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RESUMEN

La cresta neural (CN) es un tejido embrionario pluripotencial, transitorio y
caracteristico en vertebrados, que es inducido en el borde de la placa neural y
puede diferenciarse a distintos tejidos. Para su induccién y mantencion, requiere
de sefiales provenientes del mesodermo dorsal, ectodermo neural y no neural,
gue permiten su desarrollo y posterior migracion a lo largo del embrién. Se ha
descrito que tanto la proteina Ric-8A como Gaq se expresan en tejido de CN y
mesodermo dorsal. Ademas, resultados previos evidencian que, tanto Ric-8A
como Gaq son necesarios para la correcta induccion de la CN, asi como también
que Gaq se encuentra regulando a la via Wnt en el mesodermo dorsal, tejido
donde se encuentra el organizador de Spemann-Mangold, lo que nos permitio
asociar todas estas proteinas con la formacion del mesodermo y con ello
presentar nuestra hipotesis de trabajo “La sefalizacion mediada por Ric-8A/Gaq
regula la formacion del mesodermo dorsal necesaria para la correcta induccion
de la cresta neural en conjunto con otras vias de sefializacion involucradas, en
Xenopus tropicalis”. Para responder a ésta, se realizaron ensayos de pérdida y
ganancia de funcién, tanto de Ric-8A como Gaq, en los cuales se determind que
el silenciamiento de ambas proteinas inhibe la expresion del marcador de CN
snail2, por lo que ambas proteinas estarian regulando la induccién de CN. El
analisis, por medio de hibridacion in situ, de la expresion de los marcadores de
mesodermo (chordin, goosecoid, xbra) y de ectodermo queratina xk8lal al
silenciar a Ric-8A, evidencia la inhibicion de la expresion de chordin y goosecoid,
sin embargo, al realizar el andlisis por medio de RT-gPCR, disminuye la
expresion de goosecoid, mientras que la expresion de queratina aumenta,
sugiriendo que Ric-8A regula la formacion del mesodermo y ectodermo no neural.
Por otro lado, el silenciamiento de Gaq evidencid la inhibicidon de la expresion de
goosecoid y xbra, al emplear ambas técnicas, sugiriendo que Gaq regula la

formacion del mesodermo. Ensayos de epistasis del silenciamiento de Ric-8A con
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Gaq, mostraron que Gaq rescata el fenotipo anormal observado, indicando que
ambas proteinas estarian en la misma via de sefalizacion regulando la formacion
del mesodermo. Ensayos de recombinacion de tejidos también respaldan que la
via de sefalizacion Ric-8A/Gaq es necesaria en la induccion de CN,
especificamente en la zona marginal dorso-lateral del mesodermo, ya que al
silenciar estas proteinas en dicho tejido, se inhibe la induccion de la CN. Ademés,
la expresion del marcador neural sox2 también se ve afectada al inhibir la
expresion de Ric-8A y Gaq, sugiriendo que ambas proteinas, ademas, estarian
regulando la formacion del ectodermo neural. Ensayos realizados con el fin de
determinar si otra subunidad Ga pudiera estar involucrada en el efecto observado
con la disminucion de los niveles de Ric-8A, muestran que Gai2 no estaria
involucrada. Finalmente, analisis bioinformaticos de expresion diferencial de
genes empleando secuencias de ARN-seq de Zona Marginal Dorsal y CN, en
conjunto con andlisis de enriquecimiento de términos GO, evidencian la
importancia de procesos biolégicos asociados al desarrollo de tejidos, migracion
celular y regulacion de vias de sefializacion como Wnt y BMP en estos tejidos.
Ademas, empleando el programa STRING se comprobé que proteinas
pertenecientes a la via de sefializacion de proteina G heterotrimérica estan
presentes en la zona marginal dorsal, region correspondiente al organizador de
Spemann-Mangold, y CN, en conjunto con proteinas de la via Wnt, FGF, BMP, y
Hedgehog. Todos estos resultados en conjunto nos permiten sugerir que la
sefalizacion de Ric-8A/Gaq regula la correcta formacion del mesodermo dorsal,
ectodermo neural y no neural, necesarias para la induccion de la CN, en conjunto

con otras vias de sefalizacion.



ABSTRACT

The neural crest (NC) is a pluripotent, transient embryonic tissue unique to
vertebrates. It forms at the edge of the neural plate and can differentiate into
various cell types and tissues. For its induction and maintenance, the NC requires
signals from the dorsal mesoderm, neural and non-neural ectoderm, which
support its development and subsequent migration throughout the embryo.
Previous studies have shown that both Ric-8A and Gaq proteins are expressed
in NC tissue and dorsal mesoderm. Furthermore, prior results show that both Ric-
8A and Gaq are necessary for proper NC, with Gaq also regulating the Wnt
pathway within the dorsal mesoderm, a region associated with the Spemann-
Mangold organizer. Based on this, our hypothesis is: “Ric-8A/Gag-mediated
signaling regulates dorsal mesoderm formation required for proper NC induction
in coordination with other signaling pathways in Xenopus tropicalis”. To test this
hypothesis, we performed gain- and loss-of-function experiments for both Ric-8A
and Gag. Knocking down either protein inhibited the expression of the NC marker
snail2, suggesting both proteins play a role in NC induction. Additionally, in situ
hybridization analysis of mesodermal markers (chordin, goosecoid, xbra) and
ectodermal marker keratin xk81al upon Ric-8A knockdown revealed inhibited
expression of chordin and goosecoid. Quantitative RT-gPCR analysis further
showed decreased goosecoid expression and increased keratin expression,
suggesting Ric-8A role in regulating dorsal mesoderm and non-neural ectoderm
formation. On the other hand, knockdown of Gaq inhibited goosecoid and xbra
expression across both methods, indicating Gaq involvement in mesoderm
formation. Epistasis assays of Ric-8A knockdown with Gaq showed that Gaq
could rescue the abnormal phenotype observed, indicating both proteins act
within the same signaling pathway to regulate mesoderm formation. Tissue
recombination assays further confirmed that Ric-8A/Gaq signaling is essential for

NC induction, specifically in the dorsolateral marginal zone of the mesoderm, thus
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knocking down these proteins in this region inhibited NC induction. Additionally,
the expression of the neural marker sox2 was disrupted by Ric-8A and Gaq
knocking down, suggesting these proteins also regulate neural ectoderm
formation. Further assays ruled out the involvement of another Ga subunit, Gai2,
in the effect observed with Ric-8A knockdown. Finally, bioinformatics analysis of
differential gene expression using RNA-seq data from the dorsal marginal zone
and NC, along with GO term enrichment analysis, showed the importance of
biological processes associated with tissue development, cell migration and the
regulation of Wnt and BMP signaling pathways in these regions. STRING analysis
confirmed that proteins belonging to the heterotrimeric G protein signaling
pathway are present in the dorsal marginal zone, a region corresponding to the
Spemann-Mangold organizer, and NC, along with proteins from the Wnt, FGF,
BMP, and Hedgehog pathways. Taken together, these findings suggest that Ric-
8A/Gaq signaling regulates proper formation of the dorsal mesoderm, neural and
non-neural ectoderm, all of which are essential for NC induction, in coordination

with other signaling pathways.
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INTRODUCCION

1.- Cresta neural:

La cresta neural (CN) es una poblacion celular embrionaria transitoria,
pluripotencial y Unica en vertebrados, que se caracteriza por su alta capacidad
migratoria y su diferenciacion en una amplia gama de tejidos como neuronas y
glias del sistema nervioso periférico, melanocitos y gran parte del tejido conectivo

de la estructura craneo facial (Stuhlmiller, y Garcia-Castro. 2012).

La CN se origina a partir de la zona dorsal del tubo neural en desarrollo,
especificamente en el borde de la placa neural, como consecuencia de una serie
de sefales moleculares producidas en el limite entre el ectodermo neural y no
neural durante la etapa de neurulacién (Prasad y col., 2013). Posteriormente, los
bordes de la placa neural se fusionan provocando el cierre del tubo neural,
conteniendo las células de la CN (Sauka-Spengler y Bronner-Fraser, 2008). A su
vez, las células de la CN sufren el proceso conocido como transicion epitelio-
mesenquimal para posteriormente migrar a través del embrién y generar los

tejidos antes mencionados (Figura 1) (Sauka-Spengler y Bronner-Fraser, 2008).
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A m,‘:’“ | NEUROECTODERMO B

‘: Células de la Cresta Neural I

|: Células de la Cresta Neural en migracion |

Figura 1. Formacion de la CN en vertebrados. (A) El proceso de induccién de la CN
tiene su origen en el borde de la placa neural, el cual recibe sefiales moleculares
provenientes del ectodermo neural, no neural y mesodermo, tales como Wnt, FGF, entre
otras. A medida que transcurre la etapa de neurulacién, los pliegues laterales de la placa
neural se elevan hacia la linea media axial (B y C), y finalmente se fusionan permitiendo
el cierre del tubo neural (D), y la migracién de las células de la CN (Modificado de Sauka-

Spengler y Bronner-Fraser, 2008).

El tejido de CN se divide en 4 subpoblaciones (craneal, cardiaca, vagal, y troncal-
sacra), las cuales adquieren diferentes formas de migracion y rutas migratorias
(Gilbert, 2005). En este proyecto de tesis nos centraremos en el estudio de la CN

Craneal.
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2.- Induccién de la cresta neural:

La induccién celular es un proceso en el cual un tejido inductor libera una sefial
capaz de provocar un cambio en la direccion de diferenciacion del tejido que la
recibe (Gurdon,1987). Un modelo de estudio de este proceso es la induccién de
la CN, donde el tejido del ectodermo recibe sefiales de especificacion para su
posterior conversion a placa neural; a partir de la cual, el borde de la placa neural
sera inducido a CN producto de las sefiales recibidas de los tejidos adyacentes
(Prasad y col., 2013). Se ha descrito la induccion de la CN como un modelo de
tres pasos: el primero consiste en la especificacion de una serie de marcadores
de borde de la placa neural (como Msx1/2, Pax3/7, DIx3/5, Gbx2, Zicl) en
estadios de gastrulacion temprana, permitiendo asi la induccion de este tejido
(Prasad y col., 2013), en un segundo paso, la zona marginal dorso lateral, una
region especifica del mesodermo prospectivo, envia sefales moleculares
necesarias (como Wnt8, Fgf4, Fgf8, Gdf6) para la diferenciacion del borde de la
placa neural a CN y se posiciona bajo este tejido en estadios de gastrula tardia
diferencidndose a mesodermo intermediario (Schille y Schambony, 2017).
Finalmente durante el tercer paso, el ectodermo neural y no neural, en conjunto
con el mesodermo intermediario se encargan de mantener la identidad de las
células de la CN durante las etapas de neurulacién, por medio de la activaciéon
de diversas vias de sefalizacion (como la mantencién de un nivel intermedio de
BMP generado por medio de un gradiente entre la liberacion de Bmp4 en el
ectodermo no neural y antagonistas de BMP en el ectodermo neural; la
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sefializacion de la via Wnt proveniente del ectodermo no neural (Wnt7b) y
mesodermo intermediario (Wnt8); y la sefializacibn de FGF proveniente del
ectodermo no neural y mesodermo intermediario, principalmente FGF8) (Huang

y Saint-Jeannet, 2004, Steventon y Mayor, 2012) (Figura 2).

Se han identificado las vias de sefalizacion BMP, Wnt, FGF y Notch como
implicadas en las diferentes etapas del desarrollo de la CN, las que estarian
actuando en conjunto para la activacion de distintos factores de transcripcion,
entre los que destacan especificadores del borde de la placa neural (tales como
Msx1/2, Pax3/7, DIx3/5, Gbx2, Zicl), especificadores de la CN (como Snaill/2,
FoxD3 Sox8/9, Twist) y factores relacionados con la transicion epitelio
mesenquimal/migracion de CN (Snaill/2, Twist, FoxD3, Sipl/Zeb2, Sox9/10)

(Prasad y col., 2013).
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Figura 2. Modelo de induccidn de la cresta neural. El proceso de induccion de la CN
comienza con la especificacion de los marcadores de borde de la placa neural (A).
Posteriormente, la zona marginal dorso lateral envia sefiales necesarias para la
induccién del borde de placa neural a CN (B), posicionandose bajo éste y
diferenciandose a mesodermo intermediario. Finalmente, el mesodermo intermediario y
ectodermo adyacente mantienen al tejido de la CN (C). N: Notocorda, NP: Placa Neural,
BPN: Borde de la Placa Neural, DLMZ: Zona Marginal Dorso Lateral, NC: Cresta Neural,

IM: Mesodermo Intermediario (Modificado de Steventon y col., 2009).
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3.- Formacién del mesodermo:

El mesodermo es uno de los tres tejidos primordiales en el desarrollo del embrién
(Gilbert, 2005). Este tejido se origina en etapas de blastula, mediante sefales
inductoras provenientes del endodermo, las cuales generan un cambio en la
direcciéon de diferenciacion del ectodermo adyacente, dando origen al
mesodermo dorsal y ventral (Gilbert, 2005). Esta diferenciacion polarizada
depende de la polaridad del tejido endodérmico, condicionada por la entrada del
espermatozoide durante la fertilizacion (De Robertis y Kuroda, 2004). Durante la
entrada del espermatozoide, se lleva a cabo un proceso denominado rotacion
cortical, el cual establece la zona dorsal del embrién, ubicandola en el polo
opuesto a dicha entrada, dando origen al centro de Nieuwkoop (Gilbert, 2005). El
proceso de induccién del mesodermo consiste en un modelo de tres sefales: la
primera sefial inductora del mesodermo general estd compuesta por ligandos
como Xnr5, Xnr6, Activin, Vgl, y es otorgada por todas las células endodérmicas,
provocando la diferenciacion de todas las células ectodermales adyacentes a
mesodermo (Kiecker y col., 2016). La segunda sefial proveniente del centro de
Nieuwkoop, compuesta principalmente por Wntll y Wnt5a por medio de la via
canodnica, da origen al organizador de Spemann-Mangold en el mesodermo
dorsal (Vonica y Gumbiner, 2007, Kiecker y col., 2016). La tercera sefal,
compuesta por Chordin, Goosecoid, Noggin, Frzb-1, Cerberus, se origina en
etapas posteriores por el organizador de Spemann-Mangold, generando el
modelamiento dorso-ventral del embrion (De Robertis, 2009) (Figura 3).
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Figura 3. Modelo de formacién del mesodermo. El proceso de formacion del
mesodermo comienza con sefiales provenientes del endodermo (Flecha roja) que
generan la induccion del ectodermo adyacente a mesodermo (A). Posteriormente, el
centro de Nieuwkoop envia una sefal (Flecha morada) para inducir la generacion del
organizador de Spemann-Mangold (B), el cual genera un gradiente de sefiales (Flecha
negra) que permiten establecer el eje dorsoventral del embrién (C). En amarillo:
Endodermo; en rojo: Mesodermo; en azul: Ectodermo; en violeta: Mesodermo dorsal

(Modificado de Kiecker y col., 2016).

El organizador de Spemann-Mangold corresponde a un conjunto de tejidos
capaces de enviar sefiales activadoras y/o inhibidoras de vias de sefializaciéon
(Wnt, BMP, Nodal), que permiten el modelamiento dorsoventral del embrién. En
Xenopus, este conjunto de tejidos se encuentra ubicado sobre el labio del
blastoporo en etapas de gastrula, y luego de la gastrulacion migran a través del
embrién, abarcando desde la zona anterior hasta la zona posterior del embrién

en etapas de néurula (Niehrs, 2004) (Figura 4).
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Figura 4: Centro organizador de Spemann-Mangold. El centro organizador de
Spemann-Mangold (representado de color amarillo, verde y café) se encuentra ubicado
sobre el labio del blastoporo en embriones en etapa de gastrula de Xenopus (A). Durante
el proceso de gastrulacién, los distintos tejidos que lo componen se disponen desde la
zona anterior a la zona posterior del embrion, dando origen a distintos tejidos (B). ae:
Endodermo anterior; PME: Mesendodermo precordal; cm: Cordamesodermo; en celeste:

Ectodermo; en morado: Placa neural anterior. (Modificado de Niehrs, 2004).

En este contexto, se ha visto implicada a la via Wnt en procesos de formacion,
tanto del centro de Nieuwkoop, como del organizador de Spemann-Mangold, por
lo cual, esta via de sefializacién estaria jugando un rol crucial durante la
formacion del mesodermo (Vonica y Gumbiner, 2007), motivo por el cual se

detallara a continuacion, el funcionamiento de dicha via.
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4 .- Via de sefalizacién de Wnt:

Las moléculas Wnts (wingless-related integration site) son glicoproteinas
secretadas por las células las cuales actian como ligando, uniéndose a
receptores de 7 dominios transmembrana denominados Frizzled (receptor
acoplado a proteina G atipico), y activando la via de sefializacion de Wnt. Se ha
descrito que las moléculas Wnt pueden actuar por medio de tres cascadas de
sefalizacion distintas: la via de Wnt/beta-catenina (canonica), la via de Wnt/PCP

y la via de Wnt/Ca*? (estas Ultimas denominadas no canénicas) (Niehrs, 2012).

En la via de sefalizacion de Wnt/beta-catenina, la union de Wnt al receptor
Frizzled permite la estabilizacién de la beta catenina en el citosol, la cual, en
ausencia de la sefial de Wnt, es degradada por proteosomas (Archbold y col.,
2012). La beta catenina estabilizada transloca al nucleo de la célula 'y se une a
los factores de transcripcion TCF/LEF para activar la transcripcion de genes
diana de Wnt (Fig. 5A) (Archbold y col., 2012). Por otro lado, se ha descrito que
la via de Wnt/Ca*?, conduce a una liberacién de calcio intracelular el cual, via
calmodulina es capaz de activar a la fosfatasa calcineurina, que a su vez
defosforila al factor de transcripcibn NF-AT, permitiéndole translocar al nucleo
(Fig. 5B) (Huelsken y Behrens, 2002). Finalmente, la via de Wnt/PCP regula la

organizacion del citoesqueleto y la polaridad celular, y se ha asociado a la

20



activacion de GTPasas pequefias como Rho y Rac (Fig. 5C) (Huelsken y

Behrens, 2002).
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Figura 5. Via de sefalizaciéon de Wnt. En la via de sefializacién candnica de Wnt/beta-
catenina (A), en ausencia del ligando, se genera un complejo proteico de destruccion
gue se une y fosforila a beta-catenina, llevandola a degradacion; cuando el ligando se
une al receptor Frizzled y LRP5/6, el complejo proteico se une al receptor por medio de
disheveled, lo que permite a beta catenina traslocar al nicleo y unirse a los factores de
transcripciéon TCF/LEF. En la via no candnica de Wnt/Calcio (B), el receptor Frizzled es
capaz de sefalizar por medio de proteina G heterotrimérica, que activa a su vez a la
PLC, IP3 y DAG, conduciendo finalmente a un aumento en los niveles de calcio

intracelular. Finalmente, en la via no canénica de Wnt/PCP (C) la union del ligando al
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receptor conduce a la activacion de proteinas G pequefias como Rho, Rac y Rock, que

contribuyen a la reorganizacion del citoesqueleto (Modificado de Harb y col., 2019).

Aunque las proteinas Wnt no son especificas en la activacion de las distintas vias
de sefializacion implicadas a Wnt, se ha observado que las proteinas Wntl,
Wnt3A y Wnt8 activan principalmente a la via canonica, mientras que las
proteinas Wnt5A y Wnt11 se han asociado principalmente a las vias no canonicas
(Kikuchi y col. 2011). Por otro lado, se han visto implicadas tanto proteinas Wnt
asociadas a la via canodnica (Wnt8), como no candnica (Wnt5, Wntll), en el
proceso de desarrollo de la CN de Xenopus (Hong y col., 2008; Ossipova y Sokol,
2011), asi como también el factor de transcripcion Tcf3 (Heeg-Truesdell y
LaBonne, 2006). En Xenopus y pez cebra se ha comprobado que la activacion
de genes wnt es de gran importancia para el funcionamiento del centro
organizador dorsal en distintos estadios del desarrollo embrionario, y, por
consiguiente, para el establecimiento del patron dorsal-ventral, que contribuye a

la posterior formacién del mesodermo (Gurdon, 1992; Heasman y col., 1994).

Ademas, es sabido que los receptores Frizzled que participan en la via de
sefalizacion de Wnt poseen caracteristicas estructurales similares a los GPCR y
se ha determinado que estos pueden transmitir sefiales a través de proteina G

(Slusarski y col., 1997, Liu y col., 2001). Se ha visto también que los mediadores
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de la via no candnica de Wnt (IP3 y Ca?") son de suma importancia para la
formacién del patrén dorsoventral en Xenopus, ademas de existir evidencia que
respalda que algunas proteinas G estarian involucradas en la via no canonica de
Wnt, principalmente la via Wnt/Ca?* (Soto y col., 2007), por lo cual se
profundizard a continuacion en el funcionamiento de la via de sefializacion de

proteina G heterotrimérica.

5.- Mecanismo de sefializacion de la proteina G heterotrimérica:

Los receptores acoplados a proteina G (GPCR) responden a sefiales externas
(ligandos) funcionando como un conducto fisico para la transmision de sefiales
guimicas por medio de la modulacion de la proteina G (Birnbaumer y col., 2007).
El mecanismo de sefalizacion de la proteina G heterotrimérica se encuentra
constituido por un receptor, una proteina G transductora de la sefial y un efector
encargado de amplificar la sefial (Birnbaumer y col., 2007). Sin embargo, hoy se
han descrito también los GPCR como moléculas mecanosensoras, permitiendo
de esta forma activar su sefalizacion rio abajo frente a sefiales mecanicas del

medio (Makino y col., 2006, Storch y col., 2012, Lin y col., 2022).

La proteina G es una proteina heterotrimérica constituida de tres subunidades: q,
By vy (Goldsmith y col., 2007). Cuando el receptor acoplado a proteina G se une

a un ligando, ocurre un cambio conformacional en el receptor, que actuando
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como un factor intercambiador de nucleétido de guanina (GEF), genera el
intercambio de GDP por GTP en la subunidad Ga, generando la disociacién del
heterotrimero en dos especies activas: Ga-GTP y GBy, capaces de regular a
distintos efectores de manera independiente (Goldsmith y col., 2007). La
sefalizacion termina cuando la actividad GTPasa intrinseca de la subunidad Ga
hidroliza GTP a GDP, lo que provoca que Ga se vuelva a asociar a Gpy,
conformandose nuevamente el heterotrimero inactivo (Figura 6) (Sato y col.,
2006). En base a su similitud de secuencia, funcionalidad y estructura, las
subunidades Ga han sido clasificadas en cinco familias: Gs, Gi/o, Gg/11, G12/13

y Gv; (Okay col., 2009; Simon y col., 1991).

Por otra parte, se ha descrito la participacion de la proteina G heterotrimérica
durante la embriogénesis de especies como rana, mosca, raton, humano
(Malbon, 2005). En este sentido, se ha observado que dicha via de sefalizacion
podria estar involucrada en la formacion y establecimiento de los ejes principales

durante la embriogénesis temprana (Wu y col. 2012; Winkler y Prémel, 2016).

Un estudio de sobreexpresion de la via Gag/Ca?* en Xenopus laevis ha
demostrado una fuerte inhibicibn de genes mesodermales y marcadores del
organizador de Spemann-Mangold (goosecoid (gsc) y chordin (chr)), ademas de

observarse un fenotipo de ventralizacion, el cual estaria asociado a los defectos
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en el desarrollo de dicha capa germinal (Soto y col., 2007). Finalmente, se ha
observado en estudios de hibridacion in situ la expresion de Gaq y Gai2 en la
zona marginal dorsal durante los estadios de gastrula (Chen y col., 2005,
Fuentealba y col., 2016); por lo tanto, estos ultimos antecedentes sugieren que
la via de transduccién de la subunidad Gaq podria ser requerida para la correcta
expresion de genes dorso-mesodermales necesarios para la formacién del
mesodermo (Soto y col., 2007). En este sentido, hemos observado que Gaq
estaria involucrado en el proceso de induccion de la CN, ya que al silenciar la
expresion de esta proteina no hay expresion del marcador de CN snail2
(Rodriguez, 2016, Tesis de Magister). Esto podria estar directamente relacionado

con la ausencia de tejido mesodermal (tejido inductor de la CN) al silenciar Gaq.

Por otro lado, existen otras vias no candnicas de activacion de la sefializacion de
la proteina G heterotrimérica, entre las cuales se ha descrito a Ric-8 como un
modulador de tipo GEF para estas (Siderovski y Willard, 2005; Cismowski, 2006;

Tall, 2013; Garcia-Marcos, 2024), lo cual se discutird en la siguiente seccion.

6.- Resistencia a inhibidores de la Colinesterasa 8 (Ric-8):

La proteina citosolica Ric-8, actia como GEF (del inglés: Guanine nucleotide
Exchange Factor) para la subunidad Ga de proteina G heterotrimérica, ademas

esta proteina es altamente conservada en vertebrados e invertebrados, y
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participa en diversas vias dependientes e independientes de GPCR (Tall, 2013).
En mamiferos se han descrito dos genes ortlogos para Ric-8, estos son Ric-8A
y Ric-8B, donde el primero tiene actividad como GEF in vitro para Gai/q/12/13,
pero no para Gas (Tall y col. 2003); mientras que el segundo tiene mayor afinidad

por Gas/q (Tall y col. 2003; Romo y col. 2008).

El mecanismo elucidado de intercambio de nucleétidos de guanina mediados por
Ric-8 consiste en la interaccion de Ric-8 con la subunidad Ga unida a GDP y libre
de la subunidad GBy que provoca la liberacion de GDP y forma un complejo con
Ga, el cual es estable y libre de nucleétidos (Tall y col., 2003). Luego GTP se une
a Ga interrumpiendo el complejo, liberando a Ric-8 y dejando a la proteina Ga

activada (Tall y col., 2003) (Figura 6).
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Figura 6. Ric-8A en la via de sefializacion de proteina G heterotrimérica. La via de
sefalizacion de proteina G heterotrimérica es activada por medio de la union de un
ligando al receptor acoplado a proteina G (GPCR) (1), generando un cambio
conformacional en el receptor que permite el intercambio de GDP a GTP en la subunidad
Ga y la disociacién del heterotrimero en Ga y GBy (2). La subunidad Ga-GTP activa se
unira a su efector, activando asi cascadas de sefalizacion rio abajo (3). Producto de su
actividad GTPasa intrinseca, Ga hidrolizara el GTP a GDP, alcanzando asi su estado
inactivo (4). Ric-8 es capaz de unirse a Ga-GDP y generar el intercambio nuevamente
de GDP por GTP, activando nuevamente a la subunidad Ga en ausencia del receptor
(5). Finalmente, Ga-GDP se unira nuevamente a GBy y al receptor (6). (Leal, 2018, Tesis

de Magister).

Estudios realizados en Xenopus tropicalis, en nuestro laboratorio, permitieron

demostrar la presencia del pardlogo Ric-8A, el cual se expresa durante la
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embriogénesis, al igual que las subunidades Ga, principalmente en el tejido
neural, la CN y tejido derivado de crestas neurales, asi como también en estadios
de gastrula en la zona marginal dorsal, region que cumple un rol clave en la
induccion de la CN (Maldonado-Agurto y col., 2011; Fuentealba y col., 2016).
Ademas, hemos demostrado que Ric-8A cumple un importante rol tanto en la
induccion de la CN como en la formacién de tejidos inductores como el
mesodermo, ya que al realizar ensayos de silenciamiento de esta proteina no se
observa la expresion de genes mesodermales (gsc y chr), ni del marcador de CN
snail2 (Rodriguez, 2016, Tesis de Magister). Ademas, ensayos de epistasis
muestran que Gaqg es capaz de rescatar el fenotipo de expresion de snail2 en
embriones silenciados para Ric-8A (Rodriguez, 2016, Tesis de Magister). Por
otro lado, hemos observado que tanto Ric-8A como Gaq estan en la misma via
de sefalizacion controlando la migracion de las células de la CN craneales a

través de la regulacion de los niveles de Ca?* (Romero 2020, tesis de pregrado).

Por lo tanto, considerando estos antecedentes, junto con los anteriormente
descritos para la proteina Gaq, es que en este proyecto de tesis se pretende
analizar la funcion de la via de sefializacién Ric-8A/Gaq durante la formacioén del

mesodermo dorsal y con ello en la formacion de la CN.
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7.- Hipotesis:

Considerando que:

1.- Se ha descrito a Ric-8A como un GEF activador de la proteina Gaq (Tall y col.

2003).

2.- Ric-8A y Gaq se expresan en tejido de la CN en néurula, y en tejido de la zona
marginal dorsal en gastrula de Xenopus (Maldonado-Agurto y col.,, 2011;

Fuentealba y col., 2016).

3.- El silenciamiento de Ric-8A y de Gaq en embriones de Xenopus tropicalis
genera la inhibicion de la expresion del marcador de CN snail2 en etapas de
néurula, por lo que ambas proteinas podrian estar involucradas en procesos de

induccion de la CN (Rodriguez, 2016, Tesis de Magister).

4.- El silenciamiento de Ric-8A afecta a la expresion de los marcadores de
mesodermo dorsal (goosecoid y chordin), tejido necesario para la induccién de la
CN. Ademas, estos marcadores son genes expresados en el centro organizador
de Spemann-Mangold, el cual se encuentra ubicado en el mesodermo, por lo cual
dicho organizador también podria estar siendo afectado por el silenciamiento de

Ric-8A (Rodriguez, 2016, Tesis de Magister).

5.- Se ha determinado que los receptores tipo Frizzled de la via de Wnt son

capaces de transmitir sefiales a través de proteina G (Liu y col., 2001)
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6.- Se ha descrito a otras vias de sefializacién, como la via de Wnt, en procesos
de desarrollo de CN y se destaca su importancia en el funcionamiento del centro
organizador dorsal durante el desarrollo embrionario, tanto en Xenopus como en

pez cebra (Gurdon, 1992; Heasman y col., 1994).

Sin embargo, en la actualidad, se desconoce la proteina G que podria estar
regulando, en conjunto con Ric-8A, los procesos relacionados con el desarrollo
del mesodermo dorsal y el organizador de Spemann-Mangold. Ademas, se
desconoce si existe alguna conexion entre la sefializacion mediada por Ric-
8A/Gaq y otras vias de sefializacion durante el desarrollo embrionario, a pesar

de que se han implicadas en procesos asociados al desarrollo de la CN.

Con estos antecedentes, se plantea la siguiente hipotesis:

“La senalizacion mediada por Ric-8A/Gaq regula la formacion del
mesodermo dorsal necesaria para la correcta induccion de la cresta neural
en conjunto con otras vias de sefializacién involucradas, en Xenopus

tropicalis”

Para responder a esta hipotesis se definié como objetivo general del estudio:

30



“Determinar la funcién de la sefializacion mediada por Ric-8A/Gaq en la
formacién del mesodermo dorsal involucrado en la induccion de la cresta neural
y su posible interaccion con otras vias de sefializacion en Xenopus tropicalis”

Se proponen los siguientes objetivos especificos:

1.- Definir la funcion de Ric-8A/Gaq en la formacion del mesodermo dorsal para
la induccion de la cresta neural en Xenopus tropicalis.

1.1.- Analizar el efecto de la pérdida de funcién de Ric-8A y rescate en la
formacion del mesodermo en embriones de Xenopus.

1.2.- Analizar el efecto de la pérdida de funcion de Gaq y rescate en la
formacion del mesodermo en embriones de Xenopus.

1.3.- Analizar el efecto de la pérdida de funciéon de Gai2 en la formacion
del mesodermo en embriones de Xenopus.

1.4.- Analizar, por medio de ensayos de epistasis, el rescate del fenotipo
morfante de Ric-8A con la sobreexpresion de Gaq en la formacion del
mesodermo en embriones de Xenopus.

1.5.- Analizar el efecto de la pérdida de funcion de Ric-8A y Gaq en la
formacion de la placa neural en embriones de Xenopus.

1.6.- Analizar el efecto de la pérdida de funcién de Ric-8A y/o Gaq en la

zona marginal dorso-lateral durante la induccion de cresta neural.

2.- ldentificar las vias de sefalizacion asociadas a la via de proteina G

heterotrimérica en tejidos de cresta neural y zona marginal dorsal en Xenopus.
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2.1. Identificar genes con expresion diferencial en tejidos de cresta neural
y zona marginal dorsal en Xenopus.
2.2. Determinar los procesos enriquecidos y las vias de sefalizacion

asociadas a proteina G entre los genes con expresion diferencial.
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MATERIALES Y METODOS:

Materiales:
Oligonucledétidos morfolino:

Oligonucledétido morfolino control (MoCitl):

5-CCT CTT ACCTCAGTT ACAATT TATA-3

Oligonucledtido morfolino contra Ric-8A de Xenopus (MoRic-8A):

5- GAG GGT ACC CGG ATC CAT GGC TGG C -3

Oligonucleétido morfolino contra Gaq de Xenopus (MoGaq):

5-TCC AGA GTC ATG CCT CCT GACTGG T -3

Oligonucleétido morfolino contra Gai2 de Xenopus (MoGai2):

5’- CGA CAC AGC CCC AGATAG TGC GT -3
Vectores plasmidiales:

Plasmidos para la sintesis de sondas y ARN mensajero mediante transcripcion

in vitro:
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Para la sintesis de sonda: Gen Vector

Slug (Snail2) pSP72/Slug

Queratina epidermal PGEM1/XK81A1

Chordin pBS59-CHD
Goosecoid pBluescriptll SK(-)-Gsc
Xbrachyury pSP73-Xbra

Sox2 pBluescript SK+/Sox2

Para la sintesis de ARN mensajero: pCSC2+/6MycXtRic-8A

pCS2+MT/6MycXtGaq

Anticuerpos:

Anticuerpo anti-digoxigenina acoplado a fosfatasa alcalina (Roche Diagnostics)

Enzimas:

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

T7 ARN polimerasa (Biolabs)

Proteinasa K (Fermentas)

ADNasa | (Ambion)

Transcriptasa reversa M-MLV (Promega)

Taq ADN polimerasa mutante (Agilent Technologies)
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Métodos:

1.- Fertilizacién in vitro:

Todos los métodos empleados para la mantencion y utilizaciébn de nuestro
modelo animal Xenopus tropicalis se rigieron segun los parametros de las tres R
(Reemplazar, Refinar y Reducir), y fueron evaluados por el comité de bioética de
la Facultad de Ciencias Bioldgicas. La metodologia de eutanasia de anfibios se

baso en los métodos descritos en el trabajo de Close y colaboradores (1996).

La ovulacion de las ranas hembra seleccionadas de Xenopus tropicalis se indujo
mediante la inyeccién sub-cutdnea de hormona Corionica Gonadotropina
Humana (HCG). La noche anterior a la fertilizacion, ranas tanto hembras como
machos fueron inyectadas con 20 unidades de HCG. Al dia siguiente, cuatro
horas previas a la obtencion de huevos, nuevamente todas las ranas fueron
inyectadas con 200 unidades de HCG. Para la extraccion de testiculos desde el
macho, el individuo se anestesié en benzocaina al 0,5% y luego se sacrifico y
disectd6 los testiculos a través de una incision abdominal. Luego, estos ultimos
fueron macerados en medio L15 suplementado con 10% de FBS.
Posteriormente, los huevos fueron extraidos y fertilizados con gotas de macerado
de testiculo incubando por 20 minutos en 1/9x MR (0.1 M NaCl, 1.8 mM KClI, 2.0

mM CaClz, 1.0 mM MgClz, 5.0 mM Hepes-NaOH pH 7.4). A continuacion, el

35



medio de las placas de fertilizacion se reemplazé con lavados con una solucién
de cisteina al 3% en 1/9x MR pH 7.9, con el objetivo de disolver la capa gelatinosa
que los protege, proceso conocido como “De-Jellying” o desgelatinizacion.
Finalmente, los embriones fueron lavados e incubados en 1/9x MR a 26°C. Dos
horas post-fertilizacion, el medio se reemplaz6 por 1/20x MR con gentamicina a
100 pg/mL, manteniendo la misma temperatura hasta alcanzar los estadios
correspondientes y fueron fijados. Para la fijacion, los embriones seleccionados
fueron colocados en un tubo eppendorf con solucion MEMFA 1X (Formaldehido
3,7% plv, 100 mM MOPS, 2 mM EGTA, 1 mM MgSOQOa, pH 7.4) y se dejaron rotar
durante toda la noche a 4°C. Finalmente los embriones fueron lavados dos veces
y conservados en etanol (Modificacion de la metodologia descrita por Sive y col.,

2000).

2.- Microinyeccion de embriones con morfolinos y ARNm:

Para los andlisis de pérdida de funcion de Ric-8A, Gaq y Gai2 sobre la induccién
de la CN o formacion del mesodermo, se emplearon 3 oligonucleotidos morfolinos
(Mo) sintetizados por GeneTools®, los cuales tuvieron como objetivo impedir la
traduccion del ARN mensajero para cada proteina (Anexos | Il y IIl); ademas se
emple6 un morfolino control, que no interacciona con ningln mensajero
especifico en Xenopus, que permiti6 determinar la toxicidad de los morfolinos

empleados (morfolino contra Ric-8A (MoRic-8A): 5'-
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GAGGGTACCCGGATCCATGGCTGGC-3’; morfolino contra Gaq (MoGaq): 5'-
TCCAGAGTCATGCCTCCTGACTGGT-3’; morfolino contra Gai2 (MoGai2): 5'-
CGACACAGCCCCAGATAGTGCGT-3’;  morfolino  control  (MoCtl): 5'-
CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA-3’). La cantidad de morfolino empleada
fue: MoRic-8A (20 y 25 ng), MoGaq (15, 20, 25 y 30 ng) MoGai2 (25, 30 y 35 ng)
y MoCtl (25 ng). Para los andlisis de rescate se inyectd, ademas de los
morfolinos, ARN mensajero para Ric-8A o Gag. Ademas, dichas condiciones
fueron inyectadas en conjunto con el marcador de linaje Rodamina-Dextrano al

1%.

La microinyeccion se llevo a cabo en embriones en estadio 2 (2 blastomeros),
para lo cual sélo se procedio a inyectar en un blastbmero del embrion 2,1 nL de
solucion utilizando un microinyector Narishige IM300 y capilares de borosilicato
como agujas finas para dicho procedimiento. Posteriormente, los embriones
fueron traspasados a placas de agarosa al 1% con medio 1/9x MR y 2% Ficoll y
se mantuvieron a 26°C por alrededor de 2 a 3 horas. Luego, el medio fue
reemplazado por 1/20x MR con gentamicina hasta alcanzar los estadios
requeridos (gastrula y néurula) y proceder a fijarlos como se describio

anteriormente.
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3.- Hibridacioén in situ:

Se empled la técnica de hibridaciéon in situ como un método cualitativo, que
permiti6 determinar la expresion espacial y temporal de marcadores tejido-
especificos en embriones de X. tropicalis en etapas de gastrula y néurula. Los
embriones fijados y guardados en etanol 100% fueron rehidratados con lavados
sucesivos en soluciones de concentracion decreciente de etanol y posteriormente
con PTween (PBS 1X + 0,1% Tween20). Posterior a eso se permeabilizaron con
proteinasa K 5mg/mL de PTween durante 3 min para permitir el ingreso de la
sonda marcada al embridn. Luego fueron incubados con la sonda marcada de
ARN especifica durante toda la noche. Para la deteccion de la sonda se
incubaron con anticuerpo anti-digoxigenina durante toda la noche a 4°C, y luego
ésta fue revelada con NBT/BCIP (“Nitro-Blue Tetrazolium Chloride /5-Bromo-4-
Chloro-3'-Indolyphosphate p-Toluidine Salt”) en buffer AP (“Alkaline Phosphatase
buffer’, 100mM Tris-HCI pH 9.5, 100mM NaCl, 50mM MgClz, 0.1% Tween 20)
hasta observacion de marca coloreada. La reaccion cromogénica fue detenida
con lavados con MAB (Maleic Acid Buffer) para luego fijar los embriones con
solucion de Bouin (70% acido picrico saturado/5% &acido acético glacial/25%
formaldehido), que estabilizd6 la tincion de los embriones. Finalmente, los
embriones fueron blanqueados con una solucion de SSC 0,5X, formamida 5%,
H202 1% vy luz blanca hasta pérdida de pigmentacion natural. Los embriones
fueron lavados con SSC 1x, medio en el cual se procedi6é a realizar la foto-
documentacion empleando un estereoscopio Olympus SZ61 y una camara Leica
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DFC450. Luego de la foto-documentacion, los embriones fueron guardados a -
20°C en etanol 100% (Modificacién de la metodologia descrita por Sive y col.,

2000).

4.- Transformacién de bacterias quimio competentes:

La transformacion de bacterias E. coli DH5a quimio competentes fue necesaria
para la obtencion a gran escala de los plasmidos utilizados para la sintesis de
sondas de ARN para hibridacion in situ (pBluescriptll SK (-)-Gsc; pSP73-Xbra;
pBS59-CHD; pGEM1/XK81A1; pSP72/slug; pBluescript SK+/Sox2) y ARNm a
inyectar (pCSC2+/6MycXtRic-8A; pCS2+MT-XtGaq). Se agregd 10 ng de cada
plasmido a 50 pL de bacterias quimicamente competentes con Ca*?, las cuales
fueron sometidas a shock térmico (30 minutos en hielo, luego 2 min a 42°C y
finalmente 5 minutos en hielo) para el ingreso del plasmido. Posterior a eso se
agregaron 500 pL de medio LBy se incub6 a 37°C por 1 hora para expresion del
plasmido. Se sembrd 100uL del cultivo liquido en placas con antibiético y se dej6
incubando a 37°C durante toda la noche. De las colonias aisladas que se
obtuvieron, se extrajo una y se depositd en un tubo Falcon con 3 a5 mL de medio
LB con antibidtico y se dejo incubar a 37°C hasta obtener turbidez (8 a 12 horas).
500uL del in6culo obtenido fueron afiadidos a un matraz con 100 mL de medio
LB con antibiético y se incubd a 37°C durante toda la noche, bajo agitacion.

Finalmente se trasvasijo el contenido a un frasco plastico de centrifuga y se
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centrifugd a 5.000 rpm por 10 minutos a 4°C, se desechd el sobrenadante y se

guardoé el pellet a -20°C.

5.- Purificacion de plasmidos a gran escala:

El pellet bacteriano obtenido durante la transformacion de bacterias quimio
competentes (detallada anteriormente) se resuspendido en 5 mL de solucion |
(5mM glucosa, 25 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA pH 8,0), se lisé con 10 mL
de solucién 1l (1% SDS, 0,2 N NaOH), luego se neutralizé con 5 mL de solucion
[l (3M acetato de sodio pH 5,2), y luego se centrifugd a 10.000 rpm a 4°C por 15
minutos. El sobrenadante se incub6 por 10 minutos con 0,6 volimenes de
isopropanol y se centrifugd a 10.000 rpm a 4°C por 15 min. El pellet se lavo con
etanol 70%, se afiadié 3mL buffer TE pH 8 (10mM Tris-HCI, 1mM EDTA-NaCl)
junto con 3 mL de LiCl 5M para precipitar el ARN y se centrifugd a 10.000 rpm a
4°C por 10 minutos. Posteriormente se agregd 1 volumen de isopropanol y se
centrifug6 a 9.000 rpm a 4°C por 15 minutos. El pellet se lavé con etanol 70% y
se incubo6 por 30 minutos en buffer TE con RNAsa A para eliminar el ARN
restante. Se incub6 con PEG 8.000 13% p/v NaCl 1,6M durante 10 minutos y se
centrifug6 a 12.000 rpm por 10 minutos a 4°C. El pellet se resuspendié en buffer
TE pH 8 y se extrajo el ADN con 1 volumen de fenol/cloroformo centrifugando a
15.000 rpm por 5 min, separando la fraccién acuosa con el ADN. Finalmente se

precipité el ADN toda la noche con 2 volumenes de etanol 100% 1/10 volumen
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de acetato de sodio 5 M y se centrifugd a 12.000 rpm por 10 minutos. EI ADN
plasmidial obtenido se lavé con etanol 70% y se resuspendié en 200uL de agua

libre de nucleasas.

6.- Preparacion sondas de ARNy ARNm:

10 pg de ADN plasmidial obtenido durante la purificacion de plasmidos a gran
escala (descrito anteriormente) fueron digeridos con 3 pL de la enzima de
restriccion indicada para cada plasmido (EcoRI para chordin (chr) y queratina
epidermal xk81al, BamHI para goosecoid (gsc), Bglll para xbrachyury (xbra) y
snail2, Xbal para sox2, y Notl para ric-8A y Gaq) empleando 0,1 volumenes del
Buffer 10X correspondiente para cada enzima, en un volumen final de 100uL
durante 4 horas a 37°C. Luego se purificd por medio de electroforesis en gel de
agarosa 1% en tampon TAE 0,5x tefiido con bromuro de etidio durante 4 horas a
40 voltios. EI ADN fue extraido de la agarosa siguiendo el protocolo del kit
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey Nagel) y eluido con 30uL de agua

libre de nucleasas.

Para las sondas de ARN, se realizé la transcripcion in vitro de 1,5 pug de ADN en
una solucion que contiene buffer de transcripcion 1x, 2uL de mix NTPs 10 mM
marcados con digoxigenina, 16 unidades de ARNsin y la ARN polimerasa

correspondiente (ARN polimerasa T7 para sondas contra gsc, chr y xbra, ARN
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polimerasa Sp6 para sondas contra snail2 y queratina epidermal xk81al) (New
England Biolabs). La reaccion de transcripcion se llevé a cabo a 37°C durante 2
horas, luego se incubd con ADNasa durante 15 minutos. EI ARN se precipitd
durante toda la noche con 25uL de solucion de precipitacion con LiCl (7,5M LiCl,
50mM EDTA) y se centrifug6 a 12.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Finalmente las
sondas de ARN obtenidas fueron resuspendidas en 10uL de agua libre de

nucleasas y se guardaron a -80°C.

Para la sintesis de ARN mensajero, 1.5 pg de ADN plasmidial digerido fue
transcrito in vitro utilizando el kit mMessage mMachine SP6 (Ambion),
generandose un ARN mensajero con un “cap” en el extremo 5. El ARN
mensajero fue purificado por medio de precipitacion con solucion de precipitacion
con LiCl (7,5M LIiCl, 50mM EDTA, proporcionado por el kit), resuspendido en 10

UL de agua libre de nucleasas y guardado a -80°C.

7.- RT-gPCR:

Se empled la técnica de RT-gPCR como un método para cuantificar la expresiéon
de marcadores tejido-especificos en embriones de X. tropicalis en etapas de
gastrula. Los marcadores analizados fueron los mismos ya mencionados en las
técnicas anteriores, en conjunto con los marcadores sub-1, drosha y rpl8, los

cuales fueron empleados como control de la reaccion de amplificaciéon (genes
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housekeeping) (Sindelka y col., 2006; Dhorne-Pollet y col., 2013; Mughal y col.,
2018). Los embriones, luego de ser microinyectados y una vez alcanzados los
estadios de gastrula (estadio 10), fueron seleccionados y se extrajo la mitad
microinyectada del embrién. Luego fueron macerados y posteriormente se extrajo
y purifico el ARN total con el Kit NucleoSpin RNA isolation (Macherey-Nagel),
como describe el fabricante. La integridad del ARN total se comprob6 por medio
de electroforesis en gel de agarosa al 1% y se cuantificé por absorciometria por
medio de la medicibn con Nanodrop. Se procedié a realizar la transcripcion
reversa de 2 pug de ARN total por estadio, utilizando el protocolo del kit M-MLV
reverse transcription (Promega), en un volumen final de 25 pL y utilizando oligo
(dT) como partidor. La reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR)
se realizo con el kit Brilliant 11l Ultra-Fast SYBR® Green qPCR Master Mix (Agilent
Technologies) utilizando el siguiente programa de 35 ciclos: denaturalizacion
inicial a 95°C por 3 minutos, denaturalizacion a 95°C por 30 segundos y

alineamiento/extension a 60°C por 30 segundos.

8.- Ensayos de conjugacion:

Para demostrar el efecto de la pérdida y rescate de funcién sobre la capacidad
que posee la zona marginal dorso-lateral (ZMDL) de inducir la CN, se llevaron a
cabo los ensayos de conjugacién, los cuales tienen como objetivo conjugar un

tejido inductor, en este caso la ZMDL, con un tejido pluripotencial con alta
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capacidad de respuesta a sefiales inductoras, en este caso la caperuza animal
(AC), y determinar si este ultimo es capaz de diferenciarse a un nuevo tejido, en
este caso CN. La metodologia empleada se estandariz6 en nuestro laboratorio
para el modelo X. tropicalis a partir de la ya reportada para X. laevis (Monsoro-
Burg y col., 2003). Para este procedimiento se realizaron dos fertilizaciones
continuas con una hora de desfase, con el objetivo de obtener embriones en
estadio 10,25 en la primera fertilizacion y embriones en estadio 9 en la segunda
fertilizacion. Los embriones fueron colocados en placas Petri cubiertas con
plastilina hidrofébica y medio NAM (Normal Amphibium médium, 100mM NacCl,
2mM KCI, ImM Ca(NOs)2, ImM MgSOs, 0,1mM EDTA, 1mM NaHCO3, 2mM
fosfato de sodio pH 7,4) al 75% durante la diseccién. Se procedio a diseccionar
regiones de AC de embriones en estadio 9 y regiones de la ZMDL de embriones
en estadio 10,25. Posteriormente la ZMDL fue montada sobre la AC previamente
diseccionada. Las conjugaciones fueron incubadas en NAM al 38% a 26°C.
Durante el proceso se conservdé una placa de embriones de la segunda
fertilizacion sin diseccionar, con el objetivo de usarlos como control de tiempo.
Finalmente, cuando los embriones control alcanzaron los estadios 19-20, las
conjugaciones se fijaron en MEMFA para su posterior analisis por medio de
hibridacién in situ, metodologia descrita en la seccion 3 (Rodriguez, 2016, Tesis

de Magister) (Figura 7).
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ZMD AC

Est. 10.25 Est. 9 Est. 19-20

Figura 7. Representacién grafica del ensayo de conjugacion Zona Marginal Dorso-
Lateral/Caperuza Animal. Esquema representativo del ensayo de conjugacion de Zona
Marginal Dorso-Lateral (ZMDL) y Caperuza Animal (AC). Primero, se extrae el tejido
correspondiente a la AC de los embriones en estadio 9, luego se procede a extraer la
ZMDL de los embriones en estadio 10,25 y se posiciona sobre la AC previamente

extraida, la conjugacion de ambos tejidos es fijada cuando alcanza el estadio 19-20.

9.- Obtencion y procesamiento de datos publicos de ARN-Seq de cresta

neural y zona marginal dorsal de Xenopus laevis:

Con el objetivo de identificar vias de sefalizacion que se encuentren asociadas
a la sefalizacion de las proteinas Ric-8A/Gaq en tejidos de CN y zona marginal
dorsal, se procedié a realizar un analisis de expresion diferencial de datos
publicos de ARN-Seq de los tejidos ya mencionados en embriones de X. laevis.

Para esto, las secuencias de CN empleadas fueron descargadas desde la base
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de datos Sequence Read Archives (SRA) de NCBI, bajo el proyecto de estudio
PRJNA400602, correspondiente a un estudio de secuenciacién de ARN cuyo
objetivo fue caracterizar la expresion génica de distintos tejidos de embriones de
X. laevis en desarrollo (Plouhinec y col., 2017); mientras que las secuencias de
zona marginal dorsal (ZMD) fueron descargadas desde la misma base de datos,
pero del proyecto de estudio PRINA674389, correspondiente a un estudio de
secuenciacion de ARN cuyo obijetivo fue estudiar la transcriptdmica de explantes
de la ZMD en distintas etapas de desarrollo en X. laevis (Kakebeen y col., 2020).
Los datos se descargaron usando el conjunto de herramientas otorgadas por el
programa SRA Toolkits (Leinonen y col. 2011). Para determinar la calidad de los
datos descargados se empleod el programa FastQC, (Andrews, 2010) y en base
a este reporte se determind el procesamiento de los datos para mejorar su
calidad, que se llevo a cabo empleando el programa Trimmomatic (Bolger y col.,
2014) (Figura 8A). Luego de obtener una buena calidad de las secuencias, se
procedio a realizar un alineamiento con el genoma de referencia de X. laevis.
Para ello se descarg0, a partir de la base de datos XenBase (Karimiy col., 2018),
el genoma de X. laevis en formato fasta y el archivo de anotacion del genoma en
formato “.gtf*. Luego se realizd el alineamiento de los datos al genoma de
referencia empleando el programa TopHat2 (Kim y col. 2013) y se obtuvo un
conteo del nimero de secuencias alineadas para cada gen presente en el
genoma de X. laevis empleando el programa HTSeq (Anders y col., 2015) (Figura

8B). Finalmente, se realiz6 un analisis de expresion diferencial empleando el
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programa DESeq2 (Love y col., 2014), a partir del cual se determiné los genes
gue se encuentran mayormente expresados, o inhibidos en el tejido de CN y zona

marginal dorsal (Figura 8C).

10.- Identificacion de genes ortdlogos entre X. laevis y X. tropicalis:

Considerando que los genes ortélogos son aquellos que divergieron después de
un evento de especiacion y mantienen su funcion ancestral (Fitch, 2000), se
determind la presencia de genes ortélogos entre las dos especies de Xenopus
para poder extrapolar los resultados obtenidos en la seccidon 9 a la especie
Xenopus tropicalis (modelo de estudio utilizado en esta tesis). Para ello, se
descargo las secuencias de proteinas de X. tropicalis desde la base de datos
XenBase (Karimi y col., 2018) y se identificaron genes ortélogos entre ambas
especies mediante el analisis de Reciprocal Best Hit (Kristensen y col., 2011;
Moreno-Hagelsieb y Latimer, 2008) (Figura 8D). Esta aproximacion consiste en
realizar busquedas de similitud de secuencias mediante BLAST (Altschul y col.,
1997; Camacho y col., 2009) entre dos especies, y si una secuencia codificante
(proteina) X de la especie A coincide con la proteina X de la especie B, y vice-
versa; esas proteinas son consideradas como ortélogas (Kristensen y col., 2011,
Moreno-Hagelsieb y Latimer, 2008). Finalmente, se determinaron y seleccionaron

aquellos genes expresados de manera diferencial en Xenopus laevis que poseian
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genes ortélogos en Xenopus tropicalis, obteniéndose asi una lista de genes

candidatos para su evaluacion en diferentes vias de sefializacion.

11.- Determinacion de vias de sefalizacion asociadas a genes ortdlogos en

Xenopus tropicalis, pero con expresion diferencial en Xenopus laevis:

A partir del conjunto de genes ortologos identificados, se determind si existe
enriquecimiento para ciertos procesos biologicos y funciones moleculares con el
paquete de R topGO (Alexa y col., 2006) y, por medio de busqueda bibliogréfica,
se determind su relacion con la via de sefalizacion de proteina G heterotrimérica.
Finalmente, se buscé determinar si existe interaccion entre los genes
enriquecidos en los tejidos especificos, las vias de sefalizacion que participan y
como estas se asocian a la via de sefalizacion de proteina G, para esto, se
determinaron las secuencias proteicas asociadas a cada gen, y luego,
empleando la base de datos STRING (Szklarczyk, y col. 2023), se generé una
red de interaccion entre los genes diferencialmente expresados al alza o a la baja,
para cada tejido especifico, tomando principal énfasis en aquellos asociados a la
via de sefializacion de proteina G heterotrimérica y otras via de sefalizacion, y
utilizando como control la via de Wnt y del organizador de Spemann-Mangold

gue ya han sido identificadas (Figura 8E).
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Figura 8: Representacion grafica del procesamiento de los datos bioinformaticos
utilizados en esta tesis. Diagrama de flujo que representa como se llevd a cabo el
analisis bioinformatico. Primero se realiz6 el procesamiento de las secuencias utilizando
los programas FastQC y Trimmomatic (A), luego las secuencias fueron alineadas con el
genoma de X. laevis y contadas las secuencias utilizando los programas TopHat2 y
HTSeq (B), con estos datos se realiz6 el analisis de expresion diferencial empleando el
programa DESeq2 (C). En paralelo, con las secuencias de proteinas obtenidas desde la
base de datos XenBase, se determinaron los genes ortdlogos entre las especies de X.
laevis y X. tropicalis empleando el programa Reciprocal Best Hits (D), y se seleccionaron
aquellos genes que fueran ortélogos y estuvieran diferencialmente expresados.
Finalmente se determinaron los términos de ontologia de genes enriquecidos con el
programa TopGO vy se identificaron las interacciones gen-gen con la base de datos

STRING (E).
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RESULTADOS

1.- Definir la funcion de Ric-8A/Gaq en la formaciéon del mesodermo dorsal

paralainduccion de la cresta neural en Xenopus tropicalis:

1.1.- Analizar el efecto de la pérdida de funcion de Ric-8A y rescate en la

formacion del mesodermo en embriones de Xenopus:

Para analizar el efecto de la disminucion de los niveles de Ric-8A sobre la
formacion del mesodermo fue necesario primero analizar la participacion de Ric-
8A en la induccién de la CN, para ello, se realizaron ensayos de pérdida de
funcidn, y se analizé el patron de expresion del marcador de CN snail2, a través
de la técnica de hibridacion in situ en embriones en etapa de néurula,
especificamente en estadio 16. Aunque en nuestro laboratorio ya se ha reportado
el fenotipo morfante para Ric-8A en el proceso de induccion de la CN en Xenopus
(Rodriguez, 2016, tesis de magister), se repitié el ensayo para estandarizar la
concentracion de morfolino a la cual se obtiene el mayor porcentaje de embriones
de Xenopus tropicalis con fenotipo de inhibicion severo. Para esto, se observo el
efecto que el morfolino contra Ric-8A (MoRic-8A) tiene sobre la induccion de la
CN a través de la expresion de snail2. Embriones Xenopus tropicalis en estadio

2 (2 células) fueron inyectados con MoRic-8A en un solo blastémero, con el fin
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de dejar la mitad del embrién como control sin inyectar, se dejaron crecer hasta
estadio 16, se fijaron y finalmente se realizaron ensayos de hibridacion in situ,
por medio de los cuales se determind la expresion de snail2 en la mitad inyectada

de dichos embriones en comparacion con la mitad no inyectada.

Al estudiar el patrén de expresion de snail2, se observé una alteracion en la
induccion del tejido de CN de embriones inyectados con 20 y 25 ng de MoRic-
8A, evidenciado por un fenotipo severo de inhibicion de la expresion de snail2 y,
por consiguiente, de la induccion de la CN (Figura 9B, C) con respecto a la
condicion wild-type (Figura 9A). Para cuantificar el numero de embriones
silenciados, se determiné como fenotipo anormal a aquellos embriones donde se
observa la inhibicién de la induccién de la CN, evidenciado por la disminucién o
ausencia de la expresion de snail2 en el lado inyectado del embridn, con respecto
al lado no inyectado, mientras que se determiné como fenotipo normal a aquellos
embriones que presentaron una expresion normal de snail2 tanto en el lado
inyectado como el no inyectado, y por ende, una correcta inducciéon de la CN.
Usando este criterio, se observo que un 62% y 65% de los embriones inyectados
presentaban un fenotipo anormal al silenciar a Ric-8A con 20 y 25 ng de
morfolino, respectivamente (Figura 9D). En conclusion, estos resultados
demuestran que la disminucién de los niveles de la proteina Ric-8A afecta a la
inducciéon de la CN, y, por consiguiente, esta proteina podria estar jugando un

importante rol en el proceso de induccion de este tejido.
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Luego, con el fin de determinar si este efecto de los niveles de Ric-8A sobre la
induccion de la CN es producto de un efecto en estadios mas temprano, se
procedié a determinar el efecto de la disminucion de los niveles de Ric-8A sobre
la formacion del mesodermo, encargado de regular la induccién de la CN. Para
ello, se realizaron ensayos de pérdida de funcién y rescate, y se analizo el patron
de expresién de los marcadores de mesodermo dorsal, chd y gsc, el marcador
pam-mesodermal xbra y el marcador ectodermal queratina xk8l1al; a través de
la técnica de hibridacion in situ en embriones en etapa de gastrula,
especificamente en estadio 10. Aunque en nuestro laboratorio ya se ha reportado
el fenotipo morfante para Ric-8A en el proceso de formacion de mesodermo en
Xenopus (Rodriguez, 2016, tesis de magister), se repitid el ensayo para
estandarizar la concentracion de morfolino a la cual se obtiene el mayor
porcentaje de embriones de Xenopus tropicalis con fenotipo de inhibicidn severo.
Para esto, embriones Xenopus tropicalis en estadio 2 (2 células) fueron
inyectados con 20 y 25 ng de MoRic-8A, con 25 ng de morfolino control (MoCtrl)
y con 25 ng de MoRic-8A + 200 pg de ARNm de Ric-8A en un solo blastbmero
como se describio previamente, se dejaron crecer hasta estadio 10, se fijaron y
finalmente se realizaron ensayos de hibridacion in situ, por medio de los cuales

se determind la expresion de los marcadores mencionados.

Al analizar el patrén de expresion de los marcadores de mesodermo, se observo

una inhibicién en la formacién del mesodermo dorsal evidenciado por la ausencia
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de la expresion de los marcadores chd y gsc en el lado inyectado del embrion
versus el lado no inyectado (control) al emplear 20 y 25 ng de MoRic-8A (Figura
10B, C, G, H), fenotipo que es rescatado al sobreexpresar a Ric-8A en
condiciones morfantes para la misma proteina (Figura 10D, I). Por otro lado, no
se observaron efectos en el patron de expresién de los marcadores xbra y
gueratina xk81al en embriones inyectados con 20 y 25 ng de MoRic-8A (Figura

10L, M, P, Q).

Para cuantificar el patréon de expresion de los marcadores de mesodermo y
ectodermo observado, se consideré como fenotipo anormal a aquellos embriones
gue presentaron disminucion o ausencia de la expresion del marcador analizado
(en cada caso) en el lado inyectado versus el lado no inyectado (control), por otro
lado, se consider6 como fenotipo normal a aquellos embriones que presentaron
una expresion normal en ambos lados del embrién. Utilizando este criterio, se
determind que un 19% de los embriones presentaban un fenotipo anormal de la
expresion de chd al ser inyectados con 20 ng de MoRic-8A, mientras que al
inyectar 25 ng de MoRic-8A, un 61% de los embriones presentaron un fenotipo
anormal de la expresion de chd, porcentaje que disminuye a un 22% al rescatar
la condicién morfante con 200 pg de ARNm de Ric-8A (Figura 10E). Del mismo
modo, se determind que un 21% de los embriones presentaban un fenotipo
anormal de expresidén de gsc al inyectar 20 ng de MoRic-8A, porcentaje que

aumenta a un 56% al emplear 25 ng de MoRic-8A, por otro lado, al rescatar la
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condicion morfante con 200 pg de ARNm de Ric-8A, solo 35% de embriones
presenta un fenotipo anormal de gsc (Figura 10J). Por otro lado, se determiné
gue el 0% de los embriones present6 un fenotipo anormal de expresion de xbra

y queratina xk81al al inyectar 20 o0 25 ng de MoRic-8A (Figura 10N, R).

Con el objetivo de respaldar de forma cuantitativa los resultados obtenidos de
forma cualitativa, por medio de la técnica de hibridacion in situ, se procedio a
realizar un analisis de la expresion de los genes mesodermales y ectodermales
por medio de la técnica de RT-gPCR. Para ello, se observo el efecto que el
silenciamiento de Ric-8A tiene sobre la formacion del mesodermo y ectodermo,
a través de la expresion de los marcadores chd, gsc, xbra y queratina xk8lal.
Embriones Xenopus tropicalis en estadio 2 (2 células) fueron inyectados con 25
ng de MoRic-8A en un solo blastémero, se dejaron crecer hasta estadio 10, se
extrajoy lisé el lado inyectado de los embriones para obtener el ARN total (ARNt),
a partir del cual se realizd una reaccion de transcripcion reversa (RT) para
finalmente llevar a cabo los ensayos de PCR cuantitativa (QPCR), que permitieron
determinar la expresion de chd, gsc, xbra y queratina xk81al en el lado inyectado,
utilizando partidores especificos para cada marcador. Como control se utilizd
ARNt extraido desde embriones wild type del mismo estadio. Al analizar los
niveles de expresion de los marcadores chd y xbra, se observa un aumento
estadisticamente no significativo de la expresion de ambos marcadores en los

embriones morfantes para Ric-8A en comparacion al control (Figura 11A, C), lo
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gue no se condice con los resultados obtenidos por la in situ (Figura 10C, M),
donde observamos una disminucion clara de la expresion de chd, y una expresion
normal de xbra en los embriones morfantes. Por otro lado, el marcador queratina
xk8lal presentd un aumento significativo de la expresion en los embriones
morfantes, en comparacion al control (Figura 11D), claramente diferente a lo
observado con los experimentos de hibridacion in situ (Figura 10Q), que no
mostré cambio en el patron de expresion. Finalmente, el marcador gsc present6
un comportamiento similar entre ambas técnicas, mostrando una disminucion
significativa de su expresion en los embriones morfantes en comparacion a los

controles (Figura 11B).

Debido a la alteracion del patrén de expresion observado en los marcadores
utilizados, en conjunto, estos resultados sugieren que los niveles proteicos de
Ric-8A son cruciales en los procesos de formacion del mesodermo, y con ello

probablemente del ectodermo y crestas neurales.
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Figura 9. Efecto del silenciamiento de Ric-8A sobre la induccién de la cresta
neural. Se muestran el patron de expresion de snail2 en embriones en estadio 16, que
fueron microinyectados con 20 ng (B) y 25 ng (C) de MoRic-8A, los cuales fueron
comparados con el patron de expresion del lado no inyectado (Lni) y de embriones wt
(A). En (D) se grafica el porcentaje de embriones de acuerdo con el fenotipo observado,
donde el 62% y el 65% de los embriones presentaron fenotipo severo de inhibicion al
inyectar 20 y 25 ng de MoRic-8A, respectivamente. Li: Lado inyectado; Lni: Lado no

inyectado; wt: wild type.
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Figura 10. Andlisis cualitativo del efecto de la pérdida de funcién y rescate de Ric-
8A sobre la formacion del mesodermo. Se muestra el patrén de expresion de los
marcadores chd (A, B, C, D), gsc (F, G, H, I), xbra (K, L, M) y queratina xk81al (O, P,
Q), en embriones estadio 10 que fueron micro-inyectados con 25 ng de MocCtrl, 20, 25
ng de MoRic-8A o 25 ng de MoRic-8A junto a 200 pg de ARNm de Ric-8A, en el caso de
los ensayos de rescate. Ademds, se determiné el porcentaje de embriones que
presentaron fenotipo de inhibiciobn para cada marcador con respecto al total de
embriones inyectados con 20, 25 ng de MoRic-8A o 25 ng de MoRic-8A junto a 200 pg
de ARNm de Ric-8A, siendo para chd 19%, 56% y 22%, respectivamente (E), para gsc
21%, 61% y 35%, respectivamente (J), para xbra 0% y 0%, respectivamente (N), y para

gueratina 0% y 0%, respectivamente (R). Li: Lado inyectado; Lni: Lado no inyectado.
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Figura 11. Analisis cuantitativo del efecto de la pérdida de funcion de Ric-8A en la
expresion de chd, gsc, xbra y queratina xk8lal en embriones en gastrula.
Embriones inyectados con 25 ng de MoRic-8A fueron incubados hasta estadio 10
(gastrula) y luego lisados para la extraccion de ARN total y generacion de ADNc. Se
utilizaron 20 embriones por cada condicién. Se cuantificaron los niveles de chordin (A),
goosecoid (B), xbra (C) y queratina xk8lal (D) utilizando partidores especificos para
cada uno. Como control interno (housekeeping), se amplificaron los genes, sub-1, drosha
y rpL8, y se normalizé utilizando la media geométrica de estos genes control. La

significancia estadistica esta indicada por *(P<0.05), **(P<0,01).
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1.2.- Analizar el efecto de la pérdida de funcién de Gaq y rescate en la

formacion del mesodermo en embriones de Xenopus:

Como se describié en la introduccion, Gaqg se encuentra presente en la ZMD,
tejido mesodermal inductor de la CN (Fuentealba y col., 2016), ademas estudios
previos de nuestro laboratorio mostraron que el bloqueo de la expresion de Gaq
inhibe la induccion de la CN (Rodriguez, 2016, tesis de magister). Por lo tanto,
nuestra siguiente actividad fue determinar el efecto de la proteina Gaq sobre la
formacion del mesodermo, para lo cual, primero procedimos a corroborar el
efecto de Gaq sobre la induccién de la CN, con el fin de estandarizar la
concentracion de morfolino a la cual se obtiene el mayor nimero de embriones
con fenotipo de silenciamiento severo. Para ello, se realizaron ensayos de
pérdida de funcidén de esta proteina y, por medio de la técnica de hibridacion in
situ en embriones de Xenopus tropicalis en estadio de néurula, se determino el
patron de expresion del marcador de cresta neural snail2. Embriones de Xenopus
tropicalis en estadio 2 (dos células) fueron inyectados con 15, 20 y 25 ng de
MoGaq en un solo blastomero, quedando el otro blastdmero sin inyectar como
control. Luego, estos embriones fueron incubados hasta estadio 16, fijados, y

posteriormente se les realiz6 ensayos de hibridacién in situ.

Al analizar el patrén de expresion de snail2, en embriones inyectados con 15, 20
y 25 ng de MoGaq se observo una alteracion en la induccion de las células de la
cresta neural, concentracion dependiente (Figura 12A, B, C, D).
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Para su cuantificacion, se determin6 como fenotipo severo de inhibicién
(expresion anormal) a todos los embriones que presentaron disminucion o
ausencia de la expresion del marcador de CN snail2 y que, por consiguiente, no
presentaban induccién de CN en el lado inyectado del embrién. Por otro lado, se
consideré como fenotipo normal (expresion normal) a todos los embriones que
presentaban una expresion normal del marcador de CN snail2 y, por ende, una
induccion normal de la CN en el lado inyectado del embrién. Considerando estos
parametros se determind que solo el 22% de los embriones inyectados con 15
ng de MoGaq presentaron un fenotipo severo de inhibicidon, mientras que el 57%
de los embriones inyectados con 20 ng de MoGaq presentaron el mismo fenotipo.
Por otro lado, la totalidad de los embriones inyectados con 25 ng de MoGaq
presentaron un fenotipo severo de inhibicidon de la expresion de snail2 (Figura
12E). Estos resultados nos permiten concluir que la proteina Gaq estaria
regulando el proceso de induccién de la CN y que, por ende, podria estar
involucrada, al igual que Ric-8A, en el proceso de formacion de mesodermo,

tejido necesario para dicho proceso de induccion.

Luego, se procedié a determinar el rol de Gaq en la formacién del mesodermo,
para ello, se realizaron ensayos de pérdida de funcion y rescate, y se analizo el
patron de expresion de los marcadores de mesodermo dorsal chd y gsc, el
marcador pam-mesodermal xbra y el marcador ectodermal queratina xk8lal a

través de la técnica de hibridacion in situ en embriones en etapa de gastrula. Para
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ello, embriones Xenopus tropicalis en estadio 2 (2 células) fueron inyectados en
un blastomero con 25, 30 ng de MoGaq y 30 ng de MoGaq con 200 pg de ARNm
de Gaq, para los ensayos de rescate, crecidos hasta etapa de géastrula (estadio
10), fijados y, por medio de la técnica de hibridacién in situ, se determiné la
expresion de los marcadores chd, gsc, xbra y queratina xk81al en la mitad

inyectada del embrién.

Al analizar el patron de expresion de chd, se observo una disminucion o ausencia
de la expresion, indicando una alteracion en la formacion del mesodermo dorsal,
en embriones inyectados con 25 ng (correspondiente al 10% de los embriones
inyectados) y 30 ng (correspondiente al 45% de los embriones inyectados) de
MoGaq. Este efecto se vio rescatado al co-inyectar 30 ng de MoGaq junto a 200
pg de ARNm de Gaq, correspondiente a un 71% de los embriones inyectados.
(Figura 13A, B, C, D, E). Por otro lado, al analizar el patrén de expresion de gsc,
no se vio un efecto en el patron de expresiéon en embriones inyectados con 25 ng
de MoGaq, mientras que, al inyectar 30 ng de MoGaq, se observo una leve
disminuciéon en la expresion de gsc, correspondiente al 19% del total de
embriones inyectados (Figura 13G, H, I). Al contrario, el patron de expresion de
xbra se vio disminuido o ausente en los embriones inyectados con 25y 30 ng de
MoGaq, lo que sugiere una inhibicion en la formacion del tejido mesodermal,
correspondiente a un 25% y 53% del total de embriones inyectados,

respectivamente, sin embargo, ese efecto en la expresion fue rescatada al co-
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inyectar 30 ng de MoGaq junto a 200 pg de ARNm de Gaq, correspondiente a
31% de los embriones totales inyectados (Figura 13K, L, M, N). Finalmente, el
patrén de expresion del marcador queratina xk81al no se vio afectado al silenciar
a la proteina Gaq con 25 y 30 ng de MoGaq, por lo que no hay efectos visibles

sobre el tejido ectodermal (Figura 13P, Q, R).

Con el objetivo de analizar de forma cuantitativa el efecto que el silenciamiento
de Gaq tiene sobre la formacion del mesodermo y ectodermo, se procedio a
realizar un analisis de la expresion de los genes mesodermales y ectodermales
chd, gsc, xbra y queratina xk81al por medio de la técnica de RT-gPCR. Para ello,
embriones de Xenopus tropicalis en estadio 2 (2 células) fueron inyectados con
30 ng de MoGagq en un solo blastomero, se dejaron crecer hasta estadio 10, se
extrajoy lisé el lado inyectado de los embriones para obtener el ARN total (ARNt),
y en paralelo se utilizaron embriones wild type, a partir de los cuales se realizo
una reaccion de transcripcion reversa (RT) para finalmente llevar a cabo los
ensayos de PCR cuantitativa (QPCR), que permitieron determinar la expresion de
chd, gsc, xbra y queratina xk8lal en el lado inyectado en comparacion a
embriones controles, utilizando partidores especificos para cada marcador. Al
analizar los niveles de expresién del marcador chd, se observa una disminucion
no estadisticamente significativa en los embriones inyectados con 30 ng de
MoGaq, con respecto a los embriones wild type (Figura 14A), mientras que los

niveles de expresién del marcador xbra, disminuyen significativamente en los
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embriones inyectados con 30 ng de MoGaq, con respecto a los embriones wild
type (Figura 14C) lo que se condice con lo observado en el resultado anterior, a
través de hibridacion in situ (Figura 13L), por otro lado, al analizar el nivel de
expresion de gsc y queratina xk81al, se puede observar un leve cambio, aunque
no significativo en los embriones inyectados con 30 ng de MoGagq, con respecto

a los embriones wild type (Figura 12B, D).

Evidenciados por la alteracion de los niveles y el patrén de expresion de
marcadores mesodermales y ectodermales, en su conjunto, estos resultados
sugieren que la proteina Gaq, al igual que la proteina Ric-8A, se encontraria

regulando los procesos de formacién de mesodermo en el embrion.
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Figura 12. Efecto del silenciamiento de Gaq sobre la induccién de la cresta neural.
Se muestra el patrén de expresion del marcador de CN snail2 en embriones en estadio
16, los cuales fueron inyectados en un blastémero en estadio 2 (2 células) con 15ng (B),
20 ng (C) y 25 ng (D) de MoGagq. En (E) se muestra la cuantificacion del porcentaje de
embriones que presentaron un fenotipo de inhibicidon severo de snail2 con respecto al
total de embriones por condicion, donde el 22%, 57%, y 100% de los embriones totales
presentaron dicho fenotipo, al inyectar 15, 20 o 25 ng de MoGaq, respectivamente. Li:

Lado inyectado; Lni: Lado no inyectado.
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Figura 13. Analisis cualitativo del efecto del silenciamiento y rescate de Gaq sobre
la formacion del mesodermo. Se muestra el patrén de expresion de los marcadores
chd (B, C, D), gsc (G, H), xbra (K, L, M) y queratina xk81al (P, Q), en embriones estadio
10 inyectados en un sélo blastdmero durante el estadio 2 (2 células), con 25, 30 ng de
MoGaq y 30 ng de MoGaq junto con 200 pg de ARNm de Gaq (rescate). Ademas, se
determind el porcentaje de embriones que presentaron fenotipo de inhibicion para cada
marcador con respecto al total de embriones inyectados con 25, 30 ng de MoGaq y 30
ng de MoGagq junto con 200 pg de ARNm de Gaq, siendo para chd 10%, 45% y 29% (E),
para gsc 0% y 19%(l), para xbra 25%, 53% y 31% (N), y para queratina 0% y 0% (R),

respectivamente. Li: Lado inyectado; Lni: Lado no inyectado.
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Figura 14. Analisis cuantitativo del efecto de la pérdida de funcién de Gaq en la
expresion de chd, gsc, xbra y queratina xk8lal en embriones en gastrula.
Embriones controles e inyectados con 30 ng de MoGaq fueron incubados hasta estadio
10 (géstrula) y luego lisados para la extraccion de ARN total y generacion de ADNc. Se
utilizaron 20 embriones por cada condicién. Se cuantificaron los niveles de chordin (A),
goosecoid (B), xbra (C) y queratina xk8lal (D) utilizando partidores especificos para
cada uno. Como control interno, se amplificaron los genes, sub-1, drosha y rpL8, y se
normalizé utilizando la media geométrica de estos genes control. La significancia

estadistica esté indicada por **(P<0.05).
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1.3.- Analizar el efecto de la pérdida de funcién de Gai2 en la formacion del

mesodermo en embriones de Xenopus:

Debido a las diferencias presentes entre los efectos observados sobre la
formacién del mesodermo con las proteinas Ric-8A y Gaq, y considerando que
Ric-8A es un factor intercambiador de nucleétidos de guanina para distintas
subunidades Ga, se quiso analizar el efecto de otra posible subunidad Ga en la
formaciéon del mesodermo, en este caso, Gai2. Para determinar el efecto de la
proteina Gai2 sobre la formacion del mesodermo, primero fue necesario
determinar el efecto que Gai2 tiene sobre la induccién de la CN, para ello, se
realizaron ensayos de pérdida de funcion con un morfolino especifico para Gai2
(MoGai2) y se determiné el patron de expresion del marcador de cresta neural,
snail2, utilizando la técnica de hibridacion in situ en embriones de Xenopus
tropicalis en estadio de néurula. Con este objetivo, embriones de Xenopus
tropicalis en estadio 2 (2 células) fueron inyectados con 25, 30 o 35 ng de
morfolino contra Gai2 (MoGai2) en un solo blastémero, crecidos hasta estadio
16, fijados, y posteriormente se les realizé ensayos de hibridacion in situ por
medio de los cuales se determiné el patrén de expresion del marcador snail2 en
la mitad inyectada del embrion. Al estudiar el patrén de expresion de snail2, se
observé una disminucién en la intensidad de la marca en los embriones
inyectados con 25, 30, o 35 ng de MoGai2, correspondientes al 14%, 16% y 20%,
respectivamente; sin embargo, no se observa una inhibicion total de la induccién
de la CN, con respecto a la condicién wild type (Figura 15A, B, C, D, E).
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Estos resultados nos permiten sugerir que la proteina Gai2 no cumpliria un rol
fundamental ni seria indispensable en el proceso de induccion de la CN a las
concentraciones de morfolino utilizadas, ya que, a diferencia de Ric-8A y Gaq, la
disminucion de la expresion de ella no impediria que la CN sea correctamente

inducida.

Considerando que Gai2 no afecta directamente la induccién de la cresta neural,
se quiso determinar de todas formas su rol en la formacion del mesodermo, para
ello, se realizaron ensayos de pérdida de funcién y se analizé el patron de
expresion de los marcadores de mesodermo dorsal chd y gsc, el marcador pam-
mesodermal xbra y el marcador ectodermal queratina xk8lal a traves de la
técnica de hibridacion in situ en embriones en etapa de gastrula. Para ello,
embriones de Xenopus tropicalis en estadio 2 (2 células) fueron inyectados en
un blastémero con 25 ng de morfolino contra Gai2 (MoGai2), crecidos hasta
etapa de gastrula (estadio 10), fijados y, por medio de la técnica de hibridacién
in situ, se determind la expresion de los marcadores chd, gsc, xbra y queratina

xk81al en la mitad inyectada del embridn.

Al analizar el patron de expresiéon de los marcadores chd, gsc, xbra y queratina

xk81al, no se observé cambios en la expresion de ninguno de estos marcadores

en ninguno de los embriones inyectados, en comparacion con la condicion wild
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type, lo que indica que no habria alteraciones en la formacién del mesodermo

dorsal, pam-mesodermo o ectodermo al inyectar 25 ng de MoGai2 (Figura 16).
Estos resultados, sugieren que la proteina Gai2, a diferencia de Ric-8A y Gaq,

no estaria regulando directamente los procesos de induccién de la CN ni en la

formacién del mesodermo.
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Figura 15. Efecto del silenciamiento de Gai2 sobre la induccion de la cresta neural.
Se muestra el patrén de expresidén del marcador de CN, snail2, en embriones en estadio
16, los cuales fueron inyectados en un blastomero en estadio 2 (2 células) con 25 ng (B),
30 ng (C) y 35 ng (D) de MoGai2. Ademas, en (E) se muestra la cuantificaciéon en
porcentaje de embriones que presentaron un fenotipo de disminucion de la expresién de
snail2 (expresion anormal) con respecto al total de embriones por condicién, donde el
14%, 16%, y 20% de los embriones totales presentaron dicho fenotipo, al inyectar 25, 30

o 35 ng de MoGai2, respectivamente. Li: Lado inyectado; Lni: Lado no inyectado.
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Figura 16. Efecto del silenciamiento de Gai2 sobre la formaciéon del mesodermo.
Se muestra el patron de expresion de los marcadores chd (A, B), gsc (D, E), xbra (G, H)
y queratina xk8lal (J, K), en embriones estadio 10 inyectados en un solo blastomero
durante el estadio 2 (2 células), con 25 ng de MoGai2. Ademas, se determiné el
porcentaje de embriones que presentaron fenotipo de inhibicion para cada marcador con
respecto al total de embriones inyectados con 25 de MoGai2, siendo de un 0% para los
4 marcadores (C, F, I, L). Li: Lado inyectado; Lni: Lado no inyectado.
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1.4.- Analizar, por medio de ensayos de epistasis, el rescate del fenotipo
morfante de Ric-8A con la sobreexpresion de Gaq en la formacion del

mesodermo en embriones de Xenopus:

Considerando que Ric-8A actua como GEF para distintas subunidades Ga, y que
hemos observado que tanto Ric-8A como Gaqg se encuentran regulando los
procesos relacionados con la induccion de la cresta neural y la formacion del
mesodermo, se decididé estudiar si la via de sefializacion de Ric-8A estaria
regulando la formacion del mesodermo dorsal a través de Gaq. Para ello, se
realizd un ensayo de epistasis funcional, el cual plantea una interaccion entre dos
moléculas dentro de la misma via de sefializacion. Con este fin, se realizaron
ensayos, en los cuales se buscaba obtener un fenotipo normal de expresion de
los marcadores de mesodermo dorsal, chd y gsc, al sobreexpresar la proteina
Gaq en embriones morfantes para Ric-8A. Para ello, embriones Xenopus
tropicalis en estadio 2 (2 células) fueron inyectados en un blastdmero con la
concentracion de morfolino contra Ric-8A a la cual se observo el mayor numero
de embriones con fenotipo de inhibicion severo de la expresion de chd y gsc, es
decir, con 25 ng de MoRic-8A, y con 200 pg de ARNm de Gag. Dichos embriones
fueron crecidos hasta etapa de gastrula (estadio 10), fijados y posteriormente se
realizaron los ensayos de hibridacion in situ para analizar el patron de expresion
de los marcadores de mesodermo dorsal, chd y gsc en la mitad inyectada del

embrion.
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Al estudiar el patrén de expresion de chd y gsc, bajo las condiciones de epistasis,
se observd un aumento en el nimero de embriones presentando una correcta
formacién del mesodermo dorsal, evidenciado por la expresion normal de chd y
gsc, esto en comparacion con embriones controles y con la inhibicién de la
formacién de mesodermo que presentaron embriones inyectados solo con 25 ng
de MoRic-8A (Figura 17A, B, C, E, F, G). Se determin6 que el 61% de los
embriones inyectados con 25 ng de MoRic-8A presentaron un fenotipo severo de
inhibicion de la expresion de chd, mientras que al inyectar la misma cantidad de
morfolino con 200 pg de ARNm de Gaq, el porcentaje de embriones que
presentaron un fenotipo severo de inhibicion de la expresion de chd se redujo al
7% (Figura 17D). Del mismo modo, se determin6 que el 56% de los embriones
inyectados con MoRic-8A presentaron fenotipo severo de inhibicion de la
expresion de gsc, mientras que al inyectar la misma cantidad de morfolino de Ric-
8A con 200 pg de ARNm de Gaq, el porcentaje de embriones con fenotipo severo

de inhibicion de la expresion de gsc se redujo al 6% (Figura 17H).

Finalmente, estos resultados sugieren que tanto la proteina Ric-8A como la

proteina Gaq se encontrarian regulando el proceso de formacion del mesodermo

dorsal del embrién, compartiendo la misma via de sefializacion.
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Figura 17. Efecto del rescate de la expresién de chd y gsc con Gaq en embriones
morfantes para Ric-8A. Se muestra el patron de expresion de los marcadores chd (A,
B, C)ygsc (E, F, G), en embriones estadio 10 inyectados en un solo blastomero (estadio
2) con 25 ng de MoRic-8A y 25 ng de MoRic-8A + 200 pg de ARNm de Gag. Ademas,
se determiné el porcentaje de embriones que presentaron fenotipo de inhibicién para
cada marcador con respecto al total de embriones inyectados con 25 ng de MoRic-8A 'y
25 ng de MoRic-8A + 200 pg de ARNm de Gagq, siendo para chd 61% y 7% (D), y para

gsc 56% y 6% (H), respectivamente. Li: Lado inyectado; Lni: Lado no inyectado.
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1.5.- Analizar el efecto de la pérdida de funcion de Ric-8A y Gaq en la

formacion de la placa neural en embriones de Xenopus:

Considerando que el silenciamiento de Ric-8A y Gaq afectan la expresion del
marcador de mesodermo dorsal chd, el cual es necesario para la correcta
induccion del tejido neural (Kuroda y col., 2004), se quiso determinar el efecto
gue la ausencia de estas proteinas pudiera tener sobre el tejido neural. Para ello
se analiz6 el patron de expresion del marcador neural sox2 en embriones
morfantes para Ric-8A y Gaqg en etapas de néurula. Embriones en estadio 2
fueron inyectados con 25 ng de MoRic-8A y 25 ng de MoGaq en un solo
blastomero, crecidos hasta etapas de néurula (estadio 16) y fijados para

posteriormente realizar la hibridacion in situ usando la sonda de sox2.

Al analizar el patrén de expresion de sox2, se observo una extension en el area
de expresion en embriones inyectados con 25 ng de MoRic-8A, con respecto al
lado no inyectado (control) y a la condicién wild type (Figura 18A, B). Por otro
lado, se observo una disminucion de la expresion de sox2 en embriones
inyectados con 25 ng de MoGaq con respecto al lado no inyectado (control) y a
la condicion wild type (Figura 18A, C), lo que indicaria un efecto sobre la

formacion del tejido neural en ambas condiciones.

Para cuantificar el fenotipo observado se consider6 como fenotipo anormal a
aquellos embriones que presentaron una disminucién, ausencia o expansion en
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el patron de expresion del marcador sox2 en el lado inyectado versus el lado
control, por otro lado, se consideré fenotipo normal a aquellos embriones que
presentaron una expresion similar en ambos lados del embrion. Considerando
estos parametros, se determind que el 44% de los embriones presentaron un
fenotipo anormal al inyectar 25 ng de MoRic-8A, mientras que al inyectar 25 ng
de MoGaq, 62% de los embriones presentaron un fenotipo anormal con respecto

al control (Figura 18D).

Estos resultados sugieren que tanto la proteina Ric-8A como Gaq estarian

regulando procesos que permiten la correcta formacion del tejido neural durante

el desarrollo.
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Figura 18. Efecto del silenciamiento de Ric-8A y Gaq en la formacion de tejido
neural. Se muestra el patrén de expresion del marcador sox2 (A, B, C) de embriones en
estadio 16 inyectados en un solo blastbmero con 25 ng de MoRic-8A y 25 ng de MoGagq.
Ademas, se determiné el porcentaje de embriones que presentaron fenotipo anormal con
respecto al total de embriones inyectados, siendo 44% los inyectados con 25 ng de
MoRic-8A, y 62% los inyectados con 25 ng de MoGagq (D). Li: Lado inyectado; Lni: Lado

no inyectado.
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1.6.- Analizar el efecto de la pérdida de funcién de Ric-8A y/lo Gaq en la zona

marginal dorso-lateral durante lainduccidn de cresta neural:

Considerando que la zona marginal dorso-lateral (ZMDL) proveniente del
mesodermo dorsal es uno de los tejidos inductores de la formacién de CN
(Monsoro-Burq y col., 2003), y ademas que el silenciamiento de Ric-8A y Gaq
generan cambios en los marcadores de mesodermo dorsal e inhibicion de la
induccion de CN, se quiso determinar el efecto que Ric-8A y Gagq tienen sobre el
proceso de induccidn proveniente de la ZMDL para la correcta formacion de la
CN. Con este objetivo, se realizaron ensayos de pérdida de funcion de Ric-8A,
Gaq, y ensayos de epistasis de Ric-8A con Gaq en el tejido de ZMDL, el cual fue
conjugado e incubado junto a un tejido de respuesta altamente inducible, en este
caso, caperuza animal (AC), y se determind la expresion del marcador de CN
snail2 en las conjugaciones, empleando la técnica de hibridacion in situ. Para
esto, se realizaron dos fertilizaciones de Xenopus tropicalis con 1 hora de
diferencia, donde los embriones de la primera fertilizacion en estadio 2 (2 células)
fueron inyectados con 25 ng de MoRic-8A, 25 ng de MoGaq, o 25 ng de MoRic-
8A junto a 200 pg de ARNm de Gaq (rescate) en un solo blastémero y crecidos
hasta estadio 10,25, de los cuales se extrajo la ZMDL del lado inyectado y se
incubaron junto con la AC extraida de embriones wild type en estadio 9. Las
conjugaciones se incubaron hasta estadio 19-20, se fijaron y se les realiz6
ensayos de hibridacion in situ por medio del cual se determiné la expresion del
marcador snail2 en la conjugacién. Al estudiar el patron de expresiéon de snail2,
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se observo una inhibicion de la induccion de la CN en las conjugaciones
compuestas de AC wild type/ZMDL MoRic-8A (25 ng), en las cuales se observo
una ausencia de expresion de snail2 en un porcentaje de 75% de las
conjugaciones, esto en comparacion con las conjugaciones ZMDL wild type/AC
wild type (control). Por otro lado, al rescatar la condicion morfante en la ZMDL
con 200 pg de ARNm de Gaq y conjugarla con AC wild type, se obtuvo un rescate
de la induccion de la CN evidenciado por la presencia de expresion de snail2,
disminuyendo el fenotipo anormal de no induccion de CN a un 33% (Figura 19A,
B, C, D). En la misma linea, al analizar la expresion de snail2 en las
conjugaciones compuestas por AC wild type/ZMDL inyectadas con 25 ng de
MoGaq, se observd una inhibiciéon de la induccion de CN, evidenciado por la
ausencia de expresion de snail2 en un 89% de las conjugaciones, en contraste

con las conjugaciones ZMDL wild type/AC wild type (Figura 20A, B, C).

Finalmente, estos resultados sugieren que tanto Ric-8A como Gaq estarian
cumpliendo un rol crucial en el proceso de induccion de la CN proveniente de la
ZMDL, ya que la disminucion de la expresion de estas proteinas en este tejido
impide que éste envie la sefial necesaria para que la induccién de CN se lleve a

cabo.
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Figura 19. Efecto del silenciamiento de Ric-8A y su rescate con Gaq en la ZMDL
durante lainduccién de CN en ensayos de conjugacién. Se realizaron conjugaciones
de caperuza animal (AC) wild type (WT) junto con zona marginal dorso-lateral (ZMDL)
en 3 condiciones distintas: control (A), con 25 ng de MoRic-8A (B), y 25 ng de MoRic-8A
+ 200 pg de ARNm de Gaq (C). Se analizé la induccion de tejido de cresta neural
analizando el patron de expresion del marcador snail2. En (D) se muestra la
cuantificacion de acuerdo con el fenotipo observado. AC: caperuza animal, ZMDL: zona

marginal dorso-lateral.
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Figura 20. Efecto del silenciamiento de Gaq en la ZMDL durante la induccion de
CN en ensayos de conjugacion. Se realizaron conjugaciones de caperuza animal (AC)
wild type (WT) junto con zona marginal dorso-lateral (ZMDL) en 2 condiciones distintas:
control (A) y con 25 ng de MoGaq (B). Se analizé la induccion de tejido de CN analizando
el patrén de expresion del marcador snail2. En (C) se muestra la cuantificacién de
acuerdo con el fenotipo observado. AC: caperuza animal, ZMDL: zona marginal dorso-

lateral.
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2.- Identificar las vias de sefializacion asociadas a la via de proteina G
heterotrimérica en tejidos de cresta neural y zona marginal dorsal en

Xenopus.

2.1.- Identificar genes con expresién diferencial en tejidos de cresta neural

y zona marginal dorsal en Xenopus:

Con el objetivo de determinar la participacion de genes asociados a la via de
sefalizacion de proteina G en procesos de induccion de cresta neural, se realizo
un analisis de expresion diferencial usando datos de ARN-Seq tejido especifico.
Para esto, se obtuvieron datos de ARN-Seq de zona marginal dorsal (ZMD) y
caperuza animal (AC) en etapa de gastrula temprana; y de tejido de CN y
placodas en néurula temprana. Las secuencias de zona marginal dorsal y
caperuza animal empleadas fueron descargadas desde la base de datos
Sequence Read Archives (SRA) de NCBI, bajo el proyecto de estudio
PRJINA674389, correspondiente a un estudio de secuenciacion de ARN cuyo
objetivo fue estudiar la transcriptomica de explantes de ZMD en distintas etapas
de desarrollo en X. laevis (Kakebeen y col., 2020); mientras que las secuencias
de CN fueron descargadas desde la misma base de datos, pero del proyecto de
estudio PRINA400602, correspondiente a un estudio de secuenciacion de ARN
cuyo objetivo fue caracterizar la expresién génica de distintos tejidos de
embriones de X. laevis en desarrollo (Plouhinec y col., 2017). Los datos

descargados fueron procesados con Trimmomatic, alineados contra el genoma
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de X. laevis utilizando TopHat2, y se realiz6 el conteo de las lecturas alineadas
por gen con HTSeq. Finalmente, se procedié a hacer el analisis de expresion
diferencial del tejido de interés versus el tejido control utilizando DESeq. Para los
datos de gastrula temprana, se realiz6 el analisis de expresion diferencial de ZMD
(tejido de interés) versus AC (tejido de referencia), mientras que para los datos
de néurula, se realiz6 el andlisis de expresion diferencial de CN (tejido de interés)
versus placodas (tejido de referencia). Ambos andalisis fueron representados por

medio de un mapa de calor (heat-map)

Al analizar los resultados, se determind que, del total de genes analizados en
ZMD, 156 genes presentaron expresion diferencial con respecto a la AC, de los
cuales, 150 estaban regulados al alza, y sélo 6 estaban regulados a la baja
(Figura 21A). Por otro lado, en CN, se determindé que 346 genes presentaron
expresion diferencial con respecto a las placodas, de los cuales 190 estaban
regulados al alza, mientras que 156 estaban regulados a la baja (Figura 21B). No
obstante, los datos analizados corresponden a la especie de Xenopus laevis, por
lo que extrapolar estos resultados a nuestro modelo de estudio (Xenopus
tropicalis) no es correcto. Por lo tanto, se procedié6 a determinar los genes
ortologos entre las especies de Xenopus laevis y Xenopus tropicalis, y asi poder

extrapolar los resultados obtenidos.
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Sabiendo que se define como genes ortdlogos a aquellos genes que divergieron
después de un evento de especiacion y mantienen su funcion ancestral (Fitch,
2000), se selecciond, a partir de los genes diferencialmente expresados, sélo
aguellos que son ortélogos entre ambas especies de Xenopus. Para identificar
los genes ortdlogos entre ambas especies se realizé un andlisis de homologia de
secuencias de proteinas entre ambas especies, empleando Reciprocal Best Hits,
y luego esta lista se comparo con los genes diferencialmente expresados para
cada tejido, resultado que fue representado por medio de un diagrama de Venn.
Como resultado se obtuvo un total de 17.310 genes ortdlogos entre ambas
especies, de los cuales, 79 genes se encontraban diferencialmente expresados
y eran ortélogos en ZMD (76 regulados al alza y 3 regulados a la baja), mientras
gue 186 genes se encontraban diferencialmente expresados y eran ortélogos en
CN (104 regulados al alza y 82 regulados a la baja) (Figura 21C, D). A partir de
esta lista, se destacan algunos genes asociados a la via de sefializacion de
proteina G (“rgs16.S”, “cdc42ep3.L”, “arhgap4.L”, “LOC108714671", “gpcr5b.L”),
y otros que se han descrito que participan en procesos en estos tejidos, como los
marcadores empleados en esta tesis (chordin y goosecoid en ZMD, y snail2 en
CN) los cuales se resumen en la Tabla 1, donde los recuadros de color naranja
representan a los genes expresados al alza, mientras que los recuadros de color
celeste representan a los genes expresados a la baja. Finalmente, estos
resultados respaldan la importancia de la via de sefalizacion de proteina G en

procesos de induccién de CN.
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Figura 21. Expresién diferencial de genes en tejido de zona marginal dorsal (ZMD)
y cresta neural (CN) en base a datos de ARN-seq en Xenopus laevis. A partir de
datos de ARN-seq extraidos de NCBI, se realizé un andlisis de expresién diferencial de
genes en ZMD, en comparacién con un tejido control (caperuza animal) en estadio 10,
determinandose un total de 156 genes, de los cuales 150 se expresaban al alzay 6 a la
baja (A). Por otro lado, el mismo analisis fue realizado para tejido de CN, usando
placodas como tejido control, obteniéndose un total de 346 genes diferencialmente
expresados, 190 de ellos al alza y 156 a la baja (B). En C y D se muestra un diagrama
de Venn para cada analisis, donde el circulo purpura representa el nimero de genes
diferencialmente expresados para la especie X. laevis, mientras que el valor indicado en
la union de ambos circulos corresponde al numero de genes diferencialmente
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expresados y ortologos entre X. laevis y X. tropicalis. El nUmero total de genes ortélogos
entre ambas especies es de 17.310 genes. ac: caperuza animal, zmd: zona marginal

dorsal, pl: placodas, cn: cresta neural.

Tabla I: genes diferencialmente expresados y ortélogos en los distintos

tejidos estudiados.

Zona Marginal Dorsal Cresta Neural

chrd.L (Chordin)

snai2.L (Zinc finger protein SNAI2)

LOC108714671 (cadherin EGF LAG
seven-pass G-type receptor 3-like)

gsc.L (Homeobox protein goosecoid)

gprcsh.L (G-protein coupled receptor

wntllb.L (Wnt'llb) fam”y C group 5 member B)

rgsl6.S (regulator of G-protein

signaling 16)

twistl.L (Twist-related protein 1)

cdc42ep3.L (cdc42 efector protein 3)

fzd4.S (Frizzled-4)

arhgap4.L (Rho GTPase-activating
protein 4)

cxcll2.L (Stromal cell-derived factor
1)

La tabla expone una pequefia muestra representativa de genes diferencialmente
expresados en tejidos de Zona Marginal Dorsal y Cresta Neural, donde las casillas
naranjas corresponden a genes expresados al alza y las casillas azules a genes

expresados a la baja.
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2.2 Determinar los procesos enriquecidos y las vias de sefializacion

asociadas a proteina G entre los genes con expresion diferencial:

Con el objetivo de determinar la participacion de la via de sefializacion de
proteina G en los procesos de induccion de CN, asi como identificar otras vias
asociadas involucradas en este proceso, se procedié a hacer un analisis de
enriquecimiento de términos GO vy asociacion/interaccion de proteinas,
centrandonos en aquellas que se relacionen con sefalizacion de proteina G
heterotrimérica. Para esto, se emplearon los genes diferencialmente expresados
y ortélogos obtenidos en la actividad 2.1, y se determinaron los términos GO que
se encuentran enriquecidos utilizando el programa TopGO. Por otro lado, se
empleo el programa STRING para determinar la asociacion e interaccion entre
las proteinas codificadas por dichos genes y, de esta forma, dilucidar si éstas
estan relacionadas con proteinas de la via de sefializacion de proteina G. Para
esto, por medio de un andlisis en R empleando TopGO, se selecciond los
términos GO asociados al listado de genes diferencialmente expresados y
ortologos entre las distintas especies de Xenopus ya mencionadas, y por medio
de un analisis estadistico de Fisher, se determin6 el nivel de relevancia del
proceso bioldgico. A partir de la lista obtenida con TopGO, se seleccion6 aquellos
términos GO cuyo valor estadistico fuera p<0,05, y se procedi6é a visualizar los
resultados empleando el programa REVIGO, el cual los agrupé en un tree map,
donde cada color es otorgado arbitrariamente a los términos GO que se asocian
entre si. En paralelo, empleando las secuencias de proteinas codificadas por los
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genes diferencialmente expresados y ortélogos para cada tejido, se determiné la
asociacion e interaccion entre ellas empleando el programa STRING, el cual
permitié visualizar los resultados por medio de una red de trabajo, donde las
proteinas fueron representadas por medio de nodos, y la asociacién entre ellas

fue representada por medio de puentes o lineas.

Al analizar los resultados obtenidos para los genes diferencialmente expresados
y ortélogos para el tejido de ZMD en estadio 10, podemos observar una enorme
diferencia entre los términos GO y las asociaciones entre proteinas generadas
entre los genes expresados al alza, versus aquellos que se expresan a la baja,
esto se debe principalmente al bajo nimero de estos ultimos (solo 3 genes) en
comparacion con los primeros (76 genes) (Figura 21A, C). En el caso de los
genes expresados a la baja, se identifico un total de 6 procesos biolégicos
principales en base a los términos GO determinados, de los cuales destaca la
regulacion negativa de la via canonica de la sefializacion de Wnt, via de la cual
se sabe, es necesaria para los procesos de induccion de la CN, por lo que no es
de extrafiar que la regulacion negativa de esta via se encuentre menos expresada
en tejidos relacionados al proceso de induccién (como es la ZMD) (Figura 22A).
Ademas, no se encontrd ninguna asociacion entre las proteinas expresadas a la
baja en la ZMD, pero destaca la presencia de “szl”, que se ha descrito como un
inhibidor de “wnt8” (sefalizacion candnica) y estabilizador de chordin

principalmente en mesodermo y ectodermo ventral; y “msx1”, un factor de
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transcripcion expresado en el borde de placa neural (Figura 23A). Al contrario,
los términos GO de los genes expresados al alza fueron agrupados en 37
procesos bioldgicos principales, entre los que destacan procesos asociados al
desarrollo embrionario, tales como la formacion del mesodermo, formacion del
corazoén, desarrollo de la placa neural y a la migracion celular, (ales como
migracion de melanocitos y sefializacién celular de epitelio-mesénquima (Figura
22B); ademas, al analizar las proteinas asociadas a los genes expresados al alza
en ZMD en STRING, se obtuvo un total de 3 grupos asociados, donde el grupo
mayor (ubicado en el centro) comprende las principales proteinas necesarias
para la organizacion y desarrollo del embrion, orquestada por el organizador de
Spemann-Mangold ubicado en la ZMD. De los otros 2 conjuntos de proteinas, el
gue se encuentra en la parte inferior se compone principalmente de moléculas
asociadas a la migracion celular, y el grupo de proteinas que se encuentra
ubicado en la zona superior derecha esta asociado a la regulacion de la
sefalizacion de proteina G (Figura 23B). Cabe destacar la activa participacion de
proteinas asociadas a la via de sefalizacién de proteina G como lo son “ppp1r9b-
2”7, “rgsl6”, “fIrt3”, “pdgfra” y “cdc42ep3.L”; ademas de proteinas asociadas a las
vias de hedgehog (“AOALL8FQMA” y “gli.L”), Wnt (“AOALLBFUV2” y “wntl1lb”),
FGF (“fgf16”, fgf20”, gf8”, “spry2-2”y “spry4-2”), e inhibidores de las vias BMP
(“bmp2.L” y “chrd.1.S”), activina (“fst-2”) y nodal (“lefty”). Adicionalmente, se
identificaron proteinas expresadas en el organizador de Spemann-Mangold

(“bmp2.L”, “chrd.1.S”, “foxad”, “fst-2”y “gsc”) (Figura 23B).
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En el caso de los genes diferencialmente expresados y ortélogos para tejido de
CN en estadio 16, la cantidad de procesos bioldgicos y proteinas asociadas fue
mAas equitativa entre los genes expresados a la baja y al alza, en el primer caso,
los términos GO seleccionados fueron agrupados en un total de 32 procesos
biolégicos, donde destacan procesos no asociados a la formacion de CN
propiamente tal pero si a su migracion posterior, como es la formacién de placoda
ectodermal, y el desarrollo de vasos sanguineos. Cabe destacar el “proceso de
regulacion positiva de la fosforilacion inhibitoria de receptores acoplados a
proteina G”, que tiene como objetivo inhibir la sefializacion de receptores
acoplados a proteina G (Tobin, 2008), proceso que estaria a la baja en CN, lo
gue indica que dicho proceso de inhibicion de receptores acoplados a proteina G
estaria disminuido en el tejido de CN, dejando nuevamente en claro la
importancia de la sefializacion de proteina G en este tejido (Figura 24A). Ademas,
al asociar las proteinas originadas a partir de los genes expresados a la baja
empleando STRING, se establecen 6 grupos, dentro de los cuales destacan la
presencia de factores de transcripcidén de la familia “t-box” (tbx20 y tbx1), asi
como “tcf21” (Figura 25A), factores de transcripcion involucrados en la regulacion
de expresion de genes asociados a procesos de migracion (Calmonty col., 2009;
Song y col., 2006; Varankar y col., 2020). Ademas, destaca la presencia de
proteinas de las vias de sefalizacion de Wnt (“tcf21”), acido retinoico (“aldh1a2”),
Nodal (“tdgf1.2”) y proteina G heterotrimérica (“apinr.S”, “cav2”, “cxcl12” y

“serpincl.L”) Por otro lado, los términos GO asociados a los genes expresados
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al alza en CN fueron agrupados en 46 procesos bioldgicos, entre los que
destacan la formacion de la CN, vias de sefializacién necesarias para la correcta
formacién de la CN como Wnt y BMP, procesos relacionados a desarrollo de
tejido 6seo (regulacion positiva de mineralizacion G6sea y diferenciaciéon de
osteoblastos), y desarrollo del sistema nervioso (establecimiento de polaridad
planar involucrada en el cierre del tubo neural) (Figura 24B). Ademas, al realizar
la asociacion de proteinas por medio de STRING, se obtuvieron 4 grupos de
interaccion, dentro de los cuales destaca la presencia de proteinas de la via de
sefalizacion de Wnt como son AOAL1L8FG79 (“dishevelled1”), apc2.L, wnt4, wntl
y wnt10b; de los cuales se ha asociado a wnt4 con la via no candnica de wnt/Ca?*,
a wntl con la via de candnica de wnt/B-catenina, y a wntl0Ob tanto con la via
candnica como la no canonica. Adicionalmente, destaca la presencia de otras
vias de sefalizacion como BMP (‘AOA1L8FZP6”, “AOA1L8HMEL”
“AOAL1L8BHV56”, “bmp5” y “gdfl10”), acido retinoico (“‘cyp26cl-2”) y hedgehog
(“Irp2.L”) (Figura 25B). Como informacion adicional, cabe destacar la presencia
de genes cuya expresion espaciotemporal no ha sido publicada en los
tejidos/estadios estudiados en la especie Xenopus, como son: “ppplr9b-2”,

rgs16”, “spry4-2”, “AOA1LBESE?2 (cdk5rl.L)”, “Apc2.L”, “AOAL1L8FID5”,

Finalmente, estos resultados reafirman la importancia de la sefalizacion de
proteina G en la ZMD, tejido encargado de la induccién de la CN, que ademas

comprende al organizador de Spemann-Mangold; asi como en la mantencion de
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la identidad de CN en etapas de néurula, en conjunto con otras vias de
sefalizacion como Wnt, BMP y FGF. No obstante, mas estudios son necesarios

para definir si existe una interaccion directa entre estas vias de sefalizacion.
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Figura 22. Términos GO enriquecidos de los genes diferencialmente expresados

en zona marginal dorsal y ortdlogos entre X. laevis y X. tropicalis. A través del
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programa topGO, se obtuvo un conjunto de procesos bioldgicos para los genes que eran
ortélogos entre ambas especies de Xenopus, y que se encontraban diferencialmente
expresados a la baja (A), y al alza (B) en tejido de ZMD, en comparacion con caperuza
animal en tejido especifico de embriones en estadio 10. Los resultados son
representados por medio de un tree map, donde cada conjunto de procesos relacionados
entre si se les otorga un color de forma arbitraria, los procesos de interés se destacan

con un recuadro negro. p<0,05.
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Figura 23. Redes de interaccion proteica entre los genes diferencialmente
expresados y ortélogos en ZMD. Empleando el programa STRING, se obtuvo un

conjunto de interacciones entre las proteinas codificadas por los genes diferencialmente
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expresados en ZMD, en comparacion con caperuza animal, y ortélogos entre ambas
especies de Xenopus. En A se observa las interacciones obtenidas con los genes
expresados a la baja (0 grupos asociados), mientras que en B se observan las
interacciones obtenidas con los genes expresados al alza (3 grupos asociados). Se
destacan en recuadros de colores aquellas proteinas asociadas a vias de sefalizacion
como se indica a continuacion: en rojo: Proteina G heterotrimérica; en azul: Wnt; en

morado: BMP; en verde: Hedgehog; en amatrillo: FGF; en gris: Nodal; en celeste: Activin.
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Figura 24. Términos GO enriquecidos de los genes diferencialmente expresados

en cresta neural y ortélogos entre X. laevis y X. tropicalis. A través del programa
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topGO, se obtuvo un conjunto de procesos bioldgicos para los genes que eran ortélogos
entre ambas especies de Xenopus, y que se encontraban diferencialmente expresados
a la baja (A), y al alza (B) en tejido de cresta neural, en comparacion con placodas, en
datos de tejido especifico de embriones en estadio 16. Los resultados son representados
por medio de un tree map, donde cada conjunto de procesos relacionados entre si se
les otorga un color de forma arbitraria, los procesos de interés se encuentran marcados

por un recuadro negro. p<0,05.
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Figura 25. Redes de interaccion proteica entre los genes diferencialmente expresados y ortélogos en cresta neural.

Empleando el programa STRING, se obtuvo un conjunto de interacciones entre las proteinas codificadas por los genes

diferencialmente expresados en cresta neural, en comparacion con placodas, y ortdlogos entre ambas especies de Xenopus.
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En A se observa las interacciones obtenidas con los genes expresados a la baja (6 grupos asociados), mientras que en B se
observan las interacciones obtenidas con los genes expresados al alza (4 grupos asociados). Se destacan en recuadros de
colores aquellas proteinas asociadas a vias de sefalizacion como se indica a continuacién: en rojo: Proteina G

heterotrimérica; en azul: Wnt; en morado: BMP; en rosado: Acido retinoico; en verde: Hedgehog; en gris: Nodal.
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DISCUSION

El desarrollo embrionario ha interesado durante décadas a un gran niumero de
cientificos debido a su alta heterogeneidad y complejidad dadas las variables
presentes entre las distintas especies en las que se ha estudiado. Dentro de
estas, la especie Xenopus ha sido una de las empleadas para el estudio de la
embriogénesis, debido a su desarrollo embrionario externo y su ciclo de
desarrollo de corta duracion (Gilbert, 2005). En la actualidad, se ha descrito que
en Xenopus, el establecimiento del eje dorsal-ventral del embrién esta dado por
la entrada del espermatozoide (De Robertis y Kuroda, 2004, Gilbert, 2005),
desarrollandose el tejido dorsal en el extremo opuesto a la entrada de este, lugar
donde se origina el centro de Nieuwkoop (Gilbert, 2005). Durante las etapas de
blastula, el tejido endodermal induce la formacion del mesodermo en el tejido
ectodermal adyacente, mientras que el centro de Nieuwkoop induce la formacién
del centro organizador de Spemann-Mangold en el mesodermo dorsal (Kiecker y
col., 2016). Este organizador es el encargado de modelar los tres ejes principales
del embrion (antero-posterior, dorsal-ventral, derecho-izquierdo), enviando
sefales que influyen en el desarrollo de las tres capas germinales (ectodermo,
mesodermo, endodermo) (Niehrs, 2004). A su vez, el mesodermo dorsal puede

ser subdividido en tres zonas: la zona marginal dorsal, la zona marginal dorso-
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lateral y la zona marginal lateral, de estas tres, la zona marginal dorso-lateral es
capaz de inducir la formacion de la CN (modelo celular de interés en esta tesis),
a partir del borde de placa neural en estadios de gastrula tardia (Steventon y
Mayor, 2012). Para que los procesos de induccion de CN se lleven a cabo es
necesario la constante regulacién de distintas vias de sefializacién, algunas de
las méas estudiadas son las vias de Wnt, BMP, FGF y Notch, pero no son las

unicas involucradas (Prasad y col., 2013).

Una de las vias de sefalizacion ampliamente estudiada es la sefializacion de
proteina G heterotrimérica, la cual se ha visto implicada en procesos de desarrollo
en distintas especies, como rana, mosca, raton (Malbon, 2005). Esta via de
sefalizacion puede ser activada por medio de su GPCR, y ademas regulada por
otras proteinas accesorias, tales como GDI (guanine nucleotide dissociation
inhibitor), GEF (guanine nucleotide exchange factor) y GAP (GTPase-
accelerating protein), de las cuales, en esta tesis nos centramos en el estudio de
la proteina Ric-8A, la cual es un GEF para las distintas subunidades Ga, capaz
de activar su cascada de sefializacion en ausencia del receptor. Se ha visto a la
proteina Ric-8 cumpliendo un rol crucial en desarrollo embrionario en distintas
especies, en procesos como division asimétrica en C. elegans, gastrulacion en
Drosophila, u ovogénesis en embriones de raton (Afshar y col., 2004; Hampoelz
y col.,2005; Saare y col., 2015). Ademas, en nuestro laboratorio se ha descrito la

expresion de Ric-8A en tejidos de cresta neural y derivados de esta, en
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embriones de Xenopus (Maldonado-Agurto y col., 2011), y se ha visto implicada
en procesos de induccion y migracion de células de la CN, donde se determiné
gue la pérdida de funcion de Ric-8A afecta la migracion y polaridad de las células
de CN craneal (Fuentealba y col., 2013; Leal y col., 2018) y la formacion del tejido
de CN (Rodriguez 2016, Tesis de Magister), por lo que en esta tesis uno de los
objetivos que se propusieron fue dilucidar el rol que Ric-8A esta cumpliendo en
la induccion de la CN y formacién del mesodermo (tejido inductor de la CN)
empleando técnicas de hibridacion in situ y RT-qPCR. Se determin6é que el
silenciamiento de Ric-8A afecta la formacién del mesodermo dorsal, ya que se
observo la ausencia de la expresion de los marcadores chd y gsc en los
embriones inyectados. Sin embargo, los resultados obtenidos por RT-gPCR
evidenciaron niveles de expresion diferentes de los marcadores en condiciones
de pérdida de funcion de Ric-8A, donde solo la expresion de gsc disminuyo,
mientras que la expresion de chd se mantuvo y queratina xk8lal presentd un
alza con respecto a los embriones controles. La diferencia en los resultados entre
ambas técnicas es interesante, ya que ambas se basan en la deteccién del ARNm
del marcador expresado, por lo que se esperaba una correlacion entre los
resultados obtenidos. Sin embargo, la forma de visualizacion del resultado final
de cada técnica es lo que podria provocar estas variaciones. En el caso de la
técnica de hibridacion in situ, el resultado es la visualizacién tridimensional
superficial del embrién completo, que sesga la evaluacion a un analisis externo

de la expresion, por lo que factores como el engrosamiento de tejidos o
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expresiones internalizadas (ectopicas) serian ignoradas, y solo podrian
dilucidarse por medio de técnicas de aclaramiento de tejido o cortes. Por otro
lado, en la técnica de RT-qPCR, el resultado se determina empleando el total de
copias de ARNm del marcador que estan siendo expresadas en el lado inyectado
del embrién completo, por lo que adiciona tanto la expresién externa visible como
interna que el individuo presenta (Villanueva y col., 2002; Nolan y col., 2006;
Hassler y col., 2007; Jensen, 2014; Saint-Jeannet, 2017). Adicionalmente, en
nuestro laboratorio se ha observado que al silenciar a Ric-8A empleando un
ARNSsh especifico, no se observan cambios en el ectodermo no neural al analizar
la expresion de un marcador de queratina en embrién completo de Xenopus por
hibridacion in situ, sin embargo, al realizar el mismo analisis en cortes de tejido,
se pudo determinar la presencia de células que expresaban el marcador de
ectodermo no neural entre el tejido neural en néurulas de Xenopus (Toro-Tapia,
2012, Unidad de Investigacion, Anexo V), lo que respalda la posibilidad de una
expresion ectépica de los marcadores 0, en el caso de queratina, un
engrosamiento de tejido, no perceptible por medio de hibridacion in situ.
Considerando estos antecedentes, seria necesario realizar un estudio mas
acabado de la expresion cualitativa de los marcadores antes mencionados,
empleando técnicas de aclaramiento de tejidos o ensayos de hibridacion in situ
en cortes de tejido, para determinar realmente cual es el efecto que Ric-8A esta
ejerciendo sobre el tejido mesodermal y ectodermal. Para profundizar ain mas

en el efecto que el silenciamiento de Ric-8A esta ejerciendo sobre el mesodermo
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dorsal, y considerando que la expresion de chd es estrictamente necesaria para
la induccion neural (Kuroda y col., 2004), se comprobo el patron de expresién del
marcador neural sox2 bajo condiciones de silenciamiento de Ric-8A,
observandose un patrén de expresion ectépica y menos restringida con respecto
a la condicion wild type, lo que apoyaria que Ric-8A estd generando una
expresion ectopica y no un silenciamiento de chd. Con estos resultados, es
posible sugerir que Ric-8A es necesario para la correcta formacion del
mesodermo, ya que la pérdida de funcidn de este altera los niveles y patrones de
expresion normales de los marcadores mesodermales y ectodermales

estudiados, afectando en consecuencia a los tejidos inducidos por estos.

Considerando que Ric-8A es un GEF para las distintas familias de las
subunidades Ga (Tall y col. 2003), que es necesario para la correcta expresion
de los marcadores mesodermales, y que se ha descrito la expresion de las
proteinas Gas, Ga13, Gaq y Gai2 en tejido de mesodermo dorsal en embriones
de Xenopus (Fuentealba y col., 2016), el siguiente objetivo en que nos enfocamos
durante este trabajo de tesis, fue determinar si las proteinas Ga estan cumpliendo
un rol en la formacion de este tejido, especificamente Gaq y Gai2. Curiosamente,
el silenciamiento de Gaqg afectd la induccién de la CN, mientras que el
silenciamiento de Gai2 no generd un efecto considerable sobre el tejido de CN.
En concordancia con estos resultados, se observo que el silenciamiento de Gaq

afecto la expresion de los marcadores chd y xbra, presentando una reduccion de
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los niveles de expresion de estos marcadores, mientras que el silenciamiento de
Gai2 no presentd un efecto sobre los marcadores, tanto de mesodermo como
ectodermo. En literatura, se ha descrito la participacion de ambas proteinas en
procesos asociados a la gastrulacién, donde se observé a Gai2 en conjunto con
Ric-8A en procesos asociados al establecimiento de la polaridad celular en
embriones de Xenopus (Arriagada, 2012, Tesis de Magister), mientras que la
sobreexpresion de Gaq afecta la formacién del mesodermo dorsal, a través de la
via no candnica de Wnt-Calcio, antagonizando a su vez a la via candnica de Wnt-
B-catenina (Soto y col. 2007). Ademas, se ha descrito que la inhibicion de
Calcineurina, una proteina sensible a las alzas en los niveles de calcio intracelular
y que puede ser activada por la sefalizacion de Gaq, provoca una reduccién de
la expresion del marcador chd en células madre embrionarias de murino (Cho y
col., 2014). También se ha descrito la presencia de niveles altos de calcio
intracelular en la zona marginal dorsal, especificamente en el borde director
mesodermal de gastrulas de Xenopus (Hayashi y Ueno, 2018), y tanto la
inhibicion como la sobreexpresion de Gaq provoca fenotipos de embriones
ventralizados en etapas de néurula tardia en embriones de Xenopus laevis,
sumado a la ausencia de la expresion de los marcadores chd y gsc al
sobreexpresar Gaq (Soto, 2006, Tesis de Doctorado). Todos estos antecedentes
parecen indicar que la correcta formacion y desarrollo del tejido mesodermal en
etapas de gastrula requieren una alta regulacion de los niveles de Gaq en el tejido

dorsal del embrién, ya que tanto la sobreexpresion como la inhibicién de esta
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proteina afecta la correcta formacién de este tejido. Cabe sefialar que durante
esta tesis se observo la presencia de exogastrulas en embriones en etapa de
néurula morfantes para Gaq (~30% del total, data no mostrada), y considerando
gue se ha descrito que niveles altos de calcio en el frente migratorio mesodermal
en etapas de gastrula, en conjunto con la actividad de la GTPasa pequefia Racl,
son requeridos para la correcta migracion del mesodermo durante la gastrulacion
en embriones de Xenopus (Hayashi y Ueno, 2018), seria interesante determinar
si Gaqg, ademas de ser requerida para la formacion del mesodermo, esta

cumpliendo un rol en los procesos de migracion durante las etapas de gastrula.

De igual forma como fue realizado con Ric-8A, se estudid el efecto del
silenciamiento de Gaq sobre la formacién del tejido neural por medio del analisis
de la expresion de sox2, observandose la reduccion de su expresion en el lado
inyectado del embrién versus el lado control. Aunque Gaq, al igual que Ric-8A
provoca un efecto sobre el tejido mesodermal y la formacién del tubo neural, los
resultados son diferentes. Si consideramos que el objetivo era determinar, qué
proteina Ga se encuentra regulando estos procesos, en conjunto con Ric-8A, los
resultados obtenidos con Gaq no son comparables a los obtenidos con Ric-8A,
sin embargo, se debe considerar que Ric-8A no solo modula a Gagq, y que el
efecto observado al silenciar esta proteina podria deberse a una sinergia de
efectos sobre distintas cascadas de sefalizacién. Este fue el motivo que llevé a

analizar la funcion de otra Ga, siendo Gai2 seleccionada, por su importancia en
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etapas tempranas de desarrollo, en polaridad celular, divisibn asimétrica, asi
como también antecedentes que reportan su importante rol en la migracion de la
CN craneales (Arriagada, 2012, Tesis de Magister; Villaseca y col., en revision).
Sin embargo, los resultados obtenidos en esta tesis, en conjunto con estudios
que indicaron que la sobreexpresion de Gai2 no afecta al mesodermo dorsal
(Soto y col. 2007) parecen indicar que Gai2 no participa en procesos asociados
a la formacion de mesodermo. Sin embargo, se debe considerar que las
concentraciones de morfolino contra Gai2 empleadas en esta tesis buscaban ser
comparables con las empleadas para Ric-8A y Gaq, por lo que no se empled
concentraciones que sobrepasaran los 35 ng por blastdmero en embriones de 2
células, aun cuando en bibliografia, para estudios de migracion de CN se
emplearon concentraciones de 35 ng en 2 blastdmeros de embriones de 8 células
(Villaseca y col., en revision), por lo que no se descarta que la concentracion de
morfolino empleada durante esta tesis no fuera suficiente para provocar un
fenotipo visible. Siguiendo esta linea, el siguiente punto a determinar fue si Gaq
se encuentra siendo modulado por Ric-8A durante la formacién del mesodermo
dorsal, pese a que los efectos de sus silenciamientos difieren entre si. Para esto,
se realizaron ensayos de epistasis donde se comprob6 que la sobreexpresion de
Gaq era capaz de recuperar la condicion morfante de Ric-8A. Todo esto en
conjunto nos permite sugerir que Gaq se encuentra rio abajo en la misma via de
sefalizacion, junto a Ric-8A, regulando los procesos de formacién del

mesodermo dorsal, y por consecuencia, induccion de la CN, sin descartar la
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regulacion por parte de Ric-8A sobre otras vias de sefalizacion, lo que podria

justificar la diferencia de los resultados entre Ric-8A y Gag.

Para que el proceso de induccion de un tejido se lleve a cabo, se requiere de un
tejido que envie la sefal inductora, asi como un tejido que responda a esta sefial
(Gurdon,1987), en el caso de la CN, se sabe que la zona marginal dorso-lateral
(ZMDL) proveniente del mesodermo dorsal es aquella que envia la sefial,
mientras que el borde de placa neural es quien la recibe (Steventon y Mayor,
2012). En literatura se ha descrito que, si se conjuga tejido de la ZMDL con
caperuza animal, es posible inducir la formacion de CN en esta ultima (Monsoro-
Burg y col., 2003). Ya que en esta tesis se observo que tanto Ric-8A como Gaq
regulan la induccién de CN, asi como también la expresion de marcadores del
mesodermo dorsal, estudiamos si el efecto visto sobre el tejido inductor, es decir,
sobre el mesodermo dorsal esta relacionado con el efecto sobre la induccion de
CN. Como era de esperar, al conjugar ZMDL morfante para Ric-8A con caperuza
animal wild type, no se observoé induccion de la CN, mientras que al realizar el
ensayo de epistasis con una sobreexpresion de Gaq, se rescaté la induccién, lo
mismo sucedié al conjugar ZMDL morfante para Gaq con caperuza animal wild
type, lo que indica que el rol de Ric-8A y Gaq en el proceso de induccion de la
CN estaria asociado al tejido inductor, y ambas proteinas se encuentran en la
misma via de sefalizacién. Por otro lado, en nuestro laboratorio ya se habia

comprobado que no hay efectos sobre la induccion de CN al conjugar ZMDL wild
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type con caperuza animal morfante para Ric-8A (Rodriguez, 2016, tesis de
magister) observandose una induccién normal de la CN, mientras que durante la
realizacion de esta tesis, se comprob6 que al conjugar ZMDL wild type con
caperuza animal morfante para Gaq, aproximadamente el 50% de las
conjugaciones no se formaban, mientras que el otro 50% presentaban un tamafo
mas pequefio y mayor disgregacion celular que las otras condiciones inyectadas,
pero si eran capaces de inducir tejido de CN (data no mostrada). Estos resultados
en conjunto respaldan que dichas proteinas estarian siendo cruciales para la
induccion de CN, especificamente en el tejido inductor, y no en el tejido de
respuesta. Por los efectos observados en el mesodermo dorsal, asi como en el
ectodermo neural y no neural bajo la condicion de disminucion de la
concentracion de Ric-8A o Gaq, podriamos sugerir que estas proteinas son
necesarias para la correcta formacion de los tejidos inductores de la CN, y al no
presentar una correcta formacion estos tejidos inductores, serian incapaz de

conducir a la formacion de la CN.

Aunque hasta el momento hemos demostrado que existen proteinas asociadas
a la via de sefializacion de proteina G heterotrimérica como Gaq y Ric-8A que
estan relacionadas con procesos de induccién de CN, aun existen muchas
proteinas de esta via de sefializacion que podrian estar asociadas a este proceso
y cuyo rol es aun desconocido. Por esto, se decidié determinar, por medio de un

analisis de expresion diferencial usando datos publicos de secuenciacion de ARN
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tejido especifico, qué vias de sefalizacidon y procesos bioldgicos se encuentran
activados o inhibidos, ya sea en el tejido inductor de CN (ZMD) o en la CN
propiamente tal, centrandonos en aquellas asociadas a la via de sefializacion de
la proteina G heterotrimérica. Uno de los problemas que se presentd durante este
analisis fue que no existia data publica de estos tejidos especificos para la
especie Xenopus tropicalis, que fue la especie empleada durante este trabajo de
tesis, en cambio, existian datos de secuenciacion de ARN de tejido especifico
para la especie Xenopus laevis. Sin embargo, a diferencia de la especie X.
tropicalis, X. laevis sufrié una duplicacion de su genoma durante la evolucion, por
lo cual un gran namero de genes presenta 2 isoformas en el genoma, Ly S
(Sessiony col., 2016). Durante el analisis de expresion diferencial, para identificar
a que gen pertenecen las secuencias de ARN analizadas, las comparamos con
el genoma de la especie utilizada. Si una secuencia de ARN se alineaba con mas
de un gen durante el analisis, la eliminamos debido a un “alineamiento ambiguo”.
Como resultado, solo pudimos conservar aproximadamente el 60% de las
secuencias de ARN obtenidas en esta etapa perdiendo alrededor del 40%,
incluyendo los transcritos de Ga y Ric-8A. Cabe destacar que, para poder
extrapolar la data obtenida de una especie (X. laevis) a otra (X. tropicalis), fue
necesario determinar y seleccionar solo los genes ortélogos entre ambas
especies, lo que redujo aun mas la data empleada. Aun asi, fue posible encontrar,
entre los genes diferencialmente expresados, los marcadores tejido-especificos

analizados durante este trabajo de tesis (chd, gsc, snail2), lo que respalda que el
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analisis bioinformético realizado fue correcto, ademas de genes asociados a la
sefalizacion de proteina G, como receptores y proteinas G pequefias, que
apoyan la hipétesis de que esta via estd cumpliendo un rol importante en los

tejidos de ZMD y CN.

Una vez seleccionados los genes diferencialmente expresados, se procedio a
determinar las vias de sefalizacidon que se encontraban enriquecidas en estos
tejidos especificos, con el objetivo de encontrar a la via de sefalizacion de
proteina G heterotrimérica o vias asociadas a esta. Para esto, se empled
BlastKoala, y los resultados se extrapolaron a la base de datos KEGG, sin
embargo, se presentaron una serie de problemas durante el analisis, uno de ellos
es que en la base de datos KEGG no existe la via de sefalizacion de proteina G
por si sola, sino como un complemento de otras vias de sefalizacion, segundo,
gue gran parte de las proteinas pertenecientes a la familia de proteinas G no
podian ser clasificadas en ninguna via de sefializacién por falta de informacion,
por lo que, a pesar de determinar las vias enriquecidas de los genes
diferencialmente expresados en estos tejidos, no fue posible asociar esta
informacion a la sefalizacién de proteina G, por lo que estos resultados fueron
descartados (Resultados no mostrados). Empleando otro enfoque, se seleccioné
la base de datos STRING para determinar interaccion entre proteinas que se
hayan visto asociadas en bibliografia, y de esta manera extrapolar esta

informacion a posibles vias de sefalizacion asociadas a la proteina G
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heterotrimérica, esto se realizé en paralelo con un andlisis de enriquecimiento de
términos GO. Los procesos enriquecidos que arroj6 este analisis coinciden con
los esperados para los tejidos especificos empleados, en el caso de la ZMD, se
encontraron al alza procesos asociados a la especificacion del eje embrionario,
migracion y diferenciacién celular, principalmente. Mientras que en la CN
encontramos procesos como formacion de CN, desarrollo de tejido éseo, sistema
nervioso Yy tejido cardiaco, correspondientes a tejidos derivados de la CN. De la
misma forma, se identificaron proteinas que han sido reportadas, pertenecientes
a vias de seiializacion que participan en dichos procesos, como son las vias de
Wnt, BMP y FGF. Si nos centramos en las proteinas, es posible identificar un
conjunto de ellas que, se han descrito, pertenecen o interaccionan con proteinas
de la via de sefalizacion de proteina G. En los resultados obtenidos para ZMD,
se pudo identificar a la proteina “rgs16” (regulator of G-protein signaling 16), la
cual se asocia con la proteina “ppplr9b-2” (spinophilin), que se ha descrito que
en células HEK293 es capaz de interaccionar con distintos tipos de proteinas rgs
(entre estas rgsl6) y unirlas a los receptores GPCR, permitiendo que esta
proteina regule la actividad de la via (Wang y col., 2005). Por otro lado, es posible
identificar a la proteina “cdc42ep3.L” (cdc42 efector protein 3), la cual se sabe,
es un efector de la proteina “cdc42”, (una proteina de la familia Rho de proteinas
G pequenas). Se ha descrito que “cdc42ep3.L” co-localiza con filamentos de
septina y es capaz de reforzar tanto las redes de septina como de actina, por lo

gue se le ha asociado con la morfologia celular y migracion de tejidos en
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fibroblastos (Farrugia y Calvo, 2016); de acuerdo con el analisis bioinformético
en este trabajo de tesis, se encontrd asociada con “itga2” (integrin alpha 2), una
integrina, sin embargo, no existe informacion aun en bibliografia que respalde
esa interaccion. Considerando que ambas proteinas participan en procesos de
morfologia y migracion celular, seria interesante determinar si realmente pueden
estar funcionando en conjunto. Otra proteina que llamé la atencién en nuestro
analisis fue “fIrt3” (fibronectin leucine-rich repeat transmembrane 3), la cual se ha
descrito siendo parte de un conjunto de vias de sefalizacion y cumpliendo
diversas funciones. Entre ellas, se ha visto que interacciona en cis con receptores
de FGF (FGFR), regulando de esa forma la via de sefalizacion de FGF, por otro
lado, se ha visto a la proteina “fIrt3” modulando la adhesion celular por medio de
su interaccion con cadherinas y protocadherinas, que en el caso de este analisis
bioinformatico, se le puede ver asociada con la proteina “pcdh8.2” (protocadherin
8, gene 2), una protocadherina, a través de la Gtpasa pequefa “Rnd1”, por medio
de la sefnalizacion Activin/Nodal > FIrt3 >Rnd1 - cadherinas. Finalmente, se ha
descrito que “fIrt3” interacciona en trans con la proteina latrofilina-1 (Lphnl), la
cual es un GPCR que regula el desarrollo de sinapsis excitatorias, y cuya
interaccidbn genera la liberacion de calcio proveniente del reticulo
endoplasmatico, probablemente asociado a Gaq (Ogata y col., 2007; O'Sullivan
y col., 2012, Krishnan y Schiéth, 2015). Por ultimo tenemos a las proteinas
‘wntllb” y “pdgfra” (platelet-derived growth factor receptor alpha), de las cuales,

en el caso de “wntllb” se ha descrito que, en conjunto con wnt5, son capaces
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de sefializar a través de la via no canodnica de Wnt/Calcio, en estadios de géstrula
de pez cebra (Westfall y col., 2003), mientras que “pdgfra’, se ha descrito
asociada a receptores pdgfr en conjunto con Ga13 en procesos de migracion
celular en gastrulas de Drosophila, por lo que seria interesante determinar que
rol podria estar cumpliendo en el tejido de ZMD de Xenopus (Wang y col., 2011).
Por otro lado, en los resultados obtenidos en CN, se pudo identificar la presencia
de las proteinas Wnt “wnt4” (via no canoénica) y “wntl0b” (via candnica y no
canonica) que, aunque no se les ve interaccionando con proteinas de la via de
sefalizacion de proteina G, se ha descrito en bibliografia que la proteina “wnt10b”
activa a la proteina G pequefa Racl por medio de la via candnica y no canodnica
de wnt, permitiendo asi que Rac1 transporte a (3-catenina al nucleo, durante la
proliferacion de células endoteliales corneales humanas (Lee y Heur, 2015).
Ademas, se ha descrito a la proteina “wnt4” cumpliendo un importante rol en la
transicion epitelio-mesénquima sufrida por el mesénquima metanéfrico necesaria
para la formacion de nefronas durante el desarrollo renal, por medio de la
activacién de la via no candnica de Wnt/Calcio (Tanigawa y col., 2011). Ademas,
se encontro al gen “serpincl.L” expresado a la baja en CN que, aunque existe
escasa informacion al respecto de sus funciones en este tejido, se sabe que
cumple un importante rol en la inhibicibn de la migracion en neutrofilos,
bloqueando la sefializacién mediada por el receptor IL-8 (CXCR1), via proteina
G heterotrimérica (Roemisch y col., 2002). Finalmente, se destaca la presencia

del gen “cxcll2”, el cual se sabe, es un quimioatractante secretado por las
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placodas para guiar la migracion celular de las CN, activando la via sefializacion
de proteina G heterotrimérica por medio de su union al receptor Cxcr4 (Szabd y
Mayor, 2018). Todos estos resultados en conjunto apoyan la hipotesis de que la
via de sefializacién de proteina G heterotrimérica esta cumpliendo un importante
rol en los tejidos de CN y zona marginal dorsal (junto con el organizador de
Spemann-Mangold), no solo en su formacion, sino también en el desarrollo de
los tejidos que estan relacionados con estos, en conjunto con otras vias de
sefalizacion que se han visto asociadas. Todo esto permite sugerir la posible

conexion entre estas vias y la sefializacion Ric-8A/Gaq en dichos tejidos.

Finalmente, todos los resultados obtenidos durante este trabajo de tesis nos
permiten concluir que las vias de sefializacion de la proteina G heterotrimérica,
principalmente aquellas reguladas por Ric-8A y Gaq son necesarias para la
correcta formacion del mesodermo dorsal, ectodermo neural y no neural y, en
consecuencia, necesarias para la correcta induccion de la CN (Figura 26). Por
otro lado, nuestros resultados bioinformaticos confirman la participacion de otras
vias de sefalizacion tales como Wnt, BMP, FGF, las cuales estarian actuando en
conjunto con la via de la proteina G heterotrimérica durante la induccion y
mantencion de la CN, y en tejidos cruciales para la induccion de la CN, como el
organizador de Spemann-Mangold en la ZMD. Sin embargo, mas estudios son
necesarios para poder definir los mecanismos de interaccion directa entre estas

vias de sefalizacion.
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CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en esta tesis, es posible concluir que:

Ric-8A se requiere para la correcta formacion del mesodermo dorsal,
ectodermo no neural y la induccién de cresta neural.

Gaq se requiere para la correcta formacion del mesodermo dorsal y la
induccion de cresta neural.

Gai2 no seria requerido en procesos de formacion del mesodermo dorsal
y a través de este de la induccion de la cresta neural.

Ric-8A y Gaq estarian siendo parte de la misma via de sefializacién
durante la formacion del mesodermo dorsal.

Ric-8A y Gaq son requeridos para la correcta formacion del ectodermo
neural.

Ric-8A y Gaq son requeridos en el tejido inductor de la cresta neural, es
decir, en la zona marginal dorso-lateral del mesodermo dorsal, durante el
proceso de induccion de la cresta neural.

Las vias de sefalizacion de proteina G heterotrimérica se encuentran
activas en los tejidos de la zona marginal dorsal (organizador de
Spemann-Mangold) durante la gastrula, y cresta neural/placodas en
néurula, en conjunto con otras vias de sefalizacion como Wnt, BMP y

FGF.
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Figura 26. Modelo Final. En el modelo candnico (primera fila), la zona marginal dorso-lateral induce la formacion de cresta
neural en el borde de placa neural en etapas de gastrula. Luego el mesodermo intermediario, ectodermo neural y no neural
inducen y mantienen al tejido de cresta neural en etapas de néurula. En la condicion morfante para Ric-8A (segunda fila), la
formacion del mesodermo dorsal y la sefial inductora proveniente de la zona marginal dorso-lateral se ven afectadas, por lo
gue no se induce la formacion de la cresta neural, y se genera la expresion ectopica de los tejidos de ectodermo neural y no
neural en etapa de néurula. En la condicién morfante para Gaq (tercera fila), la formaciéon del mesodermo dorsal y el tejido
pam-mesodermal se ven afectados en etapas de gastrula, asi como la sefializacion inductora de cresta neural proveniente de
la zona marginal dorso-lateral, lo que lleva a la ausencia de cresta neural y placa neural en las etapas de néurula. Finalmente,
se plantea como modelo final (cuarta fila) que la sefializacion de Ric-8A/Gaq es necesaria para el proceso de induccion de

cresta neural, en conjunto con las vias de sefalizacidén ya descritas en etapas de gastrula y néurula (BMP, Wnt, FGF).
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ANEXOS

6Myc-Ric-8A
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Anexo |I.

Ensayo de Western blot empleando un anticuerpo anti-myc para la deteccién de la

proteina 6myc-Ric-8A. Se observa que, en presencia de MoRic-8A, se bloguea

eficientemente la traduccion del ARNm de Ric-8A, en comparacion con la condicion

control, lo que respalda la eficiencia del silenciamiento del morfolino empleado

(Fuentealbay col., 2013)
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Anexo Il.

Ensayo de Western blot para la deteccion de la proteina Gag. Se observa que, en
comparacion con la condicion wild type (WT), hay una disminucién de la proteina Gaq
en la condicion MoGagq, lo que respalda la eficiencia del silenciamiento del morfolino
MoGaq empleado en esta tesis, ya que es capaz de bloquear eficientemente la

traduccion del ARNm de Gaq (Rodriguez, 2016, Tesis de Magister)
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Anexo lll.

Ensayo de Western blot para la deteccion de la proteina Gai2. Se observa que, en
comparacion con la condicién wild type (WT), hay una disminucién de la proteina Gai2
en la condicién MoGai2, lo que respalda la eficiencia del silenciamiento del morfolino
MoGai2 empleado en esta tesis, ya que es capaz de bloquear eficientemente la

traduccion del ARNm de Gai2 (Villaseca, 2023, Tesis de Doctorado)
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Anexo IVA
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Anexo IV.

(IVA) Hibridacion in situ contra citoqueratina epidermal en embriones de X. tropicalis en

estadio 14 y 18 inyectados con ARN de horquilla corta (ShRNA) contra Ric-8A y shRNA
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contra luciferasa como control, donde no se observa alteracién del marcador en ambas
condiciones. (IVB) Hibridacion in situ en cortes transversales contra marcador
citoqueratina epidermal en embriones estadio 14 inyectados con shRNA contra Ric-8A,
donde se observa expresion del marcador en ectodermo neural en lado inyectado (Li)
versus lado no inyectado (Lni). La flecha naranja indica la presencia o ausencia del

marcador en cada lado. (Toro-Tapia, 2012, Unidad de Investigacion)
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