcion de ambas
proteinas localizada en el citoplasma. También se puede observar que estas proteinas tienen una baja
localizacion en la union célula a célula (figura 7a,b). Eso se concluye debido a que se observa una
mayor sefial para GFP de membrana en esa area, a diferencia de las otras dos proteinas (Ric-8A y
Gal3).

Por otro lado, para complementar los ensayos de co-localizacion, se realizaron ensayos de co-
inmunoprecipitacion, en el cual se demuestra que ambas proteinas se encuentran interaccionando o
siendo parte del mismo complejo proteico. Se realiz6 el ensayo inmunoprecipitando tanto Ric-8A (a
través del eptope 6myc) como Gal3 (empleando el anticuerpo anti-Ga13) y detectando a las proteinas
con un anticuerpo anti-His y/o el anti-Ga13, para deteccion de Gal3 y anti-Myc, para la deteccion de
Ric-8A. El ensayo se realizo tanto en células HEK-293T (figura 7¢) como en embriones de Xenopus
tropicalis (figura 7d).

Debido a que se ha descrito que Ric-8 puede actuar como una chaperona molecular para las
diferentes subunidades de Ga. (Chan, P., y col., 2013; Gabay, M., y col., 2011), se procedio a evaluar

el efecto del silenciaminto de Ric-8A sobre la localizacion de Gal3, para lo cual se analizo la
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localizacion sub-celular de Gal3 en explantes de CNC morfantes para Ric-8A. Como es posible
observar en la figura 8a, la localizacion de Ga13 se vio alterada en las células morfantes para Ric-8A,
donde la proteina no se observa en la membrana celular, ni en las protrusiones, relocalizandose en el
citoplasma. Para descartar que Gal3 haya disminuido su expresion en comparacion con las células
controles, se realizd un “western blot” para comparar ambas condiciones. Como se muestra en la
Figura 8c, los niveles de Ga13 se mantienen practicamente invariables entre la condicion control y la
condicion morfante para Ric-8A, y tal como se habia observado previamente, desciende notablemente
al emplear el morfolino para Gal3. Ademas, este ultimo resultado se validé a través de
inmunofluorescencia sobre explantes morfantes para Gol3, donde se demuestra nuevamente el
silenciamiento de esta proteina (figura 8b)

Estos resultados, por lo tanto, nos permiten concluir que Gal3 y Ric-8A interaccionan y co-
localizan en el borde anterior o también llamado frente de migracion de las CNC, y el silenciamiento

de Ric-8A provoca la deslocalizacion de Ga13 en las células.
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Figura 7: Localizacion sub-celular de Ga13 y Ric-8A en células de la CNC y evaluacion de la interaccion

de ambas proteinas.

Se realiz6 una inmunofluorescencia sobre explantes de CNC usando un anticuerpo anti-Myc para
detectar Ric-8A (rojo) y anti-Ga13 (magenta). En verde se observa GFP en la membrana celular. Las puntas de
flecha blancas muestran la co-localizaciéon de ambas proteinas en la corteza celular, en las protrusiones del borde
director (a y b). Se realizaron ensayos de co-inmunoprecipitacion en células HEK293T (c¢) y en embriones a
estadio 16-17 (d), previamente transfectadas con 6myc-Ric-8A y His-Gal3 o inyectados con el RNA mensajero

de 6Myc-Ric-8A, respectivamente. Se detectaron las proteinas empleando el anticuerpo anti-Myc y anti-Ga13.
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Figura 8: Localizacién sub-celular de Gal3 en células morfantes para Ric-8A.

Se realizd inmunofluorescencia sobre explantes de células de la CNC usando anticuerpo anti-Go.13
(rojo) para evaluar su localizacion en ausencia de Ric-8A (a). En verde se observa GFP de membrana. También
se evalud la expresion de Gal3 a través de inmunofluorescencia en células morfantes para Gal3 (b). “Western
blot” representativo que muestra los niveles de Gal3 enddgena en embriones controles, morfantes para Gal3 y

morfantes para Ric-8A (c¢). En el grafico se muestra la cuantificaciéon por densitometria del “western blot”
mostrado (representativo).
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El siguiente paso en este objetivo fue analizar la morfologia celular en explantes morfantes
tanto para Ric-8A como para Gal3, y de esta manera determinar si existe alguna funcion de ambas
proteinas a este nivel, para lo cual se estudié cambios en el citoesqueleto de actina para cada condicion
a través de inmunocitoquimica.

Como es posible observar en la figura 9, las células morfantes para Gal3 y Ric-8A, presentan
severos problemas en la organizacion del citoesqueleto de actina. Las células morfantes para cada
proteina, presentan anomalias morfologicas al compararlas con las células controles, tales como la
disminuciéon de la actina cortical, menor nimero de protrusiones y protrusiones mas pequefias. Al
analizar el area de las protrusiones a las distintas condiciones se puede observar que en las células
morfantes para Ric-8A, las protrusiones tienen en promedio 81um? (x51.70, n=68), mientras que en las
células morfantes para Gal3 es de 61um” (41.37, n=62). En ambas condiciones, las protrusiones son
evidentemente mas pequeflas que las protrusiones de las células control, las cuales alcanzan en
promedio 145um” (£92.05, n=56), cuya diferencia es estadisticamente significativa con respecto al
control (test de Kruskal-Wallis con comparaciones multiples empleando el test Dunn; ***, p<0,001).
Por el contrario al sobreexpresar Gal3, se puede observar un aumento en el tamafio de las protrusiones,
incrementando el area promedio de las lamelipodias a 260um” (2160.9, n=60), al comparalo con la
condicion control (test de Kruskal-Wallis con comparaciones multiples empleando el test Dunn; ***,
p<0,001). Similar a los experimentos obtenidos anteriormente, el mRNA de Gal3 fue capaz de rescatar
el fenotipo morfante de Ric-8A, recuperando las caracteristicas de las protrusiones y la estructura del
citoesqueleto de actina (figura 9).

Para realizar un anélisis en mas detalle de este fenotipo, se analizo la estabilidad y morfologia
de las protrusiones de las CNC, usando microscopia de “time-lapse” de epifluorescencia empleando
Life-Act, péptido que reconoce la F actina y que no interfiere con su dindmica, permitiendo su
visualizacion. Para ello, se microinyectd Life-Act en conjunto con el morfolino contra Ric-8A,
morfolino contra Gal3, condicion de epistasis y control, cultivando los explantes de CNC como se
describi6 en la seccion de métodos.

En la figura 10, se observa la estabilidad de las protrusiones en la condicién control, donde
inclusive se aprecia el crecimiento de estas en el tiempo, permaneciendo practicamente a lo largo de
todo el experimento (promedio de 23 minutos con desviaciones estandar hasta los 30 minutos). Por el
contrario, es posible observar la baja estabilidad de las protrusiones en ambas condiciones morfantes,
donde se distingue claramente como las protrusiones no se sostienen en el tiempo, colapsando en
promedio a los 10 minutos. La cuantificacion de la estabilidad de las protrusiones se observa en el
grafico de la figura 10 para las distintas condiciones. Al igual que lo mostrado en experimentos

anteriores, el mRNA de Gal3 fue capaz de rescatar el fenotipo morfante de Ric-8A, aumentando la
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duracion de las protrusiones en el tiempo, y generando estructuras similares a las observadas en el caso
control.

Con el fin de estudiar en mas detalle el efecto observado del silenciamiento de Ric-8A y Ga13
sobre las protrusiones, se decidido evaluar la adhesion de los explantes a la matriz extracelular,
considerando que el problema observado se puede deber a una deficiente unioén de las protrusiones a
las matriz extracelular.

Para ello, se realizaron ensayos de adhesion, a través de los cuales se determind que la
disminucion de los niveles de Gal3 producen una disminucion de la adhesion de los explantes a la
matriz extracelular y este efecto resulto ser concentracion dependiente, es decir, que a concentraciones
crecientes de morfolino contra Gal3, los explantes presentaron una menor adhesion a la matriz
extracelular, efecto estadisticamente significativo al comparar con los explantes controles (figura 11).
Se hace importante destacar que, al igual que lo observado en los experimentos de migracion celular,
es posible rescatar el fenotipo morfante de Gul3 co-inyectando con el RNA mensajero de Gal3,
afirmando nuevamente que el efecto es especifico para esta proteina.

Sin embargo, el efecto del silenciamiento de Gal3 sobre la adhesion de los explantes a la
matriz extracelular, puede ser revertido si se suplementa el medio con manganeso (figura 11), el cual
incrementa la afinidad entre la integrina y la fibronectina (Mould, A. P., y col., 1998; Mould, A. P., y
col., 2002), aumentando la uniéon de los explantes a la matriz extracelular, y por consiguiente
rescatando el fenotipo morfante. Es importante destacar que la recuperacion del fenotipo morfante es
dependiente de las dosis de manganeso empleadas y que estadisticamente no existen diferencias entre
la adhesion observada para los explantes control y los explantes morfantes tratados con manganeso.
Este resultado sugiere fuertemente que Gal3 puede regular la adhesion y ejercer su funcion sobre
integrinas.

En resumen, con estos resultados se puede afirmar que las células donde se ha silenciado a
Gal3 y a Ric-8A presentan un citoesqueleto de actina alterado, donde las protrusiones son mas
pequeias que en la condicion control y que ademas estas protrusiones son inestables en el tiempo.
Ademas, los explantes morfantes para Gal3 presentan una adhesion disminuida a la matriz

extracelular, similar a lo observado en explantes morfantes para Ric-8A (Fuentealba J., 2013).
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Figura 9: Evaluacion de cambios en la estructura del citoesqueleto de actina en células morfantes para
Gal13 y morfantes para Ric-8A.

Se realizé una inmunofluorescencia para evaluar cambios en la estructura del citoesqueleto de actina,
empleando faloidina (rojo) y observando a GFP en la membrana celular (verde), para diferenciar con este ltimo,
el contorno de cada célula. Las condiciones analizadas fueron: células controles, células morfantes para Ric-8A
(Ric-8AMO), células morfantes para Gal3 (Gal3MO), sobreexpresion de Gal3 (Gal3) y epistasis de Ric-8MO
con mRNA para Gal3 (Ric-8AMO + Gal3). Se muestra a la izquierda de cada panel el canal rojo y a la derecha
la superposicion de todos los canales. Las puntas de flechas blancas muestran las protrusiones normales. Las
puntas de flechas rojas protrusiones anormales.
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Figura 10: Evaluacién del fenotipo del citoesqueleto de actina en las protrusiones de células morfantes
para Gal3 y morfantes para Ric-8A por medio de “time-lapse”.

Se realizaron explantes de embriones previamente inyectados con Life-Act RFP y se analizaron las
condiciones: Control (barra blanca), células morfantes para Ric-8A (Ric-8AMO), células morfantes para Gol3
(Gal3MO), y epistasis de Ric-8MO con mRNA para Gal3 (Ric-8AMO + Gal3). Se cuantificaron las
protrusiones en el tiempo, y se graficod la duracion promedio en minutos de ellas a las distintas condiciones, de un
total de al menos 100 protrusiones medidas, en dos experimentos para cada condicion. La flecha de color verde
indica la protrusién en crecimiento mientras que en rojo se observa la protrusion colapsada. Se evalud la
significancia con el test de Kruskal-Wallis con comparaciones multiples empleando el test Dunn (**, p<0,01,
*#% p<0,001; ns, no significativa). Barras de error: desviacion estandar.
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Figura 11: Ensayo de adhesion a la matriz extracelular de explantes morfantes para Gal3.

Se realizaron ensayos de adhesion para cuantificar la cantidad de explantes que permanecen adheridos a
la matriz extracelular. Se emplearon diferentes concentraciones de morfolino contra Gal3 (grafico de la
izquierda) y se suplement6 el medio con manganeso (grafico de la derecha). Tanto para la condicidon de rescate
(Gal3MO + Gal3 mRNA) en el grafico de la izquierda, como para las condiciones con cloruro de manganeso,
se empled la concentracion de 25ng de Gal3MO correspondiente a la dosis habitual usada para inhibir la
migracion de las CNC en Xenopus laevis. Los ensayos fueron realizados en triplicado usando entre 30 a 50
explantes por condicién. Cada condicidon se compard con el control (barra blanca), y para el caso del tratamiento
con manganeso, ademas se realizaron comparaciones entre ellas (sefialadas con corchetes). Se evalud la
significancia con el test ANOVA de una via y se realizaron comparaciones multiples empleando el test Dunnett
(*¥*, p<0,01, *** p<0,001; ns, no significativa). Barras de error: desviacion estandar.
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Debido al efecto del silenciamiento de Ga13 observado sobre la estabilidad de las protrusiones
y también al severo efecto en la adhesion de los explantes a la matriz extracelular, se procedid a
estudiar los cambios a nivel de la formacion de las adhesiones focales en células morfantes para Ric-
8A y Gal3, a través de inmunocitoquimica utilizando al anticuerpo contra fosfopaxilina.

En la figura 12a y 12b se puede observar que las células morfantes para Ric-8A y para Gal3,
presentan una severa disminucion en las adhesiones focales, las cuales se ven reducidas tanto en
nimero como en el area ocupada por cada célula (figura 12c¢), diferencias que son estadisticamente
significativas al compararlas con los controles. De forma similar a los resultados descritos
anteriormente, el mRNA de Gal3 es capaz de rescatar el fenotipo morfante de Ric-8A, donde las
células recuperan tanto el nimero como el area total ocupada por las adhesiones focales, diferencia que
es significativa al comparalas con las células morfantes (figura 12¢). Sin embargo, esta recuperacion
no es total si se compara con las células controles (figura 12¢). Al mismo tiempo se analizaron la
adhesiones focales en la condicion de sobreexpresion de Goal3, donde se puede observar que la
cantidad de adhesiones focales no varia con respecto al control, sin embargo el area total ocupada por
estas estructuras si aumenta (figura 12c).

Con el fin de poder estudiar en mayor detalle las diferencias entre el fenotipo morfante y el
control, se realizé una reconstruccion 3D de cada una de estas condiciones. En la figura 12b se puede
observar una morfologia anormal en las células morfantes para Ga13, donde el citoesqueleto de actina
se encuentra alterado y se aprecia una considerable disminucion de las adhesiones focales al
compararlo con las células controles, reafirmando el efecto observado en el analisis de la estructura del
citoesqueleto, y a la vez lo observado en las adhesiones focales.

Debido al efecto que tiene el silenciamiento de Gal3 sobre las adhesiones focales, es por lo
cual se estudié con mas detalle, a través de ensayos de “time-lapse”, la dindmica de estas estructuras en
el tiempo, empleando el constructo FAK-GFP (que codifica para la quinasa de adhesiones focales
fusionada a GFP). Para ello, por lo tanto se microinyectd6 mRNA de FAK-GFP en conjunto a Ga.13MO
o control y Life-act para visualizar el citoesqueleto.

Como se observa en la figura 13, las adhesiones focales provenientes de las células controles
permanecen estables a lo largo del tiempo, manteniendo a las protrusiones en la direccion de la
migracion. Por el contrario, las células en donde ha sido silenciado Gal3 presentan problemas en la
dinamica de las adhesiones focales, las cuales son de menor duraciéon y mas pequeias que en las
células control (figura 13a,b). Es interesante recalcar que esta diferencia es significativa, donde la vida
media y el tamafio maximo alcanzado por las adhesiones focales estd disminuida a la mitad en las
células donde ha sido silenciado Gal3.

Posteriormente, con el fin de poder estudiar mas a fondo la relacion entre Gal3 y FAK, se

decidio realizar una inmunocitoquimica e inmunoprecipitacion para evaluar la localizacion sub-celular
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y la interaccion de ambas proteinas en las CNC. Como se observa en la figura 13c y 13d, ambas
proteinas co-localizan parcialmente en el borde director de las células, en especial en el area de las
protrusiones tanto en Xenopus laevis como Xenopus tropicalis.

A través de ensayos de co-inmunoprecipitacion, se logroé detectar que ambas proteinas estan
interaccionando o al menos forman parte del mismo complejo proteico, sin embargo, esta interaccion
no es tan fuerte como la encontrada entre Gal3 y Ric-8A. Ademas Ric-8A, también estaria formando
parte del mismo complejo, lo que se demuestra en la figura 13e. Por otro lado, con el fin de estudiar si
para interaccionar con FAK, G13 necesita estar en su forma activa o inactiva, se realizd el mismo
ensayo anterior pero usando Gal3 constitutivamente activa (Gal3QL) o Gal3 nativa (sin
modificaciones). Como es posible observar en el “western blot” de la inmunoprecipitacion, FAK
interacciona mas fuertemente con Gal3 nativa que con su forma constitutivamente activa QL (figura
131).

En resumen, con estos resultados demostramos que los niveles de Gal3 controlan la
formacion/estabilidad de las adhesiones focales, regulando principalmente la dindmica de estas
estructuras, de manera que el silenciamiento de Ga13 disminuye tanto el area, como el numero y la
duracion de las adhesiones focales en el tiempo. Ademas, Gal3 co-localiza e interacciona con
componentes de las adhesiones focales como lo es FAK, corroborando la importancia que tiene Gal3

para la formacion de estas estructuras.
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Figura 12: Efecto del silenciamiento de Gal3 y Ric-8A sobre las adhesiones focales en células de la CNC.

Se realizaron ensayos de inmunofluorescencia en explantes de CNC desde embriones tratados con
morfolino contra Gal3 (Gal3MO), morfolino contra Ric-8A (Ric-8AMO), morfolino contra RIC-8A mas
mRNA de Gal3 (Ric-8AMO + Gal3), y sobreexpresion de Gal3 (Gal3) para observar la presencia de
adhesiones focales utilizando un anticuerpo anti-fosfopaxilina. Se observa en verde a fosfopaxilina, en rojo el
citoesqueleto de actina (faloidina) y en azul los ntcleos (a). Reconstruccion 3D de explantes de células de la
CNC controles y tratadas con morfolino contra Gal3 (b), las cuales fueron construidas a través del software
IMARIS. Se cuantificéd el nimero de adhesiones focales y el area que ellas ocupan por célula, y se normaliz6 con
respecto al control (barra blanca) (c¢). Cada condicién se compard con el control, y luego se realizaron
comparaciones entre ellas (sefialadas con corchetes). Se evalud la significancia con el test de Kruskal-Wallis con
comparaciones multiples empleando el test Dunn (*, p<0,05, *** p<0,001; ns, no significativa). Barras de error:
error estandar. N total por condicion: Control n=111; Gal3MO n=117; Ric-8AMO n=94; Ric-8AMO + Gal3
n=116; Gal3 n=193.
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Figura 13: Analisis de la dinamica de las adhesiones focales en células morfantes para Gal3 y estudio de la
localizacion sub-celular e interaccion de Gal3 con FAK.

Para observar las adhesiones focales en el tiempo, se realizaron ensayos de “time-lapse” en células de la
CNC bajo microscopia TIRF empleando a FAK-GFP (verde) y LifeACT-RFP (rojo), analizando la condicion
control y la condicion morfante para Gal3 (Gal3MO) (a). Los rectangulos verdes muestran una adhesion focal
estable en el tiempo, mientras que los rectdngulos rojos muestra una adhesion focal inestable en el tiempo. La
cuantificacion de la vida media de cada adhesion focal y el area maxima alcanzada por cada una de ellas se
grafica en (b). Se analizaron mas de 40 adhesiones focales por condicion y el experimento fue realizado en
duplicado. La condicion morfante se comparé con el control. Los datos fueron procesados y comparados
empleando la prueba T de Student no pareada (***, p<0.001). Barras de error: desviacion estandar. Se analiz6 a
través de ensayos de inmunofluorescencia la localizacion sub-celular de FAK (verde) y Gal3 (rojo) en células de
la CNC de Xenopus laevis (¢) y Xenopus tropicalis (d). El grafico en cada panel (¢) y (d) muestra la intensidad
de cada canal en el area seleccionada del panel “merge”, mostrando la co-localizaciéon de ambas proteinas. Co-
inmunoprecipitacion de FAK-GFP, Gal3 y Ric-8A empleando células HEK-293T (e). Co-inmunoprecipitacion
de FAK-GFP con Gal3 nativa o constitutivamente activa (QL) en células HEK-293T (f).

Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad de Concepcion | TESIS DOCTORAL-TORO-TAPIA G. 62



Las integrinas son parte fundamental en las formacion de las adhesiones focales y como se
describid en la introduccion, Src es una proteina que se encuentra en esta ruta de sefalizacion y es
activada durante la via de transduccion “outside-in” de las integrinas (Parsons, J. T., y col., 2010). Por
lo tanto, dentro de este mismo objetivo, y como una forma de indagar en los posibles efectores rio
abajo que podrian estar involucrados en el mecanismo de como Ric-8A y Ga13 regulan la formacion
de adhesiones focales y con ello la migracion de estas células, es que se procedid a analizar si estas
proteinas actian sobre la ruta de sefalizacion de las integrinas. Por este motivo, en embriones
morfantes para Gal3, se co-inyectd a Src constitutivamente activa (SrcY527F), proteina que esta
presente es la via de sefializacion de integrinas.

Como se puede observar en la figura 14, los embriones morfantes para Gal3 que fueron
inyectados con Src constitutivamente activa, recuperan la migracion de las CNC, comparado con los
embriones morfantes para Gol3, tanto para X. tropicalis (figura 14a) como X. laevis (figura 14b). Los
graficos demuestran que sélo un 20% de los embriones de X. tropicalis inyectados con el morfolino
contra Gal3 presentan una migracion normal. Por el contrario, cuando se co-inyecta el morfolino con
el RNA mensajero para Src constitutivamente activa, este nimero se incrementa a un 50%,
demostrando que se rescata el fenotipo. Igualmente, observamos un efecto similar en los embriones de
X. laevis, demostrando que ocurre rescate en ambos modelos (figura 14c). También se analizé la
sobreexpresion de Src constitutivamente activa, donde se observa que a las concentraciones utilizadas,
no se altera la migracion de las CNC (figura 14 b y 14c¢).

Posteriormente, se realiz6 una inmunocitoquimica para analizar las adhesiones focales de las
diferentes condiciones en presencia de Src constitutivamente activa (figura 15a). Al igual que lo
mostrado en los experimentos anteriores, las células morfantes para Gal3 disminuyen el nimero y el
area ocupada por las adhesiones focales en las células de la CNC. Por el contrario, Src
constitutivamente activa fue capaz de rescatar el fenotipo morfante de Gal3, donde tanto el numero de
las adhesiones focales como el area se ven incrementadas significativamente (figura 15b).

En conjunto estos resultados, muestran que Ric-8A y Gal3 regulan la formacion de las
adhesiones focales y con ello la estabilidad de las protrusiones durante la migracion de las células de la
CNC. Los experimentos ademas sugieren que esta regulacion seria través de la interaccion con la via

de transduccion de sefiales de las integrinas.
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Figura 14: Ensayo de epistasis co-inyectando a Src constitutivamente activa en embriones donde ha sido
silenciado Gal3 para analizar la migracién in vivo de CNC.

Hibridaciones in situ fueron realizadas en estadio st23-24 para X. tropicalis (a) y estadio st26 en X.
laevis (b) usando sondas para snail2 y twist como marcadores de CNC, respectivamente. Los embriones fueron
inyectados con morfolino contra Gal3 (Gal3MO), morfolino contra Gal3 mas mRNA de Src constitutivamente
activa (Gal3MO + Active Src) y mRNA de Src constitutivamente activa (ActiveSrc). Se realizd una
cuantificacion del fenotipo observado con respecto al total de embriones inyectados por condicion (¢). N total por
condicion para X. tropicalis: Ga13MO: n=69; Ga13MO + Src constitutivamente activa: n=72 . N fotal por
condicion para X. laevis: Gal3MO n= 63; Gal3MO + Src constitutivamente activa n= 107; Src
constitutivamente activa n=77. Cabezas de flechas negras: Migraciéon normal de las CNC. Cabeza de flecha
blancas: Migracion alterada de las CNC. li: Lado inyectado; Ins: Lado no inyectado.
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Figura 15: Ensayo de epistasis co-inyectando a Src constitutivamente activa en células donde ha sido
silenciado Gal3 para analizar adhesiones focales en células de CNC.

Se realizaron ensayos de inmunofluorescencia en células tratadas con morfolino contra Gol3
(Ga13MO), morfolino contra Gal3 mas mRNA de Src constitutivamente activa (Gal3MO + Src-Activa), y
células control para analizar las adhesiones focales en explantes de CNC en migracion. Se puede observar en
verde a fosfopaxilina, en rojo al citoesqueleto de actina (faloidina) y también en verde los nucleos (a). Se
cuantificaron el nimero de adhesiones focales y el area que ellas ocupan por célula, y se normalizaron con
respecto al control (barra blanca) (b). Cada condicién se comparé con el control, y luego se realizaron
comparaciones entre ellas (sefialadas con corchetes). Se evalu6 la significancia con el test de Kruskal-Wallis con
comparaciones multiples empleando el test Dunn (**, p<0,01, *** p<0,001). Barras de error: error estandar. N
total por condicion: Control n=134; Gal13MO n=234; Ga13MO+ Src constitutivamente activa: n=210.
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OBJETIVO 3: Analizar la funcion de Ric-8A y Ga13 sobre la polaridad celular durante la

migracion de las células de la cresta neural craneal de Xenopus.

Las células de la CNC migran direccionadamente, incluso en explantes in vitro donde no existe
un quimioatractante, y para esto es esencial que se establesca una polaridad celular (Ridley, A. J., y
col., 2003). Para poder determinar el efecto que tiene Gal3 y Ric-8A sobre la polaridad celular de las
CNC durante la migracion, se realizaron ensayos de inmunocitoquimica en explantes empleando un
anticuerpo anti-aPKC como marcador de polaridad. Considerando que esta proteina esta involucrada
directamente en la polaridad celular en los procesos migratorios, se estudid su localizacion en
embriones morfantes para Ric-8A y para Gal3.

Como podemos observar en la figura 16, las células control presentan una localizacion de
aPKC en la corteza celular, principalmente en el borde director de las CNC, co-localizando con GFP
de membrana, similar a la localizacion observada para Ric-8A y Gal3, como se describid previamente
en esta tesis. Por otro lado, en ambas condiciones, en células donde ha sido silenciado tanto Ric-8A
como Gal3, se observa que aPKC pierde esta localizacion (Figura 16, Gal3MO y Ric-8AMO).
Ademas, similar a lo observado en los resultados previamente descritos, el mRNA para Gal3 es capaz
de recuperar parcialmente el fenotipo morfante para Ric-8A, observandose el rescate del fenotipo
nuevamente, pero esta vez sobre el marcador de polaridad celular aPKC (Figura 16, Ric-8AMO +
Gal3). Finalmente, se analizo la localizacion de aPKC en explantes donde se sobreexpresé a Gal3,
observandose que a las concentraciones utilizadas, no se altera la localizacion del marcador de
polaridad, permaneciendo esta proteina en la corteza celular del borde director.

Se ha descrito que las células de la CNC en su ambiente embrionario, son capaces de migrar de
forma direccionada y colectiva hacia la quimioquina Sdf-1, debido a que expresan a CXCR4, un GPCR
(Theveneau, E., y col, 2010). Por lo tanto, con el fin de determinar la participacion de Gal3 en este
proceso, donde la polaridad celular cumple un rol fundamental, se decidié realizar ensayos de
quimiotaxia en CNC. Para ello, se enfrentaron explantes de células morfantes para Gal3 y células
controles a esferas conjugadas con Sdf-1 y se analizé la migracion mediante microscopia de “time-
lapse”.

Como se observa en la figura 17, las células de explantes controles migran normalmente a la
fuente quimotactica Sdf-1 durante las 5 horas y media de migracion, mientras que las células tratadas
con el morfolino contra Gal3 no migran, permaneciendo practicamente en el mismo lugar donde
fueron sembradas. El porcentaje de explantes que tuvieron una correcta migracion quimiotactica en la
condicion control fue de un 68%, decayendo este porcentaje a 36% en las células morfantes para Gal3,
corroborando el efecto que tienen los niveles de esta proteina en el proceso de migracion. Este

resultado es similar al que se obtuvo para el silenciamiento de Ric-8A, donde también se observo un
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severo efecto sobre la quimiotaxia (Fuentealba J., y col. 2013). Ademas se realizaron ensayos de
rescate, donde el RNA mensajero de Gal3 es capaz de recuperar el fenotipo morfante de Gal3,
demostrando, que el efecto morfante es especifico para Gal3. Para esta condicion se observo un 91%
de migracion de los explantes hacia Sdf-1, mostrando la eficiencia que tubo este ensayo de rescate.
Resumiendo, considerando los resultados de este objetivo se puede concluir que tanto Ric-8A
y Gal3 estan involucrados en procesos de polaridad celular, debido a que ambas proteinas se requieren
para la correcta localizacion del marcador de polaridad aPKC. Por otro lado, Ric-8A y Gal3 son
necesarios para una apropiada migracion hacia la fuente quimiotactica Sdf-1, probablemente debido a
su funcion en la formacion de adhesiones focales y en el adecuado establecimiento de la polaridad

celular.
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Figura 16: Analisis funcional de Ric-8A y Ga 13 en la polaridad celular a través de la deteccion de aPKC
en células morfantes.

Se realizaron ensayos de inmunofluorescencia empleando un anticuerpo anti-aPKC sobre diferentes
condiciones: Control, células tratadas con morfolino contra Ric-8A (Ric-8 AMO), células tratadas con morfolino
contra Gal3 (Gal3MO), células tratadas con mRNA para Gol3 mas morfolino contra Ric-8A (Ric-8AMO +
Gal3), y células tratadas sdlo con mRNA para Ga13. Se puede observar en rojo a aPKC (PKCE), en verde a GFP
de membrana y en azul los nucleos. En cada caso, los paneles grandes muestran la sobreposicion de cada
condicion y los paneles pequefios el canal rojo y verde por separado. Cabezas de flecha blancos: aPKC en corteza
celular del frente de migracion. Cabeza de flecha rojo: Pérdida de localizacién de aPKC.
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Control

Figura 17: Ensayo de quimiotaxia en explantes morfantes para Gal3.

Se realizaron ensayos de quimiotaxia en explantes extraidos desde embriones previamente co-inyectados
con RFP-nuclear (H2B), morfolino contra Go.13, o morfolino contra Gal3 y mRNA para Gal3 para el caso de la
condicion de rescate. En la parte superior, se puede observar la condicion control y la condiciéon morfante, y en la
parte inferior el rescate del fenotipo morfante de Gal3. En cada caso se muestra la posicion de los explantes, al
tiempo cero a la izquierda y la posicion de los explantes a las 5 horas y media a la derecha. El asterisco muestra a
la esfera conjugada a Sdf1. N por condicion: Control n=28; Gal3MO n=22; Gal3MO + Gal3 n=11.
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V) DISCUSION

i) Ric-84 actua corriente arriba de Gal3 y ambas son necesarias para una correcta
migracion

Desde el evento de fertilizacion, hasta la generacion de conexiones nerviosas durante la
formacion del cerebro, la migracion celular cumple un rol fundamental a través de toda la
embriogénesis y para esto, se requiere de una fina regulacion a través de distintas vias de sefializacion.
Una de las vias de sefalizacion descritas cumpliendo un papel importante durante la migracion es la
via de sefializacion de las proteinas G heterotriméricas.

La mayoria de los estudios de la proteina G heterotrimérica en migracion celular durante el
desarrollo embrionario se han realizado durante los movimientos de gastrulacion, proceso en el cual
también se ha visto involucrado a Ric-8A, proteina GEF relativamente nueva cuya funcion ha sido
descrita en multiples procesos celulares. Sin embargo, estudios de su funcion durante la embriogénesis
en vertebrados, al momento de comenzar este trabajo de tesis habian sido relativamente escasos. En
nuestro grupo de investigacion, reportamos una nueva funcidon para Ric-8A durante el desarrollo
embrionario en el organismo modelo anfibio Xenopus, donde se comprobd que esta proteina es
esencial para la migracion celular de una poblacion que es altamente migratoria durante la
embriogénesis, la CNC. Uno de los mayores descubrimientos fue el considerable efecto inhibitorio
sobre la migracion de las CNC, una vez que Ric-8A es silenciado (Fuentealba, J., y col. 2013), sin
embargo el mecanismo por el cual Ric-8A regula la migracion celular, hasta el momento no habia sido
develado. En el marco de este trabajo de tesis, corroboramos lo observado anteriormente en nuestro
laboratorio, donde el silenciamiento de Ric-8A inhibe la migracion de las CNC, demostrando por el
contrario que la sobreexpresion no produce efecto sobre este proceso al menos en las condiciones
analizadas. Esto concuerda con varios trabajos donde se ha silenciado a Ric-8A, lo cual afecta
considerablemente la migracion de células fibroblasticas de embriones de raton (Wang, L., y col.
2011), la migracion de linfocitos B (Boularan, C., y col., 2015) y la migracion de células durante los
movimientos de gastrulacion en pez cebra (Kanesaki, T., y col., 2013; Peters, K. A., & Rogers, S. L.,
2013).

Durante el desarrollo de esta tesis se identifico a la subunidad Gal3 cumpliendo un rol
importante en la misma ruta de sefializacion de Ric-8A, la cual fue capaz de rescatar el fenotipo
provocado por el silenciamiento de esta ultima, recuperando la migracion de las CNC tanto en ensayos
in vivo como in vitro. Sin embargo, Ric-8A no es capaz de rescatar el fenotipo inducido por el
silenciamiento de Gal13, sugiriendo que Ga13 se encuentra rio abajo de la cascada de sefializacion, lo
que es compatible con un modelo segun el cual Ric-8A actuaria como GEF para Ga13. Este hallazgo

sobre Ga13 y Ric-8A involucradas en el procesos de migracion, no es el primero, ya que existen otros
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trabajos que han vinculado a ambas proteinas participando en conjunto durante la migracion celular en
otros tipos celulares (Peters, K. A., & Rogers, S. L., 2013; Wang, L., y col. 2011). Los trabajos antes
mencionados, ademas de demostrar la participacion de estas proteinas en la misma via de sefializacion,
muestran a través de ensayos de inmunoprecipitacion y “GST-pulldown”, que ambas proteinas se
encuentran interaccionando y forman parte de un mismo complejo, similar a los resultados obtenidos
en este trabajo de tesis. Otro importante hallazgo de nuestro trabajo de tesis, es que la pérdida de
funcion de Gal3, produce el mismo efecto que el silenciamiento de Ric-8A descrito en Fuentealba y
col., 2013, impidiendo que las células de la CNC respondan a sefiales provenientes de los tejidos
circundantes, demostrando asi el comportamiento de autonomia celular que adoptan estas células en
ausencia de Gal3. Si se analiza y compara la funcion que cumplen ambas proteinas durante el
desarrollo embrionario con estudios realizados en otros modelos animales, es interesante resaltar que
tanto los ratones deficientes para Gal3 como ratones “knock-out” para Ric-8A mueren durante
estadios tempranos de embriogénesis (Gabay, M., y col., 2011; Gu, J. L., y col., 2002; Tdnissoo, T., y
col., 2010). Sin embargo, la diferencia radica, en que los embriones “knock-out” para Gal3 mueren en
estadios cercanos al E10, cuyos fenotipos anormales son asociados principalmente a defectos
angiogénicos (Gu, J. L., y col., 2002), mientras que los embriones “knock-out” para Ric-8 A mueren en
estadios entre E6.5-E8.5 (Tonissoo, T., y col., 2010). Aunque ambas proteinas son importantes durante
la embriogénesis, los embriones “knock-out” para Ric-8A mueren en estadios aiin mas tempranos
(cercanos a gastrula), sugiriendo que Ric-8A no so6lo controla la sefializacion de Gal3, si no que
probablemente se encuentra asociada a la sefalizacion de otras proteinas G heterotriméricas. Este
efecto puede deberse a la pleiotropia que se ha asociado a Ric-8A, actuando sobre las diferentes
subunidades alfas de las proteinas G heterotriméricas y asi regulando diferentes procesos durante la
embriogénesis (Offermanns, S., 2001).

Por otro lado, se ha estudiado la funcion de la familia Ga12/13 acoplada al receptor de
endotelina durante el desarrollo de las CN en ratoén, empleando animales “knock-out” condicionales
para el silenciamiento especifico de esta familia de Ga en ese tejido, durante etapas de migracion
posteriores a su separacion del neuroepitelio (Dettlaff-Swiercz, D. A., y col., 2005). A diferencia de
nuestros hallazgos, estos investigadores demostraron que la familia Ga12/13 escasamente participa en
el desarrollo de las CNC, debido a que los embriones presentan pocos defectos craneo-faciales,
presentando defectos principalmente en tejidos derivados de CN cardiacas (Dettlaff-Swiercz, D. A., y
col., 2005). No obstante, se necesitan mas analisis para concluir ciertamente sobre la participacion de
la familia Gai12/13 en el desarrollo de las CNC en raton. Si comparamos los resultados del trabajo de
Dettlaff-Swiercz, D. A., y col., 2005, con los nuestros, las diferencias entre ambos resultados nos

podrian indicar que; 1) Ga12/13 podria ser factor clave durante la EMT y por ese motivo esta proteina
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no produce efectos durante la migracion de las CNC en ratén, o 2) La participacion de Gal2/13
durante el proceso de migracion de las CNC en Xenopus es diferente al proceso ocurrido en
mamiferos. Avalando al primer punto, se ha descrito que Gal3 participa del des-ensamblaje de las
uniones adherentes en células del endotelio (VE-cadherina), incrementando la permeabilidad del tejido
(Gong, H., y col., 2014). Gong H., y col. (2014), describieron que Ga13 es capaz de interaccionar con
VE-cadherina, y que la via de la sefalizacion de Gal3 la cual es dependiente de ligandos pro-
inflamatorios, induce la fosforilacion de VE-cadherina via Src, proceso que es responsable de la
internalizacion de la proteina. Ademas se ha reportado, que la familia Gal2/13 interacciona
directamente con la cola citoplasmatica de cadherinas, causando la liberacion de (3-catenina (Meigs, T.
E., y col., 2001) y también regulando negativamente las propiedades adhesivas de E-cadherina (Meigs,
T. E., y col., 2002), proceso que explicaria como esta proteina podria estar contribuyendo a la EMT.
Adicionalmente, se sabe que en las CNC, la ausencia de E-cadherina en las células mesenquimales,
provoca la activacion de Rac-1 y la formacion de protrusiones y adhesiones focales polarizadas hacia
el lado contrario de la union célula-célula, con altas fuerzas de traccion que permiten la separacion de
ambas células (Scarpa, E., 2015), dando paso eventualmente a la migracion. Los antecedente
mostrados sugieren fuertemente que Goal3 podria estar participando en la EMT y de esta forma
promoviendo la migracion celular en las CNC, y también podria ser una explicacion al por qué las
células morfantes para Ga13 no se dispersan adecuadamente, asi como se observo en este trabajo de
tesis.

Es interesante destacar, que tanto en explantes de células morfantes para Ric-8A como en
explantes morfantes para Ga13, se observé inhibicion de la dispersion radial y por ende inhibicion de
la migracion celular. Por otro lado, al evaluar las mismas condiciones de dispersion pero sacando a las
células de su contexto grupal, las CNC recuperan su capacidad de migrar. Este resultado sugiriere que,
probablemente ambas proteinas son requeridas para algunos de los mecanismos descritos para la
regulacion de la migracion de las CNC, ya sea CIL o CoA, y por esa razdén las células no pueden
migrar cuando se encuentran en grupo. Debemos considerar también, que para realizar los analisis de
migracion en células individuales, se eliminé el calcio del medio en donde se incub6 las CNC para
facilitar la disgregacion celular. La ausencia de calcio impide la formacion de las uniones adherentes
(Hyafil, F., y col., 1981) y este protocolo podria inducir hipotéticamente un rescate del fenotipo
producido por silenciamiento de Go.13, sélo si consideramos a esta proteina como un factor clave en la
EMT, como se describio previamente. En este caso en las CNC, si se considera a Ga13 necesaria para
la EMT, las células morfantes para esta proteina presentarian una mayor expresion de E-cadherinas
probablemente provocados por defectos en su internalizacion y/o problemas en la regulacion de las

propiedades adhesivas de las cadherinas, tal como describié Meigs, T. E., y col., (2002) y Gong, H., y
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col., (2014). Para contribuir a este punto, y avalar o descartar la participacion de Ga13 en la EMT, es
necesario evaluar la presencia de E-cadherina en las uniones célula a célula de las CNC.

Ademas dentro de los analisis realizados en células individuales, se cuantifico tanto la
velocidad como la distancia acumulada por las células morfantes, las cuales resultaron ser ligeramente
mayores que las de los controles, en especial las silenciadas para Ga13. Este punto se analizard mas
adelante, debido a que posiblemente el efecto de “tambaleo” observado, pueda deberse a problemas de

interaccion de las CNC con la matriz extracelular.

ii) Ric-84 y Gal3 se localizan en la corteza celular en el frente de migracion

La localizacion subcelular tanto de Ric-8A como de Gal3 en las CNC corresponde a la
corteza celular, principalmente en el borde director de estas células, consistente con lo publicado
previamente (Fuentealba, J., y col., 2013; Woodard, G. E., y col., 2010). Ademas, se conoce que Ga13
presenta palmitoilacion, modificacion lipidica que afecta la localizacion subcelular, asociando a la
proteina modificada a la membrana, la cual también es necesaria para la translocacion de proteinas
efectoras de Gal3 como pl15RhoGEF (Suzuki N., y col., 2009). Al mismo tiempo, en esta tesis
reportamos que la localizacion subcelular de Gal3 presenta un patron “punteado” en las
inmunocitoquimicas, similar al de radixina, una proteina de union a actina miembro de la familia ERM
(Ezrin- Radixin-Moesin), con la cual co-localiza (Vaiskunaite, R., y col., 2000).

Por otro lado, observamos que la deficiencia en Ric-8A en las CNC impidio la translocacion de
Gal3 a la corteza celular, similar a los observado por Wang, L., y col. (2011) y Peters, K. A., y
Rogers, S. L., (2013), efecto que también se ha visto sobre otras subunidades Ga(s) (Gabay, M., y col.,
2011; Saare, M., y col., 2015; Wang, H., y col., 2005). Esto se podria explicar debido a que se ha
postulado que Ric-8A tiene actividad chaperona sobre las diferentes subunidades Ga, (Gabay, M., y
col., 2011), la cual ayuda en la estabilidad de la proteina y su uniéon temprana a endomembranas, lo que
permite su eficiente llegada a la corteza celular. Avalando lo anterior, también se ha observado que
Ric-8A tiene actividad chaperona sobre Gaii2, Gai3 y Goq, mientras que los niveles de Gas y Ga12
permanecen estables sin variacion en células del bazo y macréfagos derivados de la médula osea
(Boularan, C., y col., 2015). Cabe destacar, que el efecto observado sobre la localizacion de Ga13 en
CNC morfantes para Ric-8A es similar a lo descrito por Peters, K. A., y Rogers, S. L (2013), donde no
se observaron cambios en los niveles de expresion de Gal3, apoyando la posibilidad que Ric-8A
ayuda en la translocacion de Gal3 a la membrana, pero sugiriendo que Ric-8A no protege a Gal3 de
la degradacion, similar a los resultados obtenidos en esta tesis. Por otro lado, respecto a que no
observaramos cambios en los niveles proteicos de Gal3, no descartamos el hecho, que debido a que

para obtener una cantidad de proteina enddgena detectable por “western blot”, se emplearon a varios
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embriones inyectados con el morfolino, y cada individuo puede responder de diferente manera
(silenciando en mayor o menor medida a la proteina en cuestion). También existe la posibilidad que no
todos los embriones regulan de igual manera la degradacion de la proteina. Y por ultimo, se debe
considerar que los niveles de degradacion de Gal3 podrian no variar considerablemente entre los
embriones controles y embriones morfantes para Ric-8A, y por ende la técnica de “western blot”
empleada puede no haber sido lo suficientemente sensible para detectar la diferencia de expresion de
Gal3 en este analisis. Por otro lado, a pesar que los estudios descritos por Gabay M., y col., (2011)
muestran que los cambios en los niveles de expresion de Gal3 entre las células controles y aquellas
donde se silencio Ric-8A son evidentes, esta diferencia no es tan drastica como los observados para las
otras subunidades Ga(s) como Gai o Gagq, lo que nos indicaria que puede que nuestros ensayos
requieran de una mayor sensibilidad para determinar tales cambios en la expresion de Gal3, y que
posiblemente Ric-8A actia como chaperona a cargo principalmente de la translocacion mas que de su

estabilidad.

iii) Ric-84 y Gal3 regulan la morfologia celular durante la migracion

En este trabajo de tesis demostramos que el silenciamiento de Ric-8A y de Gal3 afecta
considerablemente la estructura de la actina cortical, cambiando completamente la morfologia celular
de las CNC. Esto es consistente con lo descrito por otros investigadores, quienes demostraron la
participacion de Ric-8 y Gal3 en la migracion celular en otros tipos celulares, en los cuales esta ruta
de sefializacion estaria remodelando fuertemente el citoesqueleto de actina en las células, ya sea por el
recambio de los “ruffles” de membranas durante la migracion celular como de la formacion de la
actomiosina cortical necesaria para la contraccion celular durante los movimientos de gastrulacion
(Peters, K. A., & Rogers, S. L., 2013; Wang, L., y col. 2011). Complementando estos estudios
Kanesaki y col., el afio 2013, demostraron que la sefializacion de la proteina G heterotrimérica,
incluyendo la participacion de Ric-8, organiza la actina cortical, y por lo tanto, estas proteinas se
encargan de reforzar la resistencia de las células contra la deformacion. En este estudio se demostrd
que el silenciamiento de componentes de la sefializacion de proteina G heterotrimerica, resulta en la
formacion de “blebs” en la superficie de las células. Estas estructuras se forman por la perturbacion de
la actina cortical, la cual es inducida por la contraccion local de la superficie, proponiendo que la
organizacion cortical de actina proveniente de la sefializacion de las proteinas G heterotriméricas, es
necesaria para reforzar la corteza de la célula, de manera de soportar el estrés hidrostatico durante el
plegamiento del tejido en la gastrulacion (Kanesaki, T., y col., 2013). Por otro lado, histéricamente se
ha relacionado a Gal3 con la reorganizacion del citoesqueleto, modulando directamente a proteinas

RhoGEFs, tales como p115RhoGEF y LARG las cuales son capaces de activar a la proteina G pequefia
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Rho, clasico modulador de la actina (Suzuki N., y col., 2009). Adicionalmente, se ha reportado a Ga13
interaccionando y activando directamente a Radixina, proteina que cumple una funciéon importante en
la unidon del citoesqueleto de actina a receptores de la membrana plasmatica (Vaiskunaite, R., y col.,
2000). Estudios recientes, ademas han demostrado que Radixina promueve la migracion, regulando la
polaridad celular y la formaciéon de uniones adherentes de células epiteliales mediadas por Vav-GEF,
conocido activador de Rac-1 (Valderrama, F., y col., 2012), con lo cual no se descarta la posible
relacion de Radixina con nuestro sistema celular. Por otra parte, en este trabajo de tesis se logro
detectar mediante analisis de “time-lapse” de las protrusiones de las CNC, una fuerte disminucion en la
estabilidad en el tiempo de la protrusiones durante su formacién, lo que nos condujo a analizar las

estructuras que determinan la union de las células a la matriz extracelular: las adhesiones focales.

iv) Ric-84 y Gal3 regulan la adhesion a la matriz

Similar a lo descrito por Fuentealba y col. (2013) en células morfantes para Ric-8A, las células
morfantes para Gal3, presentan defectos en la adhesion a la matriz extracelular, fenotipo que puede
ser rescatado con el mensajero respectivo, asi como también por el ion divalente manganeso en las
CNC, sugiriendo la participacion de integrinas en este proceso.

Las integrinas son una gran familia de receptores de adhesion celular compuesto por un
heterodimero aff altamente conservado. Estas estructuras presentan una region extracelular y una
intracelular, las que se encargan de la unidon con el ligando y de la interacciéon con proteinas
adaptadoras-activadoras de la sefializacion del receptor, respectivamente (Takada, Y., y col., 2007). La
region extracelular ademas presenta dominios de union a iones metdlicos divalentes tales como
magnesio, calcio y manganeso, los cuales estan encargados de mediar la unién del ligando al receptor,
(Takada, Y., y col., 2007). Se sugiere que Mn”>" actia como un potente activador de las integrinas,
debido a que pueden inducir cambios en la estructura, en especial de 1, modulando una unién
persistente sobre el ligando, dejandola en una conformacion de alta afinidad (Mould, A. P., y col.,
1998; Mould, A. P., y col., 2002). Otros reportes sugieren que la acumulacion de integrinas
(agrupacion formada post-union al ligando) dependientes de manganeso, no necesariamente se vincula
a F-actina como un contacto focal real, debido a que proteinas adaptadoras de las adhesiones focales,
tales como vinculina, paxilina, y FAK, no se asocian con las agrupaciones formadas de novo inducidas
por este ion (Cluzel, C., y col., 2005). Por otro lado, también existen publicaciones, donde el
tratamiento con manganeso activa a las integrinas, promoviendo la formacion de adhesiones focales
normales, reclutando a proteinas adaptadoras y fibras de estrés (Dormond, O., y col., 2004; Lydolph,
M. C., y col,, 2009). Ya sea por accion directa de la formacion de nuevas adhesiones focales o

realizando un desvio en la sefializacion para promover una fuerte union entre las integrinas y la matriz
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extracelular, el tratamiento de las células morfantes para Go13 con manganeso realizado en esta tesis,
incremento la unidon de las células a la matriz extracelular, quedando atun por indagar, si este rescate
involucra también una recuperacion de la migracion celular y de la formacion de nuevas adhesiones
focales.

Como se mencion6 en la introduccion, recientemente se ha descrito que células de la glia
proveniente del cerebelo deficientes en Ric-8A, muestran una disminucion de la afinidad por
componentes de la membrana basal (Ma, S., y col., 2012). Dentro de los experimentos realizados en
esta tesis como una forma de estudiar en mas detalle la uniéon a la matriz extracelular, se evalud en
células morfantes para Ga13 y para Ric-8A, la expresion del marcador de adhesiones focales maduras
fosfopaxilina. Estos experimentos mostraron que ambas condiciones de silenciamiento disminuyen
considerablemente el numero y el area ocupada por las adhesiones focales, lo que podria explicar los
defectos que presentan estas células en la uniéon a la matriz extracelular. Hace 20 afios atras, se
describié que la sobreexpresion de Gal2 y Gal3 estimula la formacion de las fibras de estrés y de las
adhesiones focales a través de la activacion de la proteina G pequefia Rho (Buhl, A. M., y col., 1995).
Estos autores, utilizaron las formas activadas de Ga13 y de Rho, donde se observé un claro aumento
de las fibras de estrés en las células microinyectadas, y por consecuencia, en la formacion de
adhesiones focales (Buhl, A. M., y col., 1995). Sin embargo, este estudio no analiza el efecto de la
pérdida de funcion de Gal3, ni tampoco analiza en mas detalle a las adhesiones focales, s6lo su
localizacion a través de vinculina. Por otro lado, y avalando lo observado en este trabajo de tesis, se ha
descrito que la activacion de Ga13 puede mediar la fosforilacion de tirosinas en proteinas relacionadas
con adhesiones focales, dentro de ellas FAK y Paxilina, proceso que es dependiente de la integridad
del citoesqueleto de actina y de la activacion de Rho (Needham, L. K., & Rozengurt, E.; 1998). Estas
observaciones concuerdan con los resultados obtenidos a través de inmunocitoquimicas realizadas
contra fosfopaxilina en las CNC, que podrian explicar que la ausencia de la sefal de deteccion de
fosfopaxilina puede ser provocada por una deficiencia en la fosforilacion de la proteina debido
directamente a la ausencia de la sefializacion de Ga13. Para contribuir y corroborar este fendmeno, se
podria evaluar la presencia de paxilina total en la células (mediante el uso de un anticuerpo) y verificar
si la proteina es reclutada en el complejo proteico asociado a las adhesiones focales, y asi poder
indagar mas en relacion a la sefializacion y funcion de Gal3 en las CNC de Xenopus.

Diversos estudios relacionan a la sefalizacion de las proteinas G heterotriméricas y G
pequefias con proteinas que participan en la activacion de las adhesiones focales. Dentro de los
primeros hallazgos, se encuentran los realizados por el grupo de Chikumi, H. Y. col. (2002), quienes
identificaron que FAK puede ser activada por trombina, Gal2, Gal3 y Gaq a través de mecanismos

dependientes e independientes de Rho. Ademas, se describi6 que LARG y PDZ-RhoGEF pueden ser

Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad de Concepcion | TESIS DOCTORAL-TORO-TAPIA G. 76



fosforilados por FAK en respuesta a trombina, proponiendo la existencia de un “feed-back™ positivo
entre Rho y FAK (Chikumi, H., y col., 2002). Posteriormente, se describid a la ruta mediada por LPA
(“Lysophosphatidic acid”) y Ga12/13-RhoA-ROCK mediando la autofosforilacion de FAK (Y397,
modificacion que permite la interaccion con proteinas de la familia Src), activando a la proteina y
contribuyendo de esta forma a la migracion de células provenientes de cancer de ovario (Bian, D., y
col., 2006). También se ha identificado a Rgnef (p190RhoGEF) como un nuevo efector de la cascada
de transduccion de Gal3 rio abajo de gastrina y del receptor de colecistoquinina (CCK2R),
sefializacion que se encarga de activar a FAK. En ese trabajo se dilucido, que en células de carcinoma
de colon DLD-1 que fueron silenciadas para Gal3, redujeron la fosforilacion en FAK (pY397) y
paxilina (pY31, que promueve la activacion de Rac) inducida por gastrina, ambas necesarios para una
correcta migracion celular (Masia-Balagué, M., y col., 2015). Por otro lado, estudios previos donde se
emplearon ratones “knock-out” para Rgnef, mostraron que células MEF provenientes de estos ratones,
presentaron menos adhesiones focales tempranas al sembrarlas sobre matrices de fibronectina (Miller,
N. L. G,, y col., 2012). Ademas es importante destacar, que Rgnef presenta sitios de union para FAK,
demostrando que es necesaria la activacion de Rho para el establecimiento de las adhesiones focales y
la migracion celular dependiente de integrinas (Miller, N. L. G., y col.,, 2012). Estos resultados
concuerdan con los fenotipos obtenidos en células morfantes tanto para Gal3 como para Ric-8A
durante este trabajo de tesis, donde observamos una severa disminucion en el nimero y tamafo de las
adhesiones focales, lo que podria indicar que Rgnef también podria estar involucrada en la ruta de
sefializacion caracterizada durante este trabajo.

Recientemente, se ha descrito una nueva funcion para Ga13, donde controla la sefializacion
mediada por integrinas (f1y p3), a través de la interaccion directa de ambas proteinas (Gong, H., y
col., 2010). En este articulo se describio, que Gol3 es necesaria para impulsar la sefializacion
“outside-in” de las integrinas, activando a Src e inhibiendo de forma momentanea a la proteina RhoA,
en contraste a lo que se conocia tradicionalmente de la sefializacion de RhoA dependiente de GPCRs
(Gong, H., y col., 2010; Shen, B., y col., 2015). La sefializacion “outside-in” de las integrinas consta de
la union de un ligando al dominio extracelular, el cual causa cambios conformacionales que modifican
los sitios de interaccion con proteinas del dominio citoplasmatico, resultando en la activacion de la
sefial (Shen, B., y col., 2012). Ambos estudios publicados referentes a esta nueva sefializacion, indican
que Gal3 cumple una funcion dual, primero estimulando via GPCR la activacion de RhoA y luego
inhibiendo la actividad de RhoA a través de la via dependiente de integrinas, regulacion que seria
critica para la migracion celular (Gong, H., y col., 2010; Shen, B., y col., 2015). Concordando con
estos resultados, durante esta tesis, se pudo corroborar que Src constitutivamente activa pudo rescatar

el fenotipo morfante de Ga13, recuperando parcialmente tanto la migracion in vivo de las CNC, como
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la formacion de las adhesiones focales. Estos antecedentes no son los unicos en los cuales se ha
observado un “crosstalk” entre Gal3 y Src, ya que Gong, H. y col. (2014), describieron que en el
proceso de desensamblaje de las uniones adherentes, la via de transduccion dependiente de Gal3
induce la activacion de Src y demostraron ademas que ambas proteinas interaccionan (Gong, H., y col.,
2014). Ademas, recientemente se publico que la sefializacion de Gal3 promueve la fosforilacion de
Ric-8A mediada por Src quinasas, y que esta modificacion post-traduccional es necesaria para la
translocacion de Ric-8A a la membrana plasmatica (Yan M., y col., 2015). A pesar que en nuestros
estudios no logramos observar a través de inmunoprecipitacion interaccion de Src constitutivamente
activa con Gal3 (datos no mostrados), si observamos la interaccion y co-localizacion de Gal3 con
FAK, indicando que probablemente estas proteinas forman parte del mismo complejo, en conjunto a
las integrinas, sugiriendo que median la sefializacion “outside-in” de esta ltima.

Con el fin de analizar en mas detalle el efecto del silenciamiento de Ga13 sobre la dindmica de
las adhesiones focales, se realizaron estudios utilizando una proteina de fusion FAK-GFP en células
morfantes para Gal3. Estas células presentaron estructuras de adhesion focal menos estables en el
tiempo y de menor tamafio en relacion a los controles. Estos resultados sugieren que los contactos que
se forman con la matriz extracelular son menos estables en el tiempo, debido principalmente al quiebre
en la sefializacion dependiente de integrinas “outside-in”, evitando de esta forma la fosforilacion de las
diversas proteinas que son necesarias para crear una adhesion focal madura, anclada correctamente al
citoesqueleto de actina. Ademas, otra alternativas a considerar, es que Gal3 y Py también podrian
estar afectando a la sefializacion “inside-out” de las integrinas (Kim, C., y col., 2012; Shen, B., y col.,
2012). Como se ha descrito en varios reportes, la accion de segundos mensajeros provenientes de la
sefializacion de diversos GPCRs, podrian finalmente activar a talina y kindlina, proteinas que se unen a
los dominios citoplasmaticos de la subunidad [ de las integrinas, permitiendo a este receptor su union
al ligando (Kim, C., y col., 2012; Shen, B., y col., 2012).

Considerando la interaccion de Gal3 con FAK-GFP, en nuestros estudios observamos que
Gal3QL (forma constitutivamente activa) presenta una menor interaccion con FAK que la version
“wild-type” de la proteina. Esto es contradictorio con respecto a lo observado en diversos trabajos,
donde generalmente Ga13 activa es la que se une a los diversos efectores proteicos, como se observa
por ejemplo en la interaccion de Gal3 con f integrina (Gong, H., y col., 2010). Podemos especular,
que la union de Ga13 al complejo proteico de las adhesiones focales ocurre en forma ciclica, y que la
activacion/desactivacion de Ga13 sea necesaria para el reclutamiento/activacion del complejo proteico
de adhesiones focales, sin embargo es necesario realizar mas experimentos que nos permitan
determinar este mecanismo con mas detalle. Hay que considerar ademas, que la interaccion observada

entre Gal3 y FAK es muy débil, si se compara con la interaccion de Ric-8A con Gal3. Esto sugiere,
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que la interaccion entre ambas proteinas no es directa, y que Gal3 puede estar interaccionando con
otras proteinas como lo es integrina, a la cual luego se acoplaria FAK. A pesar de que se ha descrito a
FAK interaccionando con un péptido sintético del dominio citoplasmatico de f integrina in vitro
(Schaller, M. D., y col., 1995), los antecedentes indican que lo mas probable es que FAK se una
indirectamente a esta proteina, a través de su asociacion con paxilina u otra proteina perteneciente al
complejo (Legate, K. R., & Fissler, R. 2009; Parsons, J. T., 2003).

Ric-8A no ha sido el inico GEF para proteinas G heterotriméricas que ha sido relacionado con
la sefalizacion de las integrinas. GIV/Girdin es una proteina que esta involucrada en diversos eventos
metastasicos y en sefializaciones iniciadas por factores de crecimiento, activando a Gai3 (Leyme, A., y
col., 2015). Los fenotipos observados al inhibir la funcioén de esta proteina, tienen mucha similitud con
los resultados encontrados en esta tesis. En ese reporte se describiéo que GIV intensifica la respuesta
dependiente de integrina, una vez que éstas entran en contacto con la matriz extracelular. GIV, en
conjunto a Gai3, son reclutadas en los complejos proteicos activos dependientes de integrina, haciendo
a las células mas invasivas. Se comprob6 que GIV participa en el remodelamiento del citoesqueleto y
en la activacion de la sefializacion de PI3K, contribuyendo de esta manera a la haptotaxis (Leyme, A.,
y col., 2015). Por otro lado, GIV co-localiza con las adhesiones focales y se requiere para la integridad
de estas estructuras (Lopez-Sanchez, 1., y col., 2015). Estos autores describieron que GIV es un
sustrato para FAK, ademas que co-localiza y se une con 1 integrina. La fosforilacion de GIV es
requerida para el aumento de la sefializacion de PI3K-Akt, la integridad de las adhesiones focales y la
adhesion celular. Importante es destacar que la sefalizacion de Gaii3 aumenta la actividad de FAK y la
haptotaxis inducida en colageno, senales que son incrementadas durante la progresion metastasica

(Lopez-Sanchez, 1.,y col., 2015).

v) Ric-84 y Gal3 controlan la polaridad celular y migracion quimiotdctica

Para efectuar una adecuada migracion celular, como se explico al principio de este trabajo, es
necesario que las células establezcan una apropiada polaridad. Nuestros resultados apuntan a que existe
un problema en el establecimiento de la polaridad celular, debido a que, al silenciar tanto Ric-8A como
a Ga13 observamos problemas en la formacion de protrusiones y en la estabilidad de las adhesiones
focales, impidiendo la formaciéon de un borde director o frente migratorio correcto y funcional. Se ha
descrito que Ric-8 es necesario para trasladar a la membrana a diferentes proteinas que estan
directamente relacionadas con la polaridad celular, tales como Gai, Pins y GB13F, en progenitores
neurales de Drosophila durante la division asimétrica, presumiblemente debido a la regulacion que
ejerce Ric-8 sobre la subunidad Go y su translocacion a la membrana (Wang H., y col., 2005).

Recientemente, se describidé que linfocitos B donde se ha silenciado Ric-8A, presentan una
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polarizacién menos marcada que las células controles durante la diferenciacion celular (Boularan, C., y
col., 2015). Estos estudios demuestran que la pérdida de expresion de Ric-8A disminuye la tendencia
de las células a efectuar una distribucion asimétrica de aPKC (PKCT) luego de su estimulacion con
LPS o CD40 plus IgM (Boularan, C., y col., 2015). Similar a estos estudios, en este trabajo de tesis se
pudo observar que las células morfantes para Ric-8A y para Gal3 presentan una pérdida en la
localizacion cortical de aPKC, demostrando los defectos que presentan estas células en establecer una
apropiada polaridad celular.

Como se mencioné en este trabajo, se ha descrito la participacion de Ga12/13 en la migracion
quimiotactica de diversos tipos celulares, como en la respuesta de linfocitos hacia esfingosina 1-fosfato
(S1P) (Griéler, M. H., y col., 2003), neutréfilos hacia formil-metionil-leucina-fenilalanina (fMLP), (Xu,
J., y col., 2003 ), y cultivos fibroblasticos embrionarios hacia trombina (Offermanns, S., y col., 1997)
donde se indica que estos ligandos ayudan a establecer la polaridad, remodelando el citoesqueleto, y
orientando en el sentido correcto al borde director y las protrusiones de las células. Dentro de los pocos
estudios abordados en esta area para Ric-8A, linfocitos B “knock-out” para este gen generan una
fallida respuesta quimiotactica y una reduccion en la motilidad celular, demostrando la importancia de
la sefializacion de las proteinas G heterotriméricas en estos procesos (Boularan, C., y col., 2015). Al
igual que lo observado por Fuentealba J., y col. (2013) en las CNC morfantes para Ric-8A, nuestros
resultados demostraron que el silenciamiento de Gal3 disminuye la migracion quimiotactica hacia
Sdf-1, sugiriendo nuevamente, al igual que los resultados previos, que ambas proteinas se encuentran
regulando la misma via de transduccion de sefales. Consistente con nuestros resultados, estudios
donde se analizé la quimiotaxia de células MEF provenientes de ratones “knock-out” para Gal3,
confirmaron que esta proteina media la migracion inducida por trombina y por LPA, observandose el
rol que cumple Gal3 durante este proceso (Gu, J. L., y col., 2002). En base a nuestros resultados,
desconocemos si esta pérdida en la respuesta quimiotactica es debido al propio proceso que reorienta a
la célula para formar la respectiva polaridad, o s6lo debido a la pérdida de las adhesiones focales como
se describié previamente. Por lo tanto, se necesitan mas andlisis y experimentos para corroborar,
primero si Gol3 se encuentra bajo la via de transduccion de CXCR4, para luego discernir si participa
solo en la formacion de las adhesiones focales o también en el establecimiento de la polaridad celular.
Para ello, analisis de interaccion proteica entre Gal3 y CXCR4 son necesarios para evaluar la

participacion de Ric-8A/Gal3 en la ruta de sefializacion requerida para la quimiotaxia hacia Sdf-1.
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vi) De la biologia del desarrollo al cancer

En los ultimos afos, el estudio de la sefializacion durante la embriogénesis ha tomado gran
importancia debido a que muchas de las ruta presentes en esta etapa son activadas durante los procesos
cancerosos, lo que ayuda a comprender la funcion de diversas proteinas en procesos patolégicos
(Kelleher, F. C., y col., 2006). La primera proteina G heterotrimérica identificada con la capacidad de
inducir transformacion oncogénica fue la familia Gat12/13. Muchos estudios de la funcion biologica de
esta familia se han centrado en la proliferacion celular, la migracion celular y los cambios
morfologicos, abordados tanto en procesos fisiologicos, como lo son los efectuados durante el
desarrollo embrionario, y patoldgicos, en diversas lineas celulares derivadas de cancer (Suzuki N., y
col., 2009). Uno de los eventos cruciales durante la invasion y la metastasis en cancer es la migracion
celular. Pese a que Ga12/13 no promueven la proliferacion en lineas celulares de cancer de prostata ni
cancer de mamas, si promueven la invasion en los dos tipos celulares in vitro (Kelly, P., y col., 2006).
Estudios de células de carcinoma mamario de raton implantado en la grasa mamaria de los ratones, el
cual crece y hace metastasis de manera similar al cancer de mama humano, han demostrado que la
inhibicion de la sefalizacion de Gal2/13 por expresion estable del dominio RH de p115RhoGEF en
las células del carcinomas, reduce la tasa de diseminacion metastasica. Estos estudios sugieren que la
activacion de Rho a través de Ga12/13 es critica para los procesos de invasion (Kelly, P., y col., 2006).
Por otro lado, la sefalizacion dependiente de integrinas y del complejo FAK-Src han sido también
relacionados con eventos de migracion, especialmente con cancer. Estas proteinas han sido descritas
activadas en muchas lineas tumorales generando sefales que permiten el crecimiento tumoral y la
metastasis (Mitra, S. K., & Schlaepfer, D. D., 2006; Huttenlocher, A., & Horwitz, A. R., 2011). Como
se describié previamente, la via de sefializacion de gastrina-CCK2R, activa a Gal3, estimula a su
proteina efectora Rgnef, y actfia sobre la sefalizacion de integrinas induciendo la fosforilacion de FAK
y Paxilina, modulando la migracién celular (Masia-Balagué, M., y col., 2015). Puesto que estas
proteinas son esenciales para la migracion celular, se convierten en perfectos blancos para poder
modular y eventualmente tratar diferentes tipos de cancer, alterando principalmente la funcion de estas

proteinas.

vii) Modelo final: Ric-84 y Gal3 regulan la formacion de las adhesiones focales durante la
migracion de las células de la cresta neural craneal

Finalmente, presentando todos estos antecedentes y el analisis realizado en esta discusion,
proponemos como modelo final que: Gal3 acta rio abajo de Ric-8A, y ambas proteinas
probablemente se encuentren en la misma via de sefializacion dependiente de Sdf-1/CXCR4, donde

Ric-8A se encarga, ademas de su rol como GEF, de translocar a Gat13 a la membrana dejandola cerca
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de sus efectores. El ciclo de activacion y desactivacion de Gal3, actua sobre las adhesiones focales,
promoviendo la sefializacion “outside-in” de las integrinas, interaccionando con el complejo proteico
para la formacion de estas estructuras. Gal3 y Ric-8A activan la cascada de fosforilacion inicial de los
contactos focales, entre ellos a Src y FAK, que le permiten posteriormente anclarse al citoesqueleto de
actina y formar una adhesion focal madura. Esto permite que la célula tenga una adecuada union a la
matriz extracelular regulando la formacion y estabilidad de las protrusiones, que en conjunto con una
correcta polarizacion, en la cual Ric-8A y Gal3 también estarian involucradas, generan una apropiada

migracion de las CNC en el modelo Xenopus (Figura 18).
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Figura 18: Modelo final de la funcion de Ric-8A y Ga13 en la migracion de las CNC.

Ga13 es activado por la union del ligando a un receptor acoplando a proteina G. Dentro de las
posibilidades, proponemos que el par quimiotactico Sdf-1-CXCR4, podrian ser los candidatos
involucrados en esta sefializacion. Una vez activada la sefializacion, Ric-8A cumpliria su funcion GEF
sobre Gal3, potenciando el ciclo “ON-OFF” de la subunidad Gal3, manteniéndola disociada del
dimero Py. Ademas, Ric-8A transloca a Ga13 a la corteza celular del borde director de la célula en
migracion (estableciendo la polaridad celular), a modo de chaperona, situando a Ric-8A rio arriba de la
cascada de sefializacion. Luego, Gal3 interacciona con proteinas del complejo perteneciente a las
adhesiones focales, donde estaria actuando directamente en la sefializacion “outside-in” de integrina,
activando a las diversas proteinas situadas rio abajo de la sefalizacion, tales como FAK y Src,
regulando la formacion y estabilidad de las protrusiones. Por lo tanto, dado los antecedentes
mencionados en la discusion, sugerimos que Gal3 se encuentra interaccionado con integrina (y al
complejo proteico asociado), mediando de esta forma la sefializacion en una nueva via no-canénica de
las proteinas G heterotriméricas. De esta forma, Ric-8A/Gal3 regulan la formacion de las adhesiones
focales entre las células y la matriz extracelular, modulando la formacion de las protrusiones y

estableciendo la polaridad celular que le permite a la CNC una correcta migracion celular.
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VI) CONCLUSIONES GENERALES

= Ric-8A y Gal3 interaccionan en el borde director y actian en la misma via de sefializacion

controlando la migracion de las CNC en Xenopus.

= Ric-8A y Gal3 controlan la morfologia celular, regulando la formacion y la estabilidad de las
protrusiones a través de la correcta formacion de las adhesiones focales, modulando la
adhesion de la célula a la matriz extracelular. Ademas Ric-8A y Gal3 forman parte del mismo

complejo con componentes proteicos de las adhesiones focales, como lo es FAK.

=  Src participa en la misma via de sefializacion de Gal3, promoviendo la migracion celular y la
formacion de adhesiones focales en CNC, lo que sugiere que ambas proteinas estan rio abajo
de la senializacion “outside-in” de las integrinas, sefial requerida para la correcta formacion de

la adhesiones focales.

= Gal3 al igual que Ric-8A, son necesarias para el establecimiento de la polaridad celular, y

ambas proteinas se requieren para una correcta quimiotaxia hacia Sdf-1 en células de la CNC.
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en Xenopus. (Neural crest cell migration dynamics: Ric-8A as a key signaling molecule in
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Olate, J., Torrejon, M. LV Annual Meeting of the Sociedad de Biologia de Chile. Puerto Varas, Chile.
19-21 de Noviembre, 2012.
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iii) VERSION DIGITAL: VIDEOS “TIME-LAPSE”

Video 1: Estudio del efecto del silenciamiento de Ric-8A y Ga13 sobre la migracion de las CNC in
vitro y ensayos de epistasis empleando la subunidad Gal3 en embriones morfantes para Ric-8A.

"Time-lapse" correspondiente a la figura 5.

Video 2: Analisis de motilidad en células individuales de CNC. “Time-lapse” correspondiente a la

figura 6.

Video 3: Evaluacion del fenotipo del citoesqueleto de actina en las protrusiones de células morfantes
para Gal3 y morfantes para Ric-8A por medio de “time-lapse”. “Time-lapse” correspondiente a la

figura 10.

Video 4: Efecto del silenciamiento de Gal3 sobre las adhesiones focales en células de la CNC.
Reconstruccion 3D obtenido de la condicion morfante para Gal3 y control correspondiente a la figura
12.

Video 5: Analisis de la dinamica de las adhesiones focales en células morfantes para Gal3 y estudio
de la localizacion sub-celular e interaccion de Gal3 con FAK. “Time-lapse” correspondiente a la

figura 13a

Video 6: Ensayo de quimiotaxia en explantes morfantes para Ga13. “Time-lapse” correspondiente a la

figura 17.

“Link” de descarga de videos:

https://drive.google.com/folderview?id=0B31jFObyNj AT09rRkpPckNfXO0E&usp=sharing
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Figura anexo I: Metodologia para microinyeccion y diseccion de CNC desde embriones de
Xenopus.

Se inyectaron embriones en estadio de 8 células para dirigir el mayor efecto de las moléculas
inyectadas (morfolino y/o mRNA) hacia la poblacion de las CNC (A). La extraccion de las CNC se
realizaron desde embriones previamente inyectados al estadio de 17 (B), para luego cultivarlas sobre
fibronectina en medio DFA por 4 horas (X. tropicalis) o 10 horas (X. laevis). Los ensayos de
transplante se realizaron empleando a un embridn previamente inyectado como donante y a un embrion
“wildtype” como receptor (C). El injerto se realizo en estadios entre st.16-17 y se observo la migracion
de las CNC al st.26.
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