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Resumen

La cresta neural (CN) es una poblacion transitoria de células multipotentes
cuya formacion ocurre temprano en el desarrollo. Al cerrarse el tubo neural, las células
sufren una transicion epitelio-mesénquima, luego delaminan, migran y finalmente se
diferencian en diversas estructuras. Cada etapa del desarrollo de las células de cresta
neural (CCN) esta caracterizada por la activacion de ciertos factores de transcripcion
fundamentales para el éxito de las mismas. La expresion de estos factores es
estrictamente regulada por varios mecanismos, siendo uno de ellos los microARNSs.
Nuestro objetivo es contribuir al conocimiento del rol que cumplen los microARNs
durante el desarrollo de las CCN. En este trabajo se analizaron los efectos de la
alteracion de la biogénesis de microARNs en embriones de pez cebra, con un enfoque
en los derivados craneofaciales de la CN. Se analiz6 ademas el efecto de los
microARNs sobre el gen especificador de la CN sox9b y sobre el gen del colageno
mayoritario en cartilago, col2a1. A su vez, se disefiaron dos sondas para la deteccion
in situ de sox9b y se detecté un microARN por RT-qPCR. En conjunto, los resultados
obtenidos sugieren que los microARNs estan involucrados en la regulacion de dichos
genes al haber observado cambios en los niveles de mensajero de sox9b, en el patron
de expresion espacio-temporal de col2al y en los parametros craneofaciales
estudiados.



1 Introduccion

1.1 Pez cebra
1.1.1 Caracteristicas y ventajas del pez cebra como animal modelo

El pez cebra (Danio rerio) es un pez teledsteo originalmente descubierto en el
noreste de India, que habita generalmente en cuerpos de agua poco profundos con
temperaturas que pueden variar entre los 12-39°C, siendo 28,5°C la 6ptima para su
crecimiento y desarrollo (Parichy, 2015). Estos peces son organismos omnivoros, sin
requerimientos dietarios estrictos. Ademas, presentan dimorfismo sexual: los machos
tienden a ser pequefios, estilizados y con una tonalidad amarilla, mientras que las
hembras son grandes y con cuerpo redondeado (Figura 1.1) (Spence et al., 2007).

Figura 1.1 - Ejemplares adultos de pez
cebra. Superior: macho; inferior: hembra.
Adaptado de Parichy 2015.

La forma de fecundacidn y el desarrollo embrionario del pez cebra son
externos. Las hembras expulsan los ovocitos al medio y son rapidamente fecundados
por los espermatozoides liberados por el macho. Los ovocitos poseen una cobertura
de fibras de glicoproteinas, llamada corion, que sirve de proteccion mecanica.
Aproximadamente después de 2-3 dias de haber sido fecundados, los embriones
rompen la cobertura, son liberados al medio y pasan a llamarse larvas (Bonsignorio
et al., 1996; Spence et al., 2007).

El pez cebra se convirtié en un importante modelo para el estudio del desarrollo
embrionario en vertebrados y de enfermedades humanas (Rubinstein, 2003). Se
detallan a continuacién las caracteristicas mas sobresalientes que lo hacen atractivo

como un buen modelo:



e Los adultos pueden cruzarse de forma sencilla y eficaz, dando lugar a centenas
de embriones por pareja por semana, siendo los embriones relativamente

grandes (0,5 cm) y con un desarrollo rapido.

e No tienen altos requerimientos alimenticios y se los puede mantener en

espacios reducidos, permitiendo una alta densidad de ejemplares.

e Sus embriones son transparentes, permitiendo que multiples procesos del
desarrollo sean detectados en ejemplares vivos sin necesidad de excesiva
manipulacion. Para sistemas craneofaciales, esto es cierto también hasta unos
pocos dias después de la fecundacion, ya que los elementos esqueléticos se
encuentran bajo una capa delgada de tejido y pueden ser facilmente
observados (Parsons et al., 2011).

e Existe una miriada de técnicas aplicadas a los embriones y larvas, entre ellas
manipulacion génica, microinyeccion, generacion de lineas transgénicas y
mutantes, métodos de trasplante y estudios de nuevas drogas (Braunbeck et
al., 2015; Parichy, 2015).

e Sugenoma fue secuenciado y presenta alta homologia de secuencia con el de
humanos (compartiendo hasta el 70%), permitiendo extrapolar los resultados
obtenidos (Parichy, 2015; Parsons et al., 2011).

e En particular, numerosos trabajos cientificos han contribuido a dilucidar las
vias de sefalizacion que dirigen las actividades celulares y las interacciones
entre tejidos necesarias para el correcto desarrollo de las estructuras
craneofaciales (Parsons et al., 2011).

1.1.2 Estadios del desarrollo embrionario del pez cebra

El desarrollo de los embriones de pez cebra es facilmente observable y
relativamente rapido. Una forma de describir cronol6gicamente el desarrollo consiste

en dividir el proceso en 8 etapas (Kimmel et al., 1995):

1. Zigoto (0 - %h): El huevo recién fecundado cursa el primer ciclo celular (Figura
1.2 A).



2. Divisiones (% - 2 4h): Los ciclos celulares 2 a 7 ocurren rapidamente y de
forma sincronizada (Figura 1.2 B-G).

3. Blastula (2 74 - 5 Y4ah): Ciclos de division celular metasincronicos rapidos dan
lugar a ciclos mas largos asincronicos. Comienza el periodo de epibolia (Figura
1.2 H-M).

4. Gastrula (5 %2 - 10h): Ocurren los movimientos de involucion, convergencia y
extension del epiblasto, hipoblasto y eje embrionario (Figura 1.2 N-R).

5. Segmentacion (10 - 24h): Se desarrollan los somitos, el arco faringeo
primordial y los neurdmeros. Aparecen la cola, organogénesis primaria y

primeros movimientos (Figura 1.2 S-Y).

6. Faringula (24 - 48h): Se endereza el embridon desde la curvatura alrededor del
saco vitelino. Comienzan a desarrollarse la circulacion, pigmentacion y aletas
(Figura 1.2 Z-AD).

7. Eclosion (48- 72h): Se completa la morfogénesis de los sistemas de 6rganos
primarios y se desarrollan los cartilagos de la cabeza y aleta pectoral

8. Larvatemprana (mas de 72h): Se infla la vejiga natatoria. Las larvas comienzan

a nadar activamente y desarrollan comportamientos de busqueda de alimento.

Dado que los embriones, incluso los pertenecientes a una misma camada, se
desarrollan a ritmos distintos, es mas conveniente definir los estadios por ciertas
caracteristicas morfolégicas que por el tiempo transcurrido desde la fecundacion
(horas post-fecundacion: hpf, o dias post-fecundacioén: dpf). Por otro lado, se puede
variar la temperatura de incubacion para acelerar o ralentizar el desarrollo del
embrion. Aun asi, la confirmacion del estadio correspondiente analizando las
caracteristicas por lupa o microscopio con sistema Nomarski es lo correcto (Kimmel
et al., 1995).



Figura 1.2 - Estadios embrionarios del pez cebra:

1- A) Una célula.

2- B) 2 células; C) 4 células; D) 8 células; E) 16 células; F) 32 células; G) 64 células.

3- H) 256 células; ) 512 células; J) Ovalo; K) Esfera; L) Domo; M) 30% Epibolia.

4- N) 50% Epibolia; O) Escudo; P) 70% Epibolia; Q) 90% Epibolia; R) Brote caudal.

5- S) 2 somitos; T) 4 somitos; U) 8 somitos; V) 13 somitos; W) 17 somitos; X) 20 somitos; Y) 25 somitos.
6- Z) 24hpf; AA) 28hpf lateral; AB) 28hpf dorsal; AC) 36hpf; AD) 48hpf.

7- AE) 60hpf; AF) 72hpf lateral; AG) 72hpf dorsal

Adaptado de Kimmel et al., 1995.



1.2 Cresta neural
1.2.1 Caracteristicas y origen de la cresta neural

La cresta neural (CN) es una estructura ubicada sobre el tubo neural y esta
formada por células que proliferan e invaden distintas regiones del organismo por
medio de una extensa migracion (Kelsh & Raible, 2002). Estas células transitorias y
pluripotentes pueden dividirse en dos regiones, la craneal y la troncal, segun su
ubicacion en el embridn y los derivados a los que dan lugar (Kelsh & Raible, 2002). A
partir de ambas regiones pueden derivar células neuronales, de la glia y de Schwann,
melanocitos y células endocrinas (Dupin & Le Douarin, 2014)(Figura 1.3). De la region
cefalica ademas se diferencian tendones, musculo liso, osteocitos y condrocitos
craneofaciales, células de la cérnea y estructuras dentaria y cardiacas (Dupin & Le
Douarin, 2014; Theveneau & Mayor, 2012).

CN craneal CN troncal

—)
—
Region cefalica/ \ Regioén troncal
Células neuronales Células neuronales,
Células de la Glia de la Glia y de Schwann

Células de Schwann

Melanocitos
Melanocitos

Células endocrinas
Células enddcrinas

Osteocitos y condrocitos craneofaciales
Tendones y musculo liso
Odontoblastos

Septo cardiaco

Células de la cornea

Figura 1.3 — Derivados de la CN, segun su origen espacial. Arriba
se muestra un embrién de 24 hpf con la CN craneal marcada en
verde y la CN troncal en lila. Abajo, un ejemplar adulto con la region
cefalica marcada en verde y la troncal en lila.



La formacion de la CN se da por un proceso llamado neurulacion. La
especificacion del neuroectodermo es la primera etapa hacia el desarrollo de la CN y
se denomina “induccion neural”’. La misma ocurre al inicio de la gastrulacion, cuando
el endodermo secreta factores que promueven o inhiben la induccion neural en el
ectodermo. Entre los elementos mas importantes se encuentran los factores
extrinsecos de sefializacion como las proteinas Bone Morphogenic Proteins (BMP),
Wingless-Integrated (Wnt) y Fibroblast Growth Factors (Fgf), como asi también
factores de transcripcion intrinsecos, principalmente la familia de los genes Sox
(Schmidt et al., 2013).

Una vez especificado, el neuroectodermo forma la placa neural y las células
que se encuentran en el borde formaran la CN. Durante la somitogénesis, la placa
neural converge dando lugar a una primera estructura llamada quilla neural que se
fusiona a lo largo de la linea media dorsal y forma el cilindro neural (Kimmel et al.,
1995; Papan & Campos-Ortega, 1994; Schmidt et al., 2013). Por ultimo, el tubo neural
se estructura durante la neurulacién secundaria, donde el cilindro neural se ahueca
por repetidas divisiones celulares en la region central (Figura 1.4) (Kimmel et al., 1995;
Schmidt et al., 2013).

Placa neural

Ectodermo no neural

Borde de la placa neural,

B

Figura 1.4 - Desarrollo de la CN.

A. Inicio de la convergencia de la placa
neural

B. Formacion de la quilla neural

C. Formacién del cilindro neural

Cilindro neural I 4 D. Neurulacién secundaria

En gris se muestra el ectodermo no neural, en
verde las células que finalmente formaran la CN
y en celeste las células que daran lugar al tubo

neural. Las flechas representan los movimientos
celulares.




1.2.2 Delaminacion y migracion de la CN

La formacion del tubo neural es seguida por la delaminacién y migracién de las
células de la cresta neural (CCN, Figura 1.5) (Theveneau & Mayor, 2012). Para esto,
las CCN sufren una transicion epitelio-mesénquima (TEM), proceso que se asemeja
al que cursan las células cancerigenas al iniciar metastasis. Las CCN epiteliales
sufren profundos cambios fenotipicos como ser la pérdida de adhesion célula-célula
y de polaridad y adquieren propiedades migratorias e invasivas (Thiery et al., 2009).
La delaminacion, definida como la separacion de las CCN de las células
neuroepiteliales, requiere de una completa o parcialmente completa TEM e involucra
un amplio rango de mecanismos celulares (Theveneau & Mayor, 2012).

El comienzo de la delaminacion de las células de la regidn craneal varia de
acuerdo a la especie, siendo en pez cebra posterior a la neurulacion secundaria
(Martik & Bronner, 2017). En esta region las CCN inician la migracion en conjunto
para luego dividirse en distintos caminos (Theveneau & Mayor, 2012). Estas células
daran lugar principalmente a los condrocitos y osteocitos craneales y vesiculas éticas,

entre otras estructuras.

Por otro lado, en todos los modelos animales la delaminacion de las células de
la region troncal ocurre luego de la formacidon del tubo neural y se da de forma
progresiva (Theveneau & Mayor, 2012). Sin embargo, las vias de migracion de las
células troncales presentan diferencias entre especies. Por ejemplo en pez cebra,
estas células comienzan a moverse entre la epidermis y los somitos a lo largo de toda
la region troncal, hasta diferenciarse en melanocitos y células neuronales, entre otras
(Theveneau & Mayor, 2012).

A Ectodermo no neural B C

Figura 1.5 — Delaminacién y migracion de la cresta neural. A: CN al finalizar la formacion del tubo neural. B:
Delaminacién de las CCN. C: Migracion de las CCN. En gris se muestra el ectodermo no neural, en verde las
células que finalmente formaran la CN, y en celeste las células que daran lugar al tubo neural. Las flechas
representan los movimientos celulares.



A medida que las CCN migran y colonizan diferentes partes del embrion, sufren
otra transicidn reciproca a la TEM, nombrada transicion mesénquima-epitelial,
mediada por un programa de regulacion génica que compartimentaliza los
progenitores de la CN en territorios con estados regulatorios distintivos (Simoes-
Costa & Bronner, 2015). De esta forma, las células migratorias se agregan en
complejas organizaciones, finalmente contribuyendo a los érganos y estructuras
derivadas de la CN (Simoes-Costa & Bronner, 2015).

1.2.3 Red regulatoria génica

Un aspecto fundamental del estudio del desarrollo embrionario es entender los
mecanismos de generacion de células diferenciadas a partir de precursores
multipotentes. En el caso de la CN, multiples factores de transcripcion y moléculas de
sefializacion estan involucrados en los procesos de formacion y diferenciacion,
organizados en forma de niveles témporo-espaciales (Martik & Bronner, 2017). La
interaccidn de estos factores con los genes que regulan es lo que se llama red
regulatoria génica (Greenhill et al., 2011).

El proceso de neurulacibn comienza con la accién concertada de Fgfs e
inhibidores de BMP y Wnt que desencadenan la activacion de la transcripcion de
genes neurales (Streit et al., 2000). Un balance entre las sefiales de BMP y Wnt,
provenientes de las regiones laterales del embrion, y sus inhibidores, provenientes de
las regiones medias, produce un gradiente medio-lateral de actividad de estas
sefales. En un nivel intermedio de estas sefiales se originara el borde de la placa
neural (Figura 1.6) (Simoes-Costa & Bronner, 2015).

Inhibidores — BMP/
de BMP/Wnt 1 - Wnt
Genes especificadores
del borde de
la cresta neural Figura 1.6 — Simplificacion de una seccién de la Red
l regulatoria génica de la CN, con algunos de los genes

principales.
\
CFoxd(i Sox10 Sox9 Snai1/2
|

Neuronas

i i Melanocitos
Cadherina-N___Cadherina-7

Condrocitos
Células de Schwann
Transicion Epitelio-Mesénquima



La futura CN se ve evidenciada por la activacion de la expresion de los genes
especificadores del borde de la placa neural, tales como Tfap2a, Zic1 y DIx5/6
(Simoes-Costa & Bronner, 2015). Dichos genes permiten el pasaje a la siguiente
etapa: la especificacién de la CN, marcada por la expresién de genes como Foxd3,
Sox9/10 y Snai1/2 (Martik & Bronner, 2017). Estos ultimos factores son capaces de
regularse entre si como también activar otros genes y promover la TEM. Por ejemplo,
se ha reportado en pollo que Sox70 y FoxD3 reprimen N-Cadherina y que FoxD3 a
su vez activa Cadherina-7, lo cual es esencial para permitir la delaminacién de las
CCN (Cheung et al., 2005). Varios de estos especificadores son auto-regulados y
mantienen su expresion a lo largo de la migracion. Es esencial entonces una
estabilidad regulatoria ya que las células migratorias deben mantener cierta
plasticidad al mismo tiempo que adquieren motilidad y responden a distintos

estimulos hasta llegar a su destino (Martik & Bronner, 2017).

1.3 Sox9b
1.3.1 Proteinas Sox9

La familia de proteinas Sox incluye a todas aquellas que contengan el dominio
de union a ADN llamado SRY-related HMG-box, el cual reconoce la secuencia
consenso AACAAT (Mertin et al., 1999). Mas de 20 genes Sox han sido
caracterizados y muchos de éstos actuan como factores transcripcionales en
diferentes vias del desarrollo embrionario (Chiang et al., 2001). Uno de estos genes
es Sox9, que actua en el desarrollo de la CN y en la diferenciacion de algunos de sus
derivados, como los condrocitos y osteocitos. Debido a un evento de duplicacion
genomica especifica de los teledsteos ocurrido aproximadamente hace 330 millones
de afnos, muchos de los genes de estos peces se encuentran duplicados (Glasauer &
Neuhauss, 2014). La combinacion de mutaciones y presién de seleccién puede
producir que se mantengan ambas copias repartiéndose las funciones (sub-
funcionalizacion), adquiriendo nuevas (neo-funcionalizacidén) o que se pierda alguna
de las copias. En pez cebra existen dos ortdlogos de Sox9, llamados sox9a 'y sox9b,
los cuales se repartieron las funciones originales (Chiang et al., 2001; Yan et al.,
2005).



1.3.2 Expresion de sox9b

Los primeros indicios de expresion de sox9b se detectan por hibridacion in situ
en el estadio de 90% de epibolia (aproximadamente 9hpf) en regiones del futuro
neuroectodermo, marcandose mas intensamente hacia las 10hpf (Li et al., 2002).
Desde el inicio de la segmentacion hasta el estadio de 10 somitos (10 'z - 14hpf), se
aprecia expresion en el romboencéfalo, mesencéfalo y la CN. Esto concuerda con los
estudios de regulacion génica, donde Sox9 (sox9b en caso de pez cebra) se
encontraba presente al momento de la especificacion de la CN, actuando como
activador de varios genes, entre ellos snai1b, foxd3 y sox10 (Dutton et al., 2008; Yan
et al., 2005). En el estadio de 18 somitos (18pf) se puede apreciar ademas una leve
expresion en la region de la notocorda (Li et al., 2002).

Al momento de la migracion celular, la transcripcién de sox9b se apaga para
luego ser re-expresado en algunos derivados de la CN, como cartilagos
craneofaciales y rudimentos de las aletas pectorales (Li et al., 2002). Su actividad no
es necesaria para la migracion, pero es esencial para establecer el tamafio de la
poblacién de células que expresan dIx2a, un marcador de células pre- y post-
migratorias de la CN craneal (Kelsh & Raible, 2002; Yan et al., 2005). En el caso de
los cartilagos, la expresidn se observa principalmente al inicio de la condrogénesis, y
sus niveles disminuyen a medida que se concreta la diferenciacion celular (Chiang et
al., 2001). Mutantes homocigotas para sox9b en pez cebra muestran un fenotipo
donde su eje corporal no se endereza correctamente, adoptando una forma curvada,
lo cual se ha atribuido a la falta de expresion en la notocorda a las 18hpf (Yan et al.,
2005).

1.3.3 Rol de sox9b en el desarrollo los derivados de la cresta neural.

Ambos sox9a y sox9b son esenciales para la condrogénesis, cumpliendo en
conjunto las funciones atribuidas al ortdlogo Sox9 de otros vertebrados. Embriones
de pez cebra mutantes homocigotas para sox9b muestran reducciones de tamafio en
los arcos faringeos y algunos cartilagos craneales (Yan et al., 2005). Ademas, los
embriones mutantes presentan un numero reducido de iridéforos, oidos y otolitos mas
pequefios y la mayoria de los huesos craneofaciales estan ausentes (Yan et al.,
2005).
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El endodermo faringeo es esencial para la formacién de algunos cartilagos
craneofaciales. Los factores runx3y egr1 activan a sox9b en ese tejido, el cual regula
la proliferacion, muerte celular y arreglos espaciales de los condrocitos (Dalcq et al.,
2012; Yan et al., 2005). Ademas, sox9b activa de manera indirecta al gen runx2, un
factor requerido para la diferenciacion de los condrocitos y osteoblastos (Dalcq et al.,
2012).

El gen col2a1 codifica para el colageno mayoritario presente en el cartilago, el
colageno de tipo Il (Yan et al., 1995). Larvas de pez cebra mutantes para sox9b
presentan un patrén de expresion de col2a7 reducido en los arcos faringeos y en las
aletas pectorales (Yan et al., 2005). Ademas, se encontr6 que sox9b regula
positivamente la expresion de determinados microARNs involucrados en la

condrogénesis (Nakamura et al., 2012).

1.4 microARN
1.4.1 Funcion de los microARNs

Existen cuatro tipos principales de ARNs pequefios involucrados en vias de
silenciamiento génico (Kloosterman & Plasterk, 2006). Uno de estos, los microARNSs,
corresponde a elementos de aproximadamente 22 nucledtidos de simple cadena,
endogenos y no codificantes que actuan a nivel de estabilidad de los ARNm y de
regulacion traduccional (Kloosterman & Plasterk, 2006). Un unico microARN puede
regular diversos ARNm y un ARNm puede estar regulado por varios microARNs en
accion concertada (V. N. Kim, 2005). Esta predicho que en mamiferos, alrededor del
50% de los genes codificantes de proteinas estan regulados por microARNs y que

cambios en su expresion deriva en multiples patologias humanas (Krol et al., 2010).

Una gran parte de los microARNs de distintas especies, como H. sapiensy C.
elegans, estan ubicados en regiones intergénicas o en segmentos intronicos de otros
genes, ya sea en la cadena sentido o antisentido, y cerca del 50% se encuentra
cercano a otros microARNs (V. N. Kim, 2005). Pueden ser transcriptos a partir de
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promotores propios y en el caso de agrupamientos o clusters pueden generarse
transcriptos primarios policistrénicos (V. N. Kim, 2005; Lee et al., 2002).

El complejo efector de la regulacion es generalmente llamado miRISC (del
inglés miRNA-containing RNA-induced silecing complex, complejo silenciador
inducido por ARN mediado por microARN). Esta formado principalmente por el
microARN y una proteina de la familia Argonauta, llamada AgoZ2 en pez cebra (Bartel,
2009). La clave del mecanismo de accion reside en la llamada “region semilla” del
microARN, comprendida por los nucledtidos 2 a 7 (Lewis et al., 2005). Estas bases
son las que presentan complementariedad con el ARNm del gen a regular. Una vez
formado el complejo ARNm-miRISC, la endonucleasa Ago2 cataliza el corte del
ARNmM, desencadenando asi un proceso de degradacién (Pasquinelli, 2012). El
complejo miRISC es también capaz de reclutar otras proteinas involucradas en otros
mecanismos de regulacion por microARN como inhibicion del inicio o progreso de la
traduccion, deadenilacion o incluso estimulacion de la traduccion (Figura 1.7) (Krol et

al., 2010; Pasquinelli, 2012).
miRISC
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Figura 1.7 — Mecanismos de regulacion mediados por miRISC. A: Corte nucleolitico del ARNm, seguido de
degradacion. B: Inhibicién del inicio de la traduccion. C: Inhibicién de la continuacion de la traduccién. D:
Deadenilacion del ARMm seguida de degradacion. E: Estimulacién de la traduccion. En celeste se representa el
miRISC, en violeta el ribosoma, en rosa el complejo de deadenilacién, en naranja la caperuza de m’G y en verde
la cola de Poli-A.

Como se menciond anteriormente, los microARN estan involucrados en
muchos eventos celulares como la miogénesis, cardiogénesis, apoptosis,

metabolismo, morfogénesis del encéfalo, osteogénesis y condrogénesis (Dong et al.,
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2012; Z. Huang et al., 2010; Kloosterman & Plasterk, 2006). Estos también juegan un
papel importante durante el desarrollo de la CN, habiéndose identificado y descripto
microARNSs en las etapas de especificacion del borde de la placa neural y de la CN,
durante la migracion y la diferenciacion de los distintos derivados (Weiner, 2018).

1.4.2 Biogénesis de microARN

El proceso de biogénesis de los microARNs se resume en la Figura 1.8. La
sintesis comienza con la transcripcion mediada por la ARN-polimerasa Il de un
fragmento de ARN que puede alcanzar varios miles de bases de longitud. Este
transcripto primario, llamado pri-microARN, forma una estructura de tallo-burbuja y
puede poseer una cola de poli-A y una caperuza de m’G (Lee et al., 2004). En el caso
de los microARNs intronicos (mirtrons), el pri-microARN surge a partir del
procesamiento por corte y empalme del transcripto primario y no posee estos
elementos (V. N. Kim, 2005). Este transcripto primario es procesado en el nucleo por
la enzima RNasa Il Drosha junto con Dgcr8, liberando un precursor de microARN de
aproximadamente 70nt, llamado pre-microARN, y los fragmentos flanqueantes son
generalmente degradados (V. N. Kim, 2005; Krol et al., 2010). Posteriormente, el pre-
microARN es exportado al citoplasma a través del poro nuclear mediado por el
receptor de transporte nuclear Exportin-5 (V. N. Kim, 2005).

La enzima RNasa Ill Dicer, presente en el citoplasma, es una proteina
multidominio de 200kDa involucrada en varios procesos de la biogénesis de
microARNSs. Esta formada por dos dominios RNasa Ill (RIIID), un dominio de unién a
ARN doble hebra (dsRBD), la caja DEAD (utiliza la hidrdlisis de ATP para separar
duplex de ARN) y el dominio PAZ (dominio de unién a ARN presente en proteinas
Dicer y Argonauta, con preferencia por extremos 3’) (Krol et al., 2010). En primer
lugar, Dicer interacciona con el pre-microARN, escindiendo la regién burbuja y
produciendo un duplex de microARN de aproximadamente 22nt. Luego, una de las
hebras (llamada hebra guia) es seleccionada y cargada en el complejo miRISC (V. N.
Kim, 2005). La otra hebra, llamada hebra pasajera, es rapidamente degradada. Dicer

es considerada una enzima central en el procesamiento de microARN, sin embargo
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recientemente se describio la posibilidad de que algunos microARNSs salteen su corte

nucleolitico para ser escindidos por Ago2 (Cifuentes et al., 2010).

NA ol-1l
I
p

Nucleo Citoplasma
Drosha/Dgch

g Exportin-5 g

5

{ \niRISC

Figura 1.8 — Biogénesis de microARN.

1: Transcripcion y modificacion postranscripcional de un pri-microARN exdnico.

2: Transcripcion y modificacion postranscripcional de un gen que contiene un pri-microARN intrénico.
3: Procesamiento por corte y empalme y liberacion del pri-microARN intrénico

4: Procesamiento por Drosha/Dgcr8 para generar el pre-microARN

5: Transporte al citoplasma del pre-microARN mediado por Exportin-5

6: Procesamiento por Dicer para generar el microARN, y ensamblaje del miRISC

7: Reconocimiento de ARNm diana

8: Corte del ARNm diana

En rojo se representa la ARN-polimerasa Il, en violeta el complejo Drosha/Dgcr8, en azul el receptor Exportin-5,
en amarillo la enzima Dicer, en celeste el complejo miRISC, en naranja la caperuza de m’G y en verde la cola de
Poli-A

1.4.3 Importancia de Dicer en el desarrollo de la CN

La enzima Dicer1 es esencial durante el desarrollo embrionario del pez cebra
(Wienholds et al., 2003). Mutantes homocigotas para este gen muestran un arresto
del desarrollo alrededor de los 8dpf y no logran sobrevivir las 3 semanas. Es posible
eliminar el aporte materno de Dicer1 al reemplazar las células germinales de
embriones tipo salvaje con células germinales mutantes dicer? (Giraldez et al., 2005).
Las cruzas de estos peces producen embriones mutantes materno-zigéticos que no
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generan microARNs maduros y muestran defectos morfogénicos exacerbados. En
ratones, el silenciamiento de Dicer en células post-migratorias de la CN mostr6é que
éste es un gen esencial para la supervivencia celular (Zehir et al., 2010). Otro estudio
revel6 que ratones con inactivacion de Dicer en las CCN eran letales, y padecian
severas anormalidades en la morfogénesis y organogénesis craneofaciales (Nie et
al., 2011). Si bien existen microARNs asociados a la etapa de diferenciacion de la
CN, aun quedan aspectos por dilucidar sobre su rol en las complejas redes de

regulacion geénica.
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2 Objetivos

El objetivo general de este trabajo de tesina es contribuir al conocimiento actual
de la regulacién de la expresiéon génica mediada por microARNs durante la

especificacidon de la cresta neural.
Los objetivos particulares planteados son los siguientes:

1-Analizar mediante RT-qPCR e hibridacion in situ los niveles de expresion del
gen sox9b en embriones de pez cebra controles, depletados de Dicer1 y mutantes de
Dicer1.

2-Detectar mediante ensayos de gen reportero la regulacién de la expresion
de Sox9b por microARNSs.
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3 Materiales y Métodos

3.1 Medios y soluciones

LB:

LB-Agar:

PBS 10x:

PFA 4% en PBS 1x:

Solucién de Alcian Blue

Solucién de Blanqueo AB

Solucién de Blanqueo WISH

Solucién de Bloqueo

Solucién de Hibridacion

LB en polvo 2,5% (p/v)

LB liquido
Agar 2% (p/v)

NaCl 1,4M

KCI 27mM
Na:HPO4 100mM
KH2PO4 18mM
pH=(7,2-7,4)

PFA 4% (p/v)
PBS 1x
pH=7

HCI 0,37% (v/v)
Etanol 70% (v/v)
Alcian Blue 0,1% (p/v)

KOH 1% (p/v)
H2021,5% (v/v)

SSC 0,5x
Formamida 5% (v/v)
H202 10% (v/v)

PBST 1x
BSA 0,2% (p/v)
Suero Fetal Bovino 5% (v/v)

Formamida 50% (v/v)

SSC 5x

Heparina 0,005% (p/v)
ARNt de Torula 0,05% (p/v)
Tween20 0,1% (v/v)

Acido Citrico 1M
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Solucion de Siembra ADN 10x:Azul de bromofenol 0,25% (p/v)
Xilene cyanol 0,25% (p/v)
Glicerol 30% (v/v)

Solucién de Tincion Tris HCI pH=9,5 1M
NaCl 10mM
Tween20 0,1% (v/v)

SSC20x NaCl 3M
Citrato de Sodio 300mM
pH=7

TAE 50x Tris 2M
Acido acético 1M
EDTA 50mM

3.2 Manipulacién de muestras biologicas
3.2.1 Etica en el manejo de animales de laboratorio

El manejo de los peces y sus embriones se llevd a cabo segun lo estipulado
en las principales pautas nacionales e internacionales de bioética animal. El proyecto
de tesina fue aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales
de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Cs. Bioquimicas y Farmacéuticas de la
UNR (Resolucion decanal N° 207/2018).

3.2.2 Condiciones de cuidado del pez cebra

Los ejemplares de pez cebra utilizados se encontraban en sistemas de
temperatura controlada de 27+1°C y bajo un ciclo de luz:oscuridad de 14:10 horas.
Los acuarios contenian agua de ésmosis inversa y un sistema cerrado de filtrado
bioldgico, fisico y quimico para mantener las condiciones ideales de pH (cercano a 8)
y concentracion de oxigeno disuelto (mayor a 5mg/L). Los peces fueron alimentados
3 veces al dia alternando entre comida seca comercial y cultivos de Artemia spp.

En nuestro acuario se cuenta con distintas lineas de pez cebra. En el presente

trabajo se han utilizado las siguientes:
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Salvaje:

o AB: Deriva de las lineas A y B, originarias de una tienda de mascotas

de Oregon, EEUU. Aquellas hembras que daban lugar a progenie sana
fueron utilizadas para generar la linea cruzandolas con machos no
seleccionados.

AB/TU: Peces provenientes de una tienda de mascota de Tubingen,
Alemania, fueron mantenidos por 6 afios en un laboratorio acumulando
mutaciones recesivas. Estos peces fueron cruzados con peces AB, y
aquellas cruzas que dieron lugar a embriones sin fenotipos recesivos
originaron la linea AB/TU.

Gra: Linea que se origind en nuestro acuario en el afio 2005 a partir de
peces provenientes de una tienda de peces de Rosario, mantenidos de
forma endogamica. Su fundamental caracteristica es que son robustos
y mas resistentes a enfermedades que las dos lineas salvajes antes

mencionadas.

Mutante:

o dicer1sa92%:; |inea generada por el Proyecto de Mutaciones de Pez

Cebra (Zebrafish Mutation Project, ZMF) en el Wellcome Trust Sanger
Institute, Reino Unido, a partir de embriones AB. Una mutacion puntual
en el exdn 9 del gen dicer1 produce una proteina trunca inactiva. Peces
adultos heterocigotas son mantenidos en el acuario debido a que los

homocigotas son letales.

3.2.3 Obtencion de embriones de pez cebra

Para obtener los embriones, aquellos adultos seleccionados para cruza fueron
mantenidos en acuarios a 28,5°C durante la noche y separados los machos de las
hembras, para estimular el comportamiento de apareamiento. A la mafiana siguiente,
se juntaron hembras y machos en una canasta en una proporcion 4 a 3,
respectivamente. Las canastas permitian que los ovocitos caigan al fondo del acuario,
pero que los adultos no los puedan alcanzar, evitando que los coman, accion que en
la naturaleza cumple la funcion de regular la superpoblacion. En los casos de lineas
mutantes, el procedimiento se llevé a cabo en tanques de cruza individuales, juntando

s6lo un macho con una hembra.
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Las canastas contenian ademas elementos que simulan el ambiente natural
para estimular el cortejo, como ser musgo y esferas de vidrio que aparentan piedras,
ademas de disminuir el nivel del agua. Una vez que los ovocitos se depositaron en el

fondo, fueron recolectados por succion y lavados con agua de ésmosis.

Los embriones se colocaron en placas de Petri con agua suplementada con
Azul de Metileno 0,00001% (p/v) para evitar la contaminacion fungica. Los embriones
fueron incubados en estufa a 23, 28 o 33°C. La clasificacion de los estadios se hizo
segun su desarrollo morfolégico de acuerdo a lo estipulado por Kimmel y col. (1995).
Las observaciones de los embriones se realizé utilizando una lupa binocular Nikon
SMZ-1.

3.2.4 Microinyeccion de embriones de pez cebra

Para realizar las microinyecciones en embriones de pez cebra se utilizaron
tubos capilares de 10 cm de longitud, con un diametro interno de 0,69 mm y externo
de 1,2 mm (Sutter instruments, USA). Dichos capilares, al ser calentados en su punto
medio y estirados (Narishige PC-10), dan lugar a dos agujas. Las mismas fueron
cargadas con la solucion a microinyectar con puntas descartables Eppendorf
GELoading 0,5- 20 pl. Las microinyecciones se realizaron con un aparato dirigido por
aire comprimido (MPPI-2 Pressure Injector, Applied scientific Instrumentation;
Eugene, OR, USA), con la ayuda de una lupa Nikon SMZ-1. Los embriones fueron
inyectados en el estadio de una célula en el vitelo, inmediatamente debajo de la célula

embrionaria, con un volumen de aproximadamente 5 nL.
3.2.5 Morpholinos

El morpholino Dicer1-MO posee la secuencia:
CTGTAGGCCAGCCATGCTTAGAGAC (Gene Tools, Philomath, OR, USA) y actua
inhibiendo la traduccion del ARNm para la enzima Dicer1, uniéndose por
complementariedad de bases a la secuencia de inicio de la traduccién. Los embriones
microinyectados con este morpholino se los llamé DicMO. Como control, se utilizo el
morpholino Dicer1-ctrIMO con la secuencia CTCTAGGCCTGCCATCCTTAGTGAC,
que posee cuatro bases diferentes al Dicer1-MO (subrayadas), impidiendo el
apareamiento con el ARNm del gen y en consecuencia, no se produce el
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silenciamiento del mismo. Los embriones microinyectados con este morpholino fueron
llamados DicMOctrl.

Los morpholinos fueron inyectados en una concentracion de 1uM, en una
solucion que contenia KCI 200mM para igualar la osmolaridad del vitelo y llevado a

volumen final con agua ultrapura calidad MiliQ (Millipore Corporation, USA).
3.2.6 Decorionado

Debido que el corion que envuelve a los embriones puede interferir con
multiples técnicas, se removidé de forma mecanica. Para esto se utilizaron agujas
metalicas para jeringa de 30G para sujetar y romper el corion, liberando el embrion al
medio. Los embriones de estadios previos a la etapa de segmentacion son muy
fragiles y con un envoltorio mas rigido, por lo que requirieron mayor cuidado, y cuando
el experimento lo permitio, fueron fijados en PFA 4% (p/v) en PBS 1x (como se

explicara mas adelante) previo al decorionado.

En los casos donde los embriones fuesen destinados a extraccion de ARN,
una vez decorionados fueron depositados en tubos Eppendorf de 1,5mL, se les
extrajo toda el agua y fueron almacenados a -80°C hasta su uso.

3.2.7 Fijacion de embriones

Algunas técnicas (hibridacion in situ y Tincion de Alcian Blue) requieren que
los embriones se encuentren fijados para poder ser realizadas. Esto se logro
creciendo los embriones hasta los estadios necesarios y luego incubandolos en PFA
4% (p/v) en PBS 1x durante toda la noche a 4°C. Luego, se realizaron 3 lavados de 5
minutos a temperatura ambiente con PBST 1x (PBS 1x con Tween20 0,1% (v/v)) y se
utilizaron inmediatamente o se guardaron a -20°C en metanol 100% (v/v) hasta su

uso.

3.3 Tincion de Acian Blue
3.3.1 Tincidon

Larvas fijadas de 4 dpf fueron sometidas a 3 lavados de 5 minutos con buffer
PBST 1x y posteriormente a una incubacion en solucién de blanqueo AB por 5-20
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minutos, hasta lograr la decoloracion total de las mismas. Luego, se las lavo tres
veces con PBST 1x por 5 minutos, y se incubd con solucion de Alcian Blue durante
toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, se realizaron tres lavados de 5 minutos con una
solucion que contiene HCI 1% (v/v) y Etanol 70% (v/v). Finalmente, se lavaron tres
veces por 5 minutos con solucién de KOH 0,5% (p/v) y Glicerol 50% (v/v), y se

almacenaron en esta misma solucion a 4°C hasta su analisis.

Todos los lavados e incubaciones (salvo la solucion de blanqueo) fueron

realizados en agitacion suave.

Para observar y fotografiar las larvas se utilizO una lupa estereoscopica
Olympus MVX10 y una camara digital Olympus (C-60 ZOOM, 6,1 Mpix; 3x zoom
optico + 4x zoom digital). Las larvas fueron depositadas en Glicerol 80% (v/v),
ubicandolas con agujas de 30G de forma de obtener imagenes ventrales.

3.3.2 Analisis de las imagenes

Una vez fotografiadas las larvas, se procesaron las imagenes con el software
Imaged (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Utilizando un plug-in

personalizado se realizaron las medidas de los siguientes parametros:

e Longitud de los cartilagos de Meckel (LM)

o Area de Meckel (AM)

e Angulo formado por los cartilagos de
Meckel (AnM)

e Longitud de los cartilagos ceratohiales
(CH)

e Angulo formado por los cartilagos
ceratohiales (AnCh)

e Longitud de los cartilagos
palatocuadrados (PC)

e Distancia entre los ceratohiales y las
aletas pectorales (DCh)

o Distancia cranial, desde el cartilago de Z’r%‘ga 3-d7e P Aa/,f:gzz_ms Z’g”zadfghgfm
Meckel a las aletas pectorales (DCr) Palatocuadrado; CH: Longitud Ceratohial;

LM: Longitud de Meckel; DCr: Distancia
Qrania/; DCh: Distancia ,Ceratohia/; AnM:
Angulo de Meckel; AnCh: Angulo Ceratohial
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3.4 Clonado
3.4.1 Cepas

La cepa de E. coli DH5a recA1 endA1 @80dlacZ58(M15) se utilizo para el

clonado de los constructos.
3.4.2 Plasmidos

Los fragmentos de la region 3’'UTR de sox9b y la sonda de hibridacion in situ
de dicho gen fueron clonados en el plasmido pGEM-T-Easy (Promega) (Figura 3.2-
A).

El plasmido pSP64T-1MYC-EGFP (Figura 3.2-B), el cual contiene el promotor
SP6 para transcripcion in vitro y el gen reportero eGFP fue utilizado para generar las
fusiones eGFP-3'UTRsox9b.

M13 fwd Ncol
Sitio de insercién

A salr B
SP6 promoter
sacl
y M13 rev Smal S
/ﬁ * lac operator ubm;u
! Xba!
i lac promoter B
) Pstl
S Xenopus globin 3-UTR
Xhol
I il PSP64T-1MYC-EGFP \
AmpR promoter — PGEM-T-Easy
S EGeP
L AmpR
- / Xenopus globin 5-UTR

SP6 promoter
AmpR AmpR promoter

Figura 3.2 - Plasmidos utilizados con sus principales elementos. A pGEM-T-Easy; B: pSP64T-1MYC-EGFP.

3.4.3 Extraccion de ADN gendmico de Danio rerio

Para realizar la extraccion de ADN gendmico, un ejemplar adulto de pez cebra
se sacrifico con exceso de Tricaina (0,1% (p/v)) y se lo procesé con mortero y
nitrogeno liquido hasta lograr un fino polvo. Luego, dicho polvo se resuspendio en 5
mL de soluciéon de digestiéon (Tris-HCI pH=8 10mM, SDS 1% (p/v), EDTA 5mM,
Proteinasa-K (Promega) 100ug/mL) y se incubd a 37°C por 5 horas en agitacion.

Posteriormente, se realizaron dos extracciones con 1 volumen de
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fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (50:48:2), centrifugando a 8000g por 8 minutos.
Luego, la concentracion de NaCl de la fase acuosa se ajusté a 0,3M y se precipitd
con 2,5 volumenes de etanol, mezclando por inversion y centrifugando
inmediatamente a 13300rpm por 10 minutos a 4°C. El sobrenadante se descarté y el
pellet se lavd con etanol 70% (v/v). El pellet se secé y resuspendio en 1mL de buffer
conteniendo Tris-HClI pH=8 10mM y EDTA 1mM. Luego, se agregé NaCl a
concentracion final de 100mM y se incubd con Ribonucleasa-A a 37°C por 3 horas,
seguido de una incubacion a 70°C por 10 minutos. EI ADN obtenido se guardo a -

20°C para su posterior uso.
3.4.4 Amplificacién de ADN

Para la amplificacion inicial de los fragmentos de la region 3'UTR de sox9b se
realizaron reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) en distintas condiciones,
variando las temperaturas de anillado, las concentraciones de Mg?*, el origen del ADN
molde y la adicion de dimetilsulfoxido (DMSO). Las variaciones de prueba de la PCR
se especifican en una tabla en la seccion 4.3.1 de resultados. Las reacciones se
llevaron a cabo en volumenes finales de 25 o 50uL. La mezcla de reaccion final

consiste en:
Protocolo 1
Buffer10x 1x
Mg?* 2,5mM
dNTPs 300uM
Oligos 200nM clu
Taq polimerasa 3U/50uL
ADN molde 300ng/50uL
DMSO 5% (viv)

La enzima utilizada fue Taq Pegasus (5U/uL, PB-L Productos Bio-Légicos), y
el Buffer de reaccion 10x (PB-L Productos Bio-Légicos) libre de magnesio. Los dNTPs
provienen de Thermo Fisher Scientific. Las reacciones se llevaron a cabo en un
termociclador IVEMA T18 (IVEMA Argentina), segun el siguiente programa:
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Temp (°C) Tiempo

Desnaturalizacion inicial 94 5min

Desnaturalizacion 94 30s
Hibridacion 55 30s + x5

Extension 72 75s

Desnaturalizacion 94 30s
Hibridacion 65 30s  x30

Extension 72 75s

Extension final 72 5min

Para amplificaciones a partir de ADN plasmidico, se utilizé la siguiente mezcla

de reaccion, bajo el mismo programa de amplificacion:

Protocolo 2
Buffer10x 1x
Mg?* 2,5mM
dNTPs 300uM
Oligos 200nM clu
Taq polimerasa 3U
ADN molde 30ng/25uL

Para realizar PCR a partir de colonias de bacterianas, se utilizé la mezcla de
reaccion anterior, omitiendo el ADN molde y en su lugar se tocé con un palillo estéril
la colonia a analizar, y se sumergio el palillo dentro de la mezcla por unos segundos.

Se utilizé el mismo programa que en los casos anteriores.

Los oligonucléotidos de ADN utilizados fueron obtenidos en Genbiotech y sus

secuencias las siguientes:

3UTRSox9bFwA: CCGCCGctcgagGAGCACACACACACACACACATACTTG
3UTRSox9bRvAXbal: CTAGGGTCTAGAGACGTCACTCCAAATGCAGAA
3UTRSox9RvAXhol: CTAGGGctcgagGACGTCACTCCAAATGCAGAA
3UTRSox9bFwB: CCGCCGctcgagCTTAGCCACGCCCCTGTTAG
3UTRSox9bRvBXbal: CTAGGGTICTAGATGTTGAGGATCTTTCTTTTATTGC
3UTRSox9bRvBXhol: CTAGGGctcgagTGTTGAGGATCTTTCTTTTATTGC
zSox9b-R: CTGGAGAACCCTGCACCGGC

SndSox9bFw: AGCTCAGCAAAACACTCGGC
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FoxD3-Fw: ccgctcgagTAATCAAAATATTTTTAGACATATATATATAC

FoxD3-Rv: ggcgagctcGGATTGTTTTCATTTATTAACAAA

En letra mindscula se encuentran resaltados los sitios de reconocimiento para
la enzima de restriccion Xhol y subrayados los sitios para Xbal, y en la Figura 3.3 se
muestran representadas las regiones de hibridacion de los oligonucledtidos dentro del
gen sox9b.

3UTRSox9bRvAXhol 3UTRSox9bRvBXhol
3UTRSox9bRvAXbal 3UTRSox9bRvBXbal
3UTRSox9bFwA 3UTRSox9bFwB
SndSox9bFw zSOXT\
. . N
Oligonucledétidos » <4 »
sox9b e L L

Figura 3.3 - Regiones de hibridacion de los distintos oligonucledtidos dentro del gen sox9b. En negro se muestran
los oligonucledtidos, en verde la region 5’'UTR, en rojo la region codificante y en azul la regién 3’'UTR.

3.4.5 Purificacién de productos de PCR

Los productos de reaccion fueron analizados por corrida electroforética en
geles de agarosa al 1% (p/v) en TAE 1x, utilizando cantidades traza de Gel Green
(Biotium) como agente intercalante de bases. La totalidad de la reaccion se mezclé
con solucion de siembra y ubico en los pocillos del gel. Como marcador de peso
molecular se us6 Ladder 400 pb (PB-L Productos Bio-Logicos). Las bandas con el
peso molecular esperado se purificaron empleando un kit comercial (Wizard® SV Gel
and PCR Clean-Up System, Promega).

La determinacién de la concentracion y pureza de ADN (productos de PCR
purificados, plasmidos o productos de corte por enzima de restriccion) se realizé en
un espectrofotometro Biochrom NanoVue Plus (Holliston, MA, USA).

3.4.6 Reacciones de restriccion y tratamiento con Fosfatasa alcalina.

Distintas enzimas de restriccion se usaron para llevar a cabo los clonados,
subclonados y para determinar la orientacién de los insertos en los plasmidos. El
protocolo utilizado fue el siguiente:
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Buffer10x 4
H>O 25

Enzima 10U/uL 1
ADN 10

Las reacciones se incubaron a 37°C durante 3h. El Buffer utilizado dependi6
de la enzima de restriccion. Para Xhol, Ncol y Sall se utilizé el Buffer D (Promega),
con agregado de 0,5uL de BSA; para la enzima Xbal el buffer Tango (Thermo Fisher
Scientific).

Las reacciones de fosfatasa alcalina se realizaron segun el siguiente protocolo:

Vol (uL)
Buffer10x 2
Enzima 10U/uL 1
Plasmido 20
La enzima es de Promega y los 20uL de plasmido corresponden al volumen

de elusién obtenido a partir de la purificacion realizada con el kit comercial.
3.4.7 Reaccion de ligacion.

Los fragmentos de ADN purificados fueron ligados en los distintos vectores en

las siguientes condiciones:

pGEM-T Easy:

Vol(uL) Cantidad final, en 10uL
Buffer T4 ADN Ligasa 2x 5 1x
T4 ADN Ligasa 3U/uL 1 3U
pGEM-T-Easy 1 100ng
Inserto 3 30-200ng

pSP64T-1MYC-EGFP:

Vol (uL) Cantidad final, en 40pL
Buffer T4 ADN Ligasa 10x 4 1x
T4 ADN Ligasa 3U/uL 2 6U
pSP64T-1MYC-EGFP 15 165ng
Inserto 20 175ng

Las reacciones fueron incubadas toda la noche a 4°C.
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3.4.8 Transformacion bacteriana

Una vez realizadas las reacciones de ligacion, se procedié a transformar
células competentes quimicas pertenecientes a la cepa E. coli DH5a con los
plasmidos ligados. Se mezclaron 100uL de dichas células con la reaccion de ligacion
(10uL para el plasmido pGEM-T Easy, y 20uL para pSP64T-1MYC-EGFP) y se
incubaron durante 30 minutos en hielo, 90 segundos a 42°C y 5 minutos en hielo.
Inmediatamente, se agregdé 1mL de LB liquido y se dejo crecer en estufa a 37°C por
1 hora. Una vez transcurrido este tiempo, se tomaron 100uL y se sembraron con
espatula de Drigalsky en placas de Petri con LB Agar, suplementado con Ampicilina
(Amp) 100pug/mL como método de seleccion (ambos plasmidos contienen el gen de
resistencia al antibiotico). El restante de la mezcla de transformacion fue centrifugado
8 minutos a 4000rpm, se descartd el sobrenadante, se resuspendieron las células en
150uL de LB liquido y se sembrdé con Drigalsky en otra placa de LB Agar Amp. Las
placas fueron incubadas durante la noche a 37°C. El plasmido pGEM-T Easy cuenta
con el sistema de seleccidon de colonias recombinantes Blancas-Azules, al contener
el sitio de multiple clonado dentro de la secuencia del péptido-a de la enzima [3-
Galactosidasa. Debido a esto, en los casos donde este plasmido fue utilizado, se
suplementé el LB-Agar con X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-D-galactopirandsido,
concentracion final de 200ug/mL) e IPTG (isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido

concentracion final de 0,5mM).

Se seleccionaron, siempre que fuera posible, al menos 10 colonias aisladas
para analizar por PCR, segun el protocolo previamente mencionado.

Para obtener soluciones de plasmido purificado, se realizaron cultivos a partir
de los repiques de colonias provenientes de las placas de transformacion que hayan
dado resultados positivos en los analisis por PCR. Para esto, se utilizaron cultivos de
2mL de LB liquido con Amp 100ug/mL, incubados durante la noche a 37°C.
Posteriormente, los plasmidos fueron purificados utilizando un kit comercial siguiendo
las instrucciones del mismo (Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System,
Promega).
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3.5 Ensayos de RT-gPCR
3.5.1 Extracciéon de ARN

Las extracciones de ARN total fueron realizadas a partir de embriones tipo
silvestre microinyectados con los morpholinos Dicer1-MO o Dicer1-ctrIMO, mediante
el uso del reactivo TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Cada muestra bioldgica
conteniendo 35 embriones se procesdé como se detalla a continuacién en tubos
Eppendorf de 1,5mL.

Los embriones se homogeneizaron en 150uL de TRIzol con una varilla plastica
y se realizé una extraccion con 30uL de cloroformo. Luego de una centrifugacién de
15 minutos a 12000g y 4°C (en centrifuga Eppendorf 5804R), se tom¢ la fase superior
y se precipité con 75uL de isopropanol y se incub6 durante toda la noche a -20°C
para favorecer la precipitacion del ARN. Al dia siguiente, se centrifugd a 12000g por
8 minutos a 4°C, se descartd el sobrenadante, el pellet se lavé con 150uL de etanol
80% (v/v), se seco completamente y se resuspendio en 24uL de agua estéril calidad
MiliQ. Posteriormente, se realiz6 un tratamiento con DNAsa RQIl (Promega),
agregando 1,2uL de la enzima e incubandolo a 37°C durante 15 minutos. Finalmente,

la enzima se inactivo a 70°C por 5 minutos.

Para determinar la concentracion y pureza del ARN extraido, se utilizo el
espectrofotometro  Biochrom NanoVue Plus (Holliston, MA, USA). Las
concentraciones obtenidas se encontraron dentro del rango de 200-600ng/pL. La
pureza se considerd aceptable si la relacion de las medidas de Absorbancia A2so/A2s0
se encontraba dentro del rango 1,7-2,1.

3.5.2 Reaccion de retrotranscripcion

A partir del ARN extraido de embriones microinyectados, se procedio a la
sintesis de ADN copia (ADNc) mediante una reaccion de retrotranscripcion. Se
mezclaron 4ug de ARN total, 2uL de Oligo-dT y agua calidad MiliQ hasta un volumen
final de 12,5uL. Se incubd a 65°C por 5 minutos e inmediatamente se llevo a hielo.
Se agregaron 4uL de Buffer de reaccion 5x (Tris-HCI pH=8,3 250 mM, KCI 250 mM,
MgCl2 20 mM, DTT 50 mM; Thermo Fisher Scientific), 0,5uL de inhibidor de
ribonucleasa RiboLock (40U/uL; Thermo Fisher Scientific), 2uL de mezcla de dNTPs
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(10mM de cada uno) y 1uL de enzima RevertAid (200U/uL; Thermo Fisher Scientific).
La reaccion se dejé cursar 1 h a 42°C, finalizando con 10 minutos a 72°C de
inactivacion enzimatica. El ADNc fue almacenado a -20°C.

3.5.3 Reaccion de retrotranscripcion y poliadenilacion para microARN

Para realizar mediciones de microARN por PCR cuantitativa es necesario
someter a una reaccion de poliadenilacion al ARN total extraido. Esta reaccion se
realiza en conjunto con la retrotranscripcion. Las mezclas de reaccion contienen
Buffer PolyA 1x (New England BioLabs), mezcla de dNTPs 0,1mM de cada uno, RT-
primer 1uM, ATP 0,5mM, RT RevertAid 200U (Thermo Fisher Scientific), Poly(A)
Polimerasa 2,5U (New England BioLabs) y 500ng de ARN, llevado a volumen final
15uL con agua calidad MiliQ estéril. La reaccion se incubd 1 h a 42°C, seguido de 5
minutos a 95°C. Finalmente, el ADNc fue almacenado a -20°C. El oligonucléotido RT-
primer tiene la siguiente secuencia: CAGGTCCAGTTTTTTTTTTTTTTTVN (V=A,C o
G; N=A,C,T o G).

3.5.4 PCR cuantitativa (QPCR)

Para las reacciones de gPCR se utilizé como molde una dilucién 1/10 del ADNc
proveniente de las retrotranscripciones. Cada reaccion se llevd a cabo en un
termociclador Mastercycler ep Realplex2 o Realplex4 (Eppendorf), en volumen final
de 20uL, segun el siguiente protocolo:

Vol(uL)
Buffer10x 2uL
Mg?* 50mM 1uL
dNTPs 10uM c/u 0,4pL
Mix Oligos 10uM c/u 0,4uL
Mix Sybr 1uL
Taq 5U/uL 0,1uL
ADNc 2uL
Agua MiliQ 13uL

El Buffer10x contiene Tris-HCI pH=8,4 200mM y KCI 500mM, la enzima
Platinum Taq Polimerase proviene de Invitrogen, la solucion Mix Sybr contiene 500uL
DMSO, 100uL Buffer10x, 400ul agua calidad MiliQ y 1uL Sybr Green (Thermo Fisher
Scientific). El programa utilizado fue el siguiente:
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Temp (°C) Tiempo

Desnaturalizacion inicial 95 10min
Desnaturalizaciéon 95 30s
Hibridacion 58 30s x40
Extension 68 20s

Curva de desnaturalizacion

Los oligonucledtidos utilizados para amplificar los genes analizados son los
siguientes (Tang et al., 2007):

sox9b:

zSox9b-F: GGACATCGGCGAGCTGAGCA
zSox9b-R: CTGGAGAACCCTGCACCGGC

col2ai:

Col2a1a-F: CCGGTGCGGCTTGGTCCATC
Col2a1a-R: CCGAGCAGGCTGTGTGTGTCC
miR145:

miR145-F: GCAGGTCCAGTTTCCCAG

miR145-R: GGTCCAGTTTTTTTTTTTTTTTGGGATT
rpl13:

Rpl13-F: TCTGGAGGACTGTAAGAGGTATGC
Rpl13-R: AGACGCACAATCTTGAGAGCAG

efla.

Efta-F: CTGGAGGCCAGCTCAAACAT

Ef1a-R: ATCAAGAAGAGTAGTACCGCTAGCATTAC

Los resultados fueron procesados con el software qBase version 2.2
(Biogazelle, Bélgica).

3.6 Hibridacidn in situ en embriones enteros (WISH, de sus siglas en inglés)

3.6.1 Sintesis de la sonda

Dos sondas para el gen sox9b fueron sintetizadas. Los plasmidos fueron
linealizados con las enzimas de restriccion Sall en el caso de SNDsox9bUTR y Ncol

para SNDsox9bORF siguiendo el protocolo antes descripto. Los productos de
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reaccion se separaron en gel de agarosa al 0,8% (p/v) en TAE 1x y Gel Green, y se
purificaron con el kit comercial antes mencionado. El protocolo utilizado para la

sintesis de las sondas fue el siguiente:

ADN lineal 5,5uL (1-2u9)
NTPmixDig 4uL
ARNpol (T7 o SP6) 2uL
RibolLock 0,5uL
H20 MiliQ 4uL
Bufferbx 4uL

La NTPmixDig contiene 2uL de una mezcla de los nucledtidos trifosfato
adenina, citosina y guanina a concentracion 10mM cada uno, 1,7uL del nucledtido
trifosfato uracilo (Thermo Fisher Scientific) y 0,7uL de Digoxigenin-11-UTP (Roche).
Las enzimas T7 y SP6 son de Thermo Fisher Scientific. La reaccion se incubd 3 horas
a 37°C. Posteriormente se separo 1uL de la mezcla y el resto fue tratada con DNAsa
RQI (Promega) por 30 minutos a 37°C, para eliminar el molde de reaccion. La
concentracion de la sonda se estimo por corrida electroforética en gel de agarosa 1%
(p/v) en TAE 1x.

Para purificar la sonda, se la incubé con LiCl 0,2M y etanol 80% (v/v) a -20°C
durante toda la noche. Luego, se centrifugd a 20000g por 30 minutos a 4°C en
centrifuga Eppendorf 5804R. El pellet obtenido se lavd con etanol 80% (v/v), se
centrifugd a 20000g por 15 minutos a 4°C y se resuspendié en 50uL de agua calidad
MiliQ y 950uL de Buffer de hibridacion.

3.6.2 Protocolo de hibridacion in situ

El protocolo de hibridacidn in situ consiste de multiples incubaciones
agrupadas en distintas etapas: Rehidratacion, Blanqueamiento (solo en caso de
embriones de mas de 24hpf), Digestidn, Prehibridacion, Hibridacion, Lavados 1,
Bloqueo, Anticuerpo, Lavados 2, Tincién y Lavados 3. Se parti6 de embriones
previamente fijados y almacenados en metanol 100% (v/v). Las sucesivas
incubaciones se realizaron en tubos Eppendorf de 1,5mL, conteniendo 10-15
embriones por tubo y 1mL de la solucion correspondiente. A partir de la etapa de
Tincidon las muestras fueron transferidas a una placa de 24 pocillos utilizando 500uL

de solucion.
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Etapa Incubacion Tiempo Temperatura

Rehidratacion Metanol 75% (v/v) PBST 1x 5min 20-25°C
Metanol 50% (v/v) PBST 1x 5min 20-25°C
Metanol 25% (v/v) PBST 1x 5min 20-25°C
PBST 1x 2x5min 20-25°C
Blanqueamiento  Solucion de Blanqueo WISH variable 20-25°C
PBST 1x 3x5min 20-25°C
Digestion  Proteinasa K 10ug/mL variable 20-25°C
PBST 1x 5min 20-25°C
PFA 4% (p/v) en PBS 1x 20min 20-25°C
PBST 1x 5x5min 20-25°C
Prehibridacion  Solucidn de hibridacion 10min 55-65°C
Solucion de hibridacion 4h 55-65°C
Hibridacion  (Desnaturalizar sonda) 10min 55-65°C
Sonda 1x 16h 55-65°C
Lavados 1 Formamida 50% (v/v) en SSC 2x 10min 55-65°C
Formamida 25% (v/v) en SSC 2x 10min 55-65°C
SSC 2x 10min 55-65°C
SSC 0,2x 2x30min 55-65°C
PBST 1x 2x5min 20-25°C
Bloqueo  Solucién de Bloqueo 4h 20-25°C

Anticuerpo  Anticuerpo Anti-Dig (Roche) 1:2000 16h 4°C
Lavados 2 PBST 1x 6x5min 20-25°C
Solucion de Tincion 3x5min 20-25°C

Tincion  NBT 175uL/mL, BCIP 175uL/mL

Solucion de Tincion variable 20-25°C
Lavados 3  PBST 1x 4x5min 20-25°C
Metanol 100% (v/v) 10min 20-25°C
PBST 1x 3x5min 20-25°C
PFA 4% en PBS 1x 20min 20-25°C
PBST 1x 3x5min 20-25°C
Glicerol 50% (v/v) en PBS 1x 5min 20-25°C

Glicerol 100% (v/v) almacenar 4°C

Una vez finalizado el protocolo, las muestras fueron analizadas y fotografiadas
con lupa estereoscopica Olympus MVX10 y camara digital Olympus. Se ubicaron los
embriones en placas de Petri con solucién de Glicerol 100% (v/v), y con ayuda de dos
agujas 30G, se los orient6 de forma tal de obtener imagenes laterales y dorsales.
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3.7 Herramientas informaticas

Para el procesamiento de las imagenes de los experimentos de Alcian Blue se
utilizé el programa ImagedJ (seccion 3.3.2).

El analisis de los resultados provenientes de las qPCR se realizdé con el
software qBase v2.2 (seccion 3.5.3).

Para los analisis in silico y disefios de oligonucleoétidos, se utilizaron las
herramientas de TargetScanFish (targetscan.org/fish_62/), Primer3 (primer3.ut.ee),

UCSC Genome Browser (genome.ucsc.edu) y NEBcutter (nc2.neb.com/NEBcutter2/).

Para el analisis de los resultados de secuenciacion se utilizo el programa
SnapGeneViewer (GSL Biotech LLC).

Los analisis estadisticos fueron realizados con el software SigmaStat, dentro
del SigmaPlot v11.0 (Systat Software Corporation). Se analiz6 por t de Student
bicaudal o por test no paramétrico de Mann-Whitney, dependiendo del experimento.
Se considero diferencia significativa cuando su probabilidad asociada fue menor a
0,05 (p<0,05).
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4 Resultados

4.1 Morfologia de los peces depletados de dicer1

La mutacion dicer15392% produce una proteina trunca de 459 aminoacidos
carente de la mayoria de los motivos conservados. En trabajos previos del laboratorio,
se observd que embriones heterocigotas (dicer1*”) son fenotipicamente
indistinguibles de los homocigota tipo salvaje (dicer?**), mostrando un desarrollo
embrionario normal (Weiner et al., 2019). Embriones homocigotas mutantes (dicer1”)
presentaron un desarrollo normal hasta las 48hpf. Sin embargo, en estadios
posteriores se observaron malformaciones en ciertas estructuras, como ojos de
menor tamafno y defectos en la cabeza y el encéfalo. La mayoria de las larvas
dicer1”’- murieron a los 10dpf y ninguna sobrevivié mas de dos semanas (Weiner et
al., 2019). Resultados similares han sido reportados para tres alelos mutantes
distintos (Wienholds et al., 2003). A su vez, aquellos embriones tipo salvaje
microinyectados con el morpholino Dicer1-MO (DicMO) presentaron fenotipos mas
severos, sugiriendo que la presencia del ARNm de origen materno para dicer1 cumple
una funcién importante durante el desarrollo embrionario temprano. Las Figuras 4.1,
4.2 y 4.3 muestran embriones de 32, 48 y 72 hpf respectivamente, permitiendo
comparar los fenotipos en vistas laterales de embriones tipo salvaje (A), homocigotas
mutantes dicer153929% (B) y DicMO (C).

32hpf

2 ]

PSS S S

Figura 4.1 - Efecto de la alteracion de los
niveles de expresion de Dicer1 sobre el
desarrollo embrionario de D. rerio. Vista
lateral de embriones de 32hpf. A: tipo salvaje
control. B: homocigota mutante dicer15392,
C: tipo salvaje microinyectado con Dicer1-
MO. Regibn cefalica hacia la izquierda. Las
lineas y 6valos azules (tipo salvaje), verdes
(homocigota mutante dicer1) y rojos (DicMo)
e senalan las principales diferencias
observadas entre los diferentes grupos de
embriones. Barra de referencia en A para A-
C: 250uM.

dice

Dicer1-MO
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Figura 4.2 - Efecto de la alteracion de
los niveles de expresion de Dicer1
sobre el desarrollo embrionario de D.
rerio. Vista lateral de embriones de
48hpf. A: tipo salvaje control. B:
homocigota mutante dicer15392%5, C:
tipo salvaje microinyectado con
Dicer1-MO. Region cefalica hacia la
izquierda. Las lineas y 6valos azules
(tipo salvaje), verdes (homocigota
mutante dicer1) y rojos (DicMo)
sefialan las principales diferencias
observadas entre los diferentes
grupos de embriones. Barra de
referencia en A para A-C: 250uM.

Dicer1-MO

Figura 4.3 — Efecto de la alteracion de
los niveles de expresion de Dicer1

Tipo salvaje sobre el desarrollo embrionario de D.

rerio. Vista lateral de embriones de

e i T 3 p— 72hpf. 'A: tipo sa/vajg cong;%/é B:
N = e T homocigota mutante dicer1392%, C:

tipo salvaje microinyectado con
Dicer1-MO. Region cefalica hacia la
I izquierda. Las lineas y 6valos azules
dicer1%%%| tino salvaje), verdes (homocigota

mutante dicer1) y rojos (DicMo)
sefialan las principales diferencias
observadas entre los diferentes
grupos de embriones. Barra de
referencia en A para A-C: 250uM.

\!-/ Dicer1-MO
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4.2 Estudio de las estructuras craneofaciales en larvas depletadas de Dicer1

Con el objetivo de analizar y cuantificar malformaciones en las estructuras
craneofaciales, cuatro diferentes grupos de larvas de 4dpf fueron tefiidas con Alcian
Blue:

e tipo salvaje sin microinyectar
¢ tipo salvaje microinyectados con Dicer1-ctriIMO (DicMOctrl)
¢ tipo salvaje microinyectados con Dicer1-MO (DicMO)

e homocigotas mutantes dicer1sa92

La tincion de Alcian Blue se utiliza para visualizar cartilagos ya que el colorante
cationico polivalente interacciona con los glucosaminoglucanos de carga negativa de
la matriz extracelular de dichos tejidos. Con ayuda de un procesador de imagenes se
midio la longitud de distintos cartilagos craneofaciales, la distancia entre las aletas
pectorales y los cartilagos de Meckel y Ceratohial y el area de Meckel, definido como
el triangulo formado por dichos cartilagos (seccion 3.3.2). Debido a que las larvas
DicMOctrl mostraron los mismos fenotipos que las tipo salvaje sin microinyectar, sélo

se muestran los resultados para estas ultimas.

A-Tipo salvaje B-dicer1s‘,’?2f’5
< 'L A2

150uM
C-picmo

Figura 4.4 - Efecto de la alteracion de la expresion de Dicer1 sobre las estructuras
craneofaciales. Vistas ventrales de: A-Larva tipo salvaje; B-Larva homocigota mutante
dicer1%392%5: C y D- Larvas DicMO, con distintos grados de severidad. Region cefalica
hacia la izquierda. Corchetes: arcos branquiales; punta de flecha: placa etmoidea. Barra
de referencia en A para A-D: 150uM
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Figura 4.5 - Efecto de la mutaciéon dicer1592%5 sobre los parametros craneofaciales: LM
(Longitud del cartilago de Meckel), AM (Area de Meckel), CH (Longitud promedio de
cartilagos Ceratohiales), PC (Longitud promedio de cartilagos Palatocuadrado), DCr
(Distancia Craneal) y DCh (Distancia entre Ceratohiales y aletas pectorales). Asteriscos:
diferencias significativas con respecto al tipo salvaje, segtin t-Student bicaudal, P<0,001
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Figura 4.6 - Efecto de la mutacion dicer15392% sobre los parametros
craneofaciales: AnM (Angulo de Meckel) y AnCh (Angulo formado
por los Ceratohiales). Asterisco: diferencias significativas con
respecto al tipo salvaje, segun t-Student bicaudal, P<0,001

Como puede observarse en la Figura 4.4, las larvas homocigotas mutantes
dicer1s39205 g| ser comparadas con larvas salvajes presentan un desarrollo alterado
de los cartilagos craneofaciales, derivando en una cabeza de menor tamafo y una
mandibula inferior (cartilagos de Meckel) que no logra extenderse correctamente
sobre la superior (placa etmoidea, ver punta de flecha en Figura 4.4-B). Esto ultimo
se vio reflejado en las mediciones de la distancia craneal y la distancia ceratohial, las

cuales disminuyeron en un 10% aproximadamente con respecto a las larvas control
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(Figura 4.5: DCr y DCh). Ademas, el resto de las mediciones explican la reduccién
aparente del tamafio de la cabeza en las larvas dicer15292%%, Las longitudes de todos
los cartilagos analizados se vieron reducidas entre un 10-20% (Figura 4.5: LM, CH y
PC), asi como el area de Meckel (Figura 4.5: AM). El angulo formado por los cartilagos
ceratohiales también se vio modificado, pero no el angulo de Meckel (Figura 4.6 AnCh
y AnM).

Las larvas DicMO mostraron fenotipos mas severos y diversos (comparar
Figura 4.4-A con C y D). En algunos casos se vio un incorrecto posicionamiento de
los cartilagos ceratohiales (formando un angulo cercano a 180°), una distancia
craneal muy reducida y ausencia de algunos arcos branquiales (ver corchetes en
Figura 4.4-A y C). Algunos casos mas severos no mostraron una correcta formacion
de los cartilagos de la mandibula inferior, solo detectandose algunos pertenecientes
a la mandibula superior como la placa etmoidea (ver flecha Figura 4.4-D). Debido a
la ausencia o severa malformacién de los cartilagos en estudio en larvas DicMO, los
parametros craneofaciales no pudieron ser calculados para llevar a cabo un analisis

estadistico.

En base a los resultados obtenidos, se puede concluir que una correcta
biogénesis de microARNs es necesaria para la formacion de las estructuras
craneofaciales en pez cebra. Estudios en cultivos celulares de distintas especies
mostraron que existe regulacion por parte de microARNs sobre genes de
diferenciacion condrogénica, como por ejemplo miR-145 sobre SOX9 (condrocitos
articulares humanos), miR-199 sobre Smad1 (células pluripotentes de ratén) y miR-
221 sobre MDM?2 (células mesenquimales de pollo) (Dong et al., 2012; D. Kim et al.,
2010; Martinez-Sanchez et al., 2012). Ademas, ratones mutantes Dicer mostraron
severas malformaciones craneofaciales, incluida la ausencia de los huesos derivados
de la CN (T. Huang et al., 2010). Por lo tanto, es factible que algo similar ocurra en D.
rerio, y que al inhibir la maduracion de los microARNs se produzca un desbalance
general de ciertos factores involucrados en el desarrollo craneofacial resultando en

malformaciones de dichas estructuras.
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4.3 Analisis de la region 3’'UTR de sox9b

Uno de los genes reguladores de la condrogénesis en D. rerio es el factor
transcripcional sox9b (Yan et al., 2002). Larvas de pez cebra mutantes en este gen
presentan arcos faringeos y cartilagos craneales reducidos en tamafo. Sox9b es
capaz de activar la expresion de genes de la CN, como sox10, foxd3 y snai1b, y es
necesario para la expresion de col2a1 en condrocitos (Nakamura et al., 2012; Yan et
al., 2005). Por estas razones se decidio estudiar la region 3'UTR de sox9b in silico,
buscando posibles sitios de union para microARNs que podrian estar regulando su

expresion a nivel post-transcripcional.

El sitio de internet TargetScan se utilizd6 para la busqueda de los sitios
putativos de unién para microARNs dentro de la region 3'UTR, utilizando secuencias
obtenidas de la Zebrafish genome assembly Zv9 (danRer7, RefSeq assembly
accession GCF_000002035.4) segun Ulitsky y col. (2012). Esta herramienta analiza
distintos factores relacionados con el microARN y el entorno en el cual se encuentra
el sitio de union, mostrando los resultados en forma de Context score, donde un score
mas negativo indica un sitio putativo de union mas favorable. En la Figura 4.7 se
representan los sitios putativos de union para microARNs en la region 3'UTR de sox9b
y en la Tabla 4.1 se detallan las cinco familias de microARNs conservadas con mejor
score.

Fragmento A Fragmento B
[ 11 1

Nocopeyonay ————— ]

miR-217 miR-216a miR-23 miR-499 miR-15ab/16abc/457ab miR-499 miR-145
ImiR-Nl/'200:| ' miR-I}OIBg)I/AS‘t ' lmiR»lS:b/IbabcMShb miR-3I33 miR- 144 ' miR-138
miR-338 miR-19  miR-133 miR-124 miR-338 miR-IM/.\-k miR-26 miR-137
' miR-IZI(:b ! miR-IS‘; mi}(-lol r:iR-‘.’7 ! !
miR-122 ! mIiRASl
1 L}

Figura 4.7 - Region 3'UTR de sox9b y sus sitios putativos de unién para microARN. Analisis realizado con
TargetScanFish. Los microARNSs representados son los mas conservados dentro de los vertebrados.

miRNA Context score Total

miR-138 1 0 -0,37
miR-338 3 0 O 3 -0,32
miR-145 1 1 0 0 -0,28
miR-499 2 0 2 0 -0,20
miR-34/34c 1 0 1 0 -0,20

Tabla 4.1 - Sitios putativos de unién para microARNs en la regién 3'UTR de sox9b. Familias de microARN
conservadas con mejor score. targetscan.org /fish_62
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Entre las familias de microARNs con mejor score se encuentra la de miR-138.
Estudios recientes sugieren que este microARN esta involucrado en la diferenciacion
neuronal, al promover la transicién a células de Schwann (Lin et al., 2018). Otro
microARN, el miR-338, estaria involucrado en las etapas de induccion y
especificacion de la CN (Weiner, 2018). Por otro lado, miR-145 es capaz de regular
en células de raton la expresion de Sox9 (Banerjee et al., 2016; Yang et al., 2011),
como también regular la diferenciacion de células del tejido cardiaco (Cordes et al.,
2009). En conjunto, estos resultados informados alientan el desarrollo de un analisis
experimental para determinar si la region 3'UTR de sox9b actuaria como regulador

de su expresion durante el desarrollo embrionario de pez cebra.

Como se puede ver en la Figura 4.7, los microARNs se ubican distintivamente
en dos grupos dentro de la regién 3’'UTR. Esto permitio el disefio de un experimento
utilizando el gen reportero eGFP para evaluar la posible regulacién de sox9b por
microARNs. La region 3'UTR de sox9b posee aproximadamente 2000 pb. Dicha
secuencia se dividio en dos fragmentos, uno de 1037pb (Fragmento A) y otro de
942pb (Fragmento B), para poder determinar de forma mas precisa aquellas familias
de microARN involucradas en su regulacion. Estos fragmentos serian clonados
corriente abajo de la secuencia de la proteina fluorescente eGFP, los transcriptos
serian generados utilizando un sistema de transcripcion in vitro y co-inyectados con
los morpholinos Dicer1-MO y Dicer1-ctrIMO. Extractos de proteina y ARN totales de
embriones microinyectados serian utilizados para analizar por Western blot y RT-
gPCR las variaciones en los niveles del reportero eGFP (Figura 4.8). Como control
de referencia de las mediciones, se microinyectarian embriones con un ARNm que
contiene el gen reportero sin region reguladora 3'UTR. En el caso que exista
regulacion mediante algun microARN, se observaria una disminucion de los niveles
de proteina y mensajero de eGFP al co-inyectar con Dicer1-ctrIMO. Dichos niveles
deberian restituirse y no se observarian cambios en los niveles del reportero al co-

inyectar con Dicer1-MO.
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Figura 4.8 — Experimentos con gen reportero eGFP. Primero, se transcriben con el sistema in
vitro los mensajeros de fusion eGFP-3'UTR-sox9b. Luego, éstos son co-inyectados con los
morpholinos Dicer1-MO o Dicer1-ctriMO en embriones en el estadio de una célula. Aquellos que
presenten fluorescencia al llegar al estadio de 50% epibolia son seleccionados, y su desarrollo
continua hasta el estadio necesario para luego realizar extractos de proteina y ARN totales para
ensayos de Western Blot y RT-qPCR respectivamente.

4.3.1 Construccion de los plasmidos pGEM-T-Easy-3’'UTRsox9b

Multiples protocolos de PCR fueron llevados a cabo para poder amplificar
correctamente los fragmentos A y B. Se hicieron distintas reacciones de prueba,
variando la composicion de la mezcla de reaccion y el programa utilizado, hasta
encontrar una condicion 6ptima de amplificacion especifica para cada fragmento. Las

distintas variaciones se detallan a continuacion:

e Concentracion de Mg?*
» 0,5mM

TmM

1,5mM

2mM

2,5mM

e Temperatura de anillado
» 52,9°C
» 55,4°C
» 58°C

vV V V V
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58,5°C
60°C
61,6°C
63,6°C
» En dos etapas: 5 ciclos a 55°C seguidos por 30 ciclos a 60°C
e Molde de ADN
» ADNc
» ADN genomico de aleta

YV V VYV V

» ADN genomico de ejemplar adulto
¢ Adicién de dimetilsulfoxido (DMSO)

El protocolo mas eficiente fue el Protocolo 1 especificado en la seccién 3.4.4.
Para las reacciones de PCR se utilizaron para el fragmento A los oligonucleétidos
3UTRSox9bFwA y 3UTRSox9bRvAXbal, y para el fragmento B 3UTRSox9bFwB y
3UTRSox9bRvBXbal. Estos oligonucledtidos incluyen sitios para las enzimas de
restriccion Xhol (directo) y Xbal (reverso). Los productos de la reacciéon fueron
utilizados como molde para una segunda amplificacion en las mismas condiciones.
Se realizaron corridas electroforéticas en gel de agarosa 1% (p/v) en TAE 1x y Gel

Green para evaluar los resultados.

Figura 4.9 - Electroforesis en gel de agarosa 1% (p/v) tefiido con
Gel Green. A, Ar y A-: Amplificacién, segunda amplificacion y
control negativo del fragmento A. B, Br y B-: Amplificacion,
segunda amplificacion y control negativo del fragmento B. ctrl+:
control positivo de reaccion, con oligonucledtidos FoxD3-Fw y
FoxD3-Ryv, los cuales hibridan en el gen foxD3 produciendo un
fragmento de 500pb. PM: marcador de peso molecular Ladder
400pb
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La Figura 4.9 muestra los resultados de las reacciones de amplificacion. La
punta de flecha indica las bandas de aproximadamente 1000pb correspondientes a
cada fragmento. Los productos de amplificacion correspondientes fueron purificados
mediante el uso del kit comercial y medida su concentracion. Los fragmentos fueron
ligados en el plasmido pGEM-T-Easy y utilizados para transformar cultivos de E. coli
DH5a. Al menos diez colonias blancas de cada fragmento se seleccionaron para ser
analizadas por PCR. Los plasmidos de dos colonias positivas para cada fragmento
fueron purificados y secuenciados utilizando el oligonucledtido universal M13Fwd por
la DNA Sequencing Facility de la University of Maine, Maine, EEUU. Asi, se lograron
clonar en el plasmido pGEM-T-Easy los fragmentos A y B de la region 3’'UTR de
sox9b, con los sitios de Xbal y Xhol flanqueantes para luego poder realizar el
subclonado en el vector de expresion in vitro. Los plasmidos fueron nombrados
pGEM-T-Easy-3’'UTR-sox9b-FA para el fragmento A y pGEM-T-Easy-3’'UTR-sox9b-
FB para el B.

Xhol

Salx Xbal SP6 promoter
SP6 promoter (M13 rev)
~__—(Mi3rey / lac promoter

: "*',f lac promoter
1l ot
;

Xbal

Xbal — , |
 promo pPGEM-T-Easy-3'UTRsox9b-FA I Xhol PGEM-T-Easy-3'UTRsox9b-FB

Mi3fwd

)
oY
®

Ny N

AmpR promoter AmpR AmpR promoter AP

Figura 4.10 - Representacion de los fragmentos A (izq) y B (der) clonados en el plasmido pGEM-T-Easy,
con sitios de restriccion Xhol y Xbal flanqueantes.

La Figura 4.10 muestra los fragmentos y su orientacion dentro del plasmido.
También se representaron los sitios de restriccion incluidos en los oligonucleotidos
para las enzimas Xhol y Xbal. Como se puede ver, ambos fragmentos contienen
ademas un sitio interno para la enzima Xbal, alrededor de los 190pb desde el
comienzo. El siguiente subclonado en el plasmido de fusidén transcripcional fue

planeado utilizando ambas enzimas de restricciéon. Sin embargo, los sitios internos
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para Xbal podrian suponer un problema al momento de obtener los fragmentos
completos de aproximadamente 1000pb. Para evaluar esto, se sometié a cada
plasmido a tratamiento con dicha enzima incubando la reaccion a distintos tiempos
(20, 40 y 60 minutos). En la Figura 4.11 se observan los resultados de los cortes de
cada plasmido con la enzima Xbal. Como se puede apreciar, para los tres tiempos de
incubacion es liberado un fragmento de peso molecular similar al correspondiente
para la secuencia comprendida entre ambos sitios de restriccion Xbal (843pb para el
fragmento A y 756pb para el fragmento B, ver Figura 4.11, punta de flecha F). La
punta de flecha L sefala al plasmido que sufri6 dos cortes con la enzima liberando
los segmentos previamente mencionados, resultando en un fragmento de ADN de
aproximadamente 3200pb. Lamentablemente, no se observa en ningun caso la banda
correspondiente a plasmido linealizado (cortado una sola vez por la enzima) que
deberia correr como un fragmento de 4000pb, el cual seria utilizado para los

subclonados.

pGEM-T-Easy-3'UTRsox9b-FA pGEM-T-Easy-3'UTRsox9b-FB

Minutos Minutos
20 40 60

Figura 4.11 - Corrida electroforética en gel de agarosa al 1% de los cortes por enzima de
restriccion con enzima Xbal con distintos tiempos de incubacion. Izquierda: Fragmento A;
Derecha: Fragmento B. Flechas: L, plasmido linealizado; F, fragmento liberado.SC: plasmido sin
tratamiento con enzima de restriccion; PM: marcador de peso molecular Ladder 400pb

En base a los resultados anteriores, se decidi6 cambiar la estrategia de
subclonado. Para ello, los fragmentos de interés fueron clonados nuevamente en el
vector pGEM-T-Easy utilizando oligonucledtidos que posean el sitio de
reconocimiento para la enzima Xhol (directo y reverso). Se usaron para su
amplificacion los cebadores 3UTRSox9bFwA y 3UTRSox9bRvAXhol para el
fragmento A, y 3UTRSox9bFwB y 3UTRSox9bRvBXhol para el fragmento B. Como
molde de ADN se utilizaron los plasmidos pGEM-T-Easy-3'UTR-sox9b-FA y pGEM-
T-Easy-3’'UTR-sox9b-FB, respectivamente. Las amplificaciones se realizaron con el

protocolo 2 (pagina 25, seccion 3.4.4). Los productos de PCR fueron separados por
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corrida electroforética en gel de agarosa al 1% (p/v) en TAE 1x y Gel Green,
purificados mediante un kit comercial, ligados en el plasmido pGEM-T-Easy y
transformados en E. coli DH5a. Nuevamente, diez y ocho colonias blancas para los
fragmentos A y B, respectivamente, fueron seleccionadas, analizadas por PCR en
colonia (Figura 4.12) y dos clones para el fragmento A y uno para el B fueron
purificados para ser secuenciados, confirmando la presencia de los insertos en los

plasmidos.
Fragmento A
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 ctrl+ ctrl- PM
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Figura 4.12 - PCR en colonias de E. coli transformadas con los fragmentos A y
B clonados en el vector pGEM-T-Easy con oligonucledtidos que incorporaban
sitios Xhol en ambos extremos. Las puntas de flecha indican los productos del
peso molecular esperado.

-Superior (fragmento A): calles 1-12 PCR en distintas colonias; ctrl+ control
positivo con el plasmido pGEM-T-Easy-3’'UTR-sox9b-FA como molde; ctrl-
control negativo sin ADN molde; PM marcados de peso molecular Ladder 400.
-Inferior (fragmento B): calles 1-8 PCR en distintas colonias; ctrl+ control positivo

con el plasmido pGEM-T-Easy-3’'UTR-sox9b-FB como molde; ctrl- control
negativo sin ADN molde; PM marcados de peso molecular Ladder 400pb.

De esta forma se pudieron clonar ambos fragmentos de la regién 3’'UTR de
sox9b en el plasmido pGEMT-Easy y determinar su orientacién. Los plasmidos
obtenidos fueron nombrados pGEM-T-Easy-3’'UTR-sox9b-Xhol/Xhol-FA para el
fragmento A y pGEM-T-Easy-3'UTR-sox9b-Xhol/Xhol-FB para el fragmento B (Figura
4.13), y posteriormente utilizados para el subclonado en el vector de transcripcion in

vitro.
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Figura 4.13 - Representacion de los fragmentos A (izq) y B (der) clonados en el plasmido pGEM-T-Easy,
con sitios de restriccion Xhol.

4.3.2 Subclonado en el vector de transcripcion pSP64T-1MYC-EGFP

Una vez obtenidos los fragmentos en el vector pGEM-T-Easy se procedio con
el subclonado en el vector de transcripcion in vitro pSP64T-1MYC-EGFP (Figura 3.2,
seccion 3.4.2). Para esto, los plasmidos que contenian los insertos de interés, el
pGEM-T-Easy-3’'UTR-sox9b-Xhol/Xhol-FA 'y el pGEM-T-Easy-3’'UTR-sox9b-
Xhol/Xhol-FB, fueron sometidos a corte con la enzima de restriccién Xhol y separados
en agarosa 1% (p/v) en TAE 1x y Gel Green. El vector receptor pSP64T-1MYC-EGFP
linealizado con la enzima Xhol se separdé por corrida electroforética en gel de agarosa
0,8% (p/v) en TAE 1x y Gel Green. Una vez purificado, el plasmido receptor fue
sometido a reaccion de fosfatasa alcalina para reducir la probabilidad de religado.
Posteriormente, se llevaron a cabo las reacciones de ligacion y transformacion de
células competentes E. coli DH5a. Al menos diez colonias para cada fragmento se
analizaron por PCR y se seleccionaron 2 para obtener los plasmidos, enviar a
secuenciar y determinar la orientacion del inserto. Se lograron obtener clones con los
fragmentos de interés, pero solo el fragmento B fue clonado en la orientacién correcta,
y al plasmido obtenido se lo llamé pSP64T-1MYC-EGFP-3’'UTR-sox9b-FB (Figura
4.14). Es por esto que los experimentos proyectados para el analisis de los sitios
putativos de unién para microARNs en la region 3’'UTR del gen sox9b no pudieron ser

47



concluidos (objetivo particular N°2). No obstante, los resultados obtenidos hasta el

momento son utiles para continuar con los experimentos en el futuro.

Xhol Xenopus globin 3'-UTR
PpolyA
Xbal
M13

rev)

Xenopus globin 5'-UTR
AmpR promoter’

AmpR

pSP64T-1MYC-EGFP-3'UTR-sox9b-FB

Figura 4.14 - Representacion del plasmido pSP64T-1MYC-EGFP
con el fragmento B de la 3'UTR de sox9b.

4.4 Estudios moleculares de sox9b
4.4.1 Niveles de expresion de sox9b

Con el objetivo de evaluar el efecto de los microARNs sobre el gen regulador
de la condrogénesis sox9b, se decididé estudiar los cambios en los niveles de
expresion de sox9b mediante la técnica de RT-gPCR. Como controles enddgenos de
normalizacion se utilizaron los genes rpl13 (60S ribosomal Protein L13) y efla
(elongation factor 1-alpha) (Tang et al., 2007). Los resultados fueron procesados con

el software qBase version 2.2 (Biogazelle, Bélgica).

Los ensayos de RT-qPCR fueron realizados en muestras de embriones
DicMO y DicMOctrl en los estadios de 18, 24 y 28hpf realizando 4 réplicas biologicas
para cada uno. En embriones de 18hpf, los niveles de ARNm de sox9b aumentan
significativamente al doble al interrumpir la traduccién de Dicer1, pero en estadios
posteriores disminuyen significativamente (Figura 4.15). Esto estaria indicando una
regulacion directa de la expresion de sox9b por parte de microRNAs, la cual varia

temporalmente durante el desarrollo embrionario.
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El aumento en el nivel de expresion observado a las 18hpf podria estar dado
por una regulacion directa por parte de ciertos microARNs sobre la region 3'UTR del
gen. Al microinyectar el morpholino Dicer1-MO, se afecta la expresion de Dicer1, y
por ende la biogénesis de microARN se bloquea, elevando los niveles de los ARNm
blanco. En embriones de pez cebra de 14hpf se vio que sox9b se expresa
principalmente en las células premigratorias craneales de la CN y que sus niveles
disminuyen a medida que empiezan a migrar (Yan et al., 2005). Posteriormente, al
llegar a las 18hpf su expresién se ve delimitada a la linea media, la vesicula dtica y la
epifisis (Li et al., 2002). Una desregulacion en estos estadios podria afectar los tejidos
derivados de la CN, al no permitir que los niveles de expresion disminuyan una vez

que las células migren.

En los estadios posteriores (24 y 28hpf) la disminucion de la expresion
observada puede deberse a la ausencia de algun activador o la sobreexpresion de
algun represor, ya que diferentes elementos regulatorios fueron descriptos para el
promotor de sox9b (Burns et al., 2016). También podria deberse a una disminucién
en el numero de células que deberian expresar sox9b. En nuestro laboratorio, por
tincion con Naranja de Acridina se vio un aumento de la apoptosis en las CCN en
estos estadios (Weiner et al., 2019). En embriones de 26hpf, sox9b se expresa
principalmente en los rombomeros y posteriormente en las aletas pectorales y los
arcos faringeos (B. Thisse & Thisse, 2004; Yan et al., 2005). Por lo tanto, una

disminucién de la expresion a partir de las 24hpf podria generar una incorrecta
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diferenciacion o ausencia de estas estructuras, como fue visualizado en la tincion de

Alcian Blue.
4.4.2 Patron de expresion espacio-temporal de sox9b

Las hibridaciones in situ se utilizan para localizar secuencias especificas de
ADN o ARN dentro de una muestra biolodgica. Si la muestra es lo suficientemente
pequefia, como es el caso de los embriones de pez cebra, la técnica puede realizarse
en el organismo entero (Whole mount in situ hybridization, WISH). En nuestro caso
se disefaron y sintetizaron sondas de ARN especificas para sox9b marcadas con

UTP-Digoxigenina.

La técnica de WISH fue llevada a cabo en embriones de pez cebra con el
objetivo de analizar cambios en el patron de expresidn espacio-temporal de sox9b
cuando se los trata con morpholino Dicer1-MO. Debido a que en el laboratorio no se
contaba con una sonda especifica para este gen, se decidi6 disefiarla. Para esto,
utilizando los oligonucleétidos zSox9b-R y SndSox9bFw se amplificé por PCR un
fragmento de 535pb perteneciente a la regidn codificante de sox9b utilizando como
molde ADNc. Los productos de la reaccion de PCR se corrieron en gel de agarosa
1% (p/v) en TAE 1x y Gel Green y la banda correspondiente fue purificada con un kit
comercial. El fragmento fue clonado en el plasmido pGEM-T-Easy y transformado en
cultivos de E. coli DH5a. Al menos diez colonias blancas fueron seleccionadas para
ser analizadas por PCR. Los plasmidos de dos colonias positivas fueron purificados
y enviados a secuenciar. Como resultado se obtuvo un fragmento de la region
codificante del gen sox9b en el vector pPGEM-T-Easy para poder ser utilizado como
molde para la sintesis de una sonda para WISH (Figura 4.16).

M13 fwd Ncol

b _:35%%\
: \“ Figura 4.16 — Representacion
/ ’ \ S26 promse) del fragmento de 535pb del gen
. & e perator sox9b clonado en el plasmido
v o promotes pPGEM-T-Easy, indicando su
; PGEM-T-Easy-SNDsox9bORF orientacion y el sitio de corte de

la enzima Ncol.

AmpR)
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El plasmido pGEM-T-Easy-3’'UTR-sox9b-FA linealizado con la enzima Sall
(Figura 4.10) y el plasmido pGEM-T-Easy-SNDsox9bORF con Ncol (Figura 4.16)
fueron utilizados como molde para la sintesis de las sondas SNDsox9bUTR vy
SNDsox9bORF, respectivamente. Las sondas difieren en el lugar de hibridaciény en
su longitud (~550pb SNDsox9bORF y ~1000pb SNDsox9bUTR). Al hibridar en
regiones distintas del ARNm de sox9b podrian brindar diferente informacion. Por otro
lado, la diferencia en tamarfio hace que una sonda mas larga resulta mas especifica,
mientras que una mas corta es de mayor penetracién. Estas caracteristicas se ven

representadas en la Figura 4.17.

SNDsox9bORF SNDsox9bUTR
Sondas ] . .
SOX9b  we NN . I

Figura 4.17 — Regiones de hibridacion de las sondas utilizadas para WISH de sox9b. En negro se muestran las
sondas, en verde la region 5’'UTR, en rojo la region codificante y en azul la regiéon 3'UTR.

Una vez sintetizadas las sondas se procedié a poner a punto el protocolo de
hibridacién in situ en embriones tipo salvaje de D. rerio de 17, 24 y 48hpf. Para llevar
a cabo el analisis de los resultados se utilizaron como referencia ensayos ya
reportados para sox9b en la bibliografia mostrados en la Figura 4.18 (B. Thisse &
Thisse, 2004).

Lateral Dorsal Figura 4.18 - WISH para sox9b en embriones tipo
A Vo salvaje, adaptado de Thisse & Thisse, 2004.
- CN
A) 16hpf, vista lateral. VO: vesicula dtica, CN:
16hpf| £+ ol cresta neural
.‘. B) 20-24hpf, vista lateral. O: ojo primitivo, TN:
tubo neural
B C ¢ C)20-24hpf, vista dorsal. EN: encéfalo, CE:
. TN columna espinal
EN
‘ﬁ‘ D)42-48hpf, vista lateral. AB: arcos branquiales,
20-24hpf : "h,' . R: retina

E)42-48hpf, vista dorsal. SNC: sistema nervioso
central, AP: aletas pectorales

42-48hpf
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SNDsox9bORF SNDsox9bUTR

180uM

16hpf

n
k
=

24hpf

E F =

48hpf

Figura 4.19 - Determinacion del patron espacial de expresion de sox9b en embriones de D.
rerio. Hibridacion in situ con la sonda SNDsox9bORF: A) 16hpf, C) 24hpf, E) 48hpf. Con la
sonda SNDsox9bUTR: B) 16hpf, D) 24hpf, F) 48hpf vista lateral, F’) 48hpf vista dorsal. Puntas
de flecha: Tubo neural. Barras de referencia en B para A-B: 180uM; en D para C-D y en F
para E-F: 250uM.

Los resultados obtenidos no fueron acordes a lo esperado en ejemplares de
16hpf. La sonda SNDsox9bORF no mostré la especificidad prevista, tifiéndose el
embridn entero en lugar de estructuras especificas como la vesicula ética y las CCN
(Figura 4.19-A). Los resultados con la SNDsox9bUTR fueron igualmente
inespecificos, observandose marca en casi la totalidad del embrién (Figura 4.19-B).
Una posible interpretacion es que la sonda no haya logrado penetrar al interior, tal
vez por un tratamiento insuficiente con Proteinasa K. Para mejorar estos resultados,
se probara incrementar el tiempo de incubacion con dicha enzima en futuros

experimentos.
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En el caso de los embriones de 24hpf, comenzé a verse coloracion de
inespecificidad previo a la aparicion de las marcas ya reportadas para este estadio
como ser la médula espinal, el ojo primitivo y el encéfalo (Figura 4.19 C, para
SNDsox9bORF y Figura 4.19 D para SNDsox9bUTR).

Los embriones de 48hpf (Figura 4.19 E, F y F’) muestran una coloracién muy
tenue en algunas de las estructuras esperadas, como las aletas pectorales y el
sistema nervioso central con ambas sondas, pero también presentan coloracién
exacerbada en el tubo neural (Figura 4.19 E y F, puntas de flecha) el cual no deberia

haberse tefido en esta etapa del desarrollo.

En base a los resultados obtenidos, concluimos que la técnica debe ser
optimizada para poder utilizarla como herramienta de analisis de la expresion. Dentro
de las correcciones que se pueden realizar incluyen optimizacion en las temperaturas
de hibridacién, astringencia en los lavados, concentracion de sonda utilizada y tiempo
de fijacion (C. Thisse & Thisse, 2008). La optimizacion de esta técnica para las sondas
de sox9b nos permitira realizar estudios comparativos del patrén de expresion en
embriones DicMO y DicMOctrl. Estos estudios junto con los obtenidos por gPCR nos
permitiran emitir una conclusion acerca de la regulacion de la expresion de sox9b por

mMiARNSs durante el desarrollo embrionario de pez cebra.

4.5 Estudios moleculares del gen col2a1

4.5.1 Niveles de expresion de col2a1

El gen col2a1 codifica para el colageno de tipo Il que predomina en la matriz
extracelular de los cartilagos, como los arcos faringeos. Ademas, este gen es
expresado transitoriamente en tejidos no condrogénicos, como la notocorda (Yan et
al., 1995). Con el propdsito de evaluar si el fenotipo craneofacial de las larvas DicMO
es dado en parte por una desregulacion de col2a1, se procedié a analizar por RT-
gPCR los niveles de expresion de dicho gen en embriones tipo salvaje
microinyectados con los morpholinos Dicer1-MO y Dicer1-ctrIMO. Los experimentos
de RT-gPCR fueron realizados con muestras de embriones de 24 y 43hpf, realizando

cuatro réplicas bioldgicas para cada estadio, con los oligonuclettidos Col2a1a-F y
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Col2a1a-R para col2a1 y usando rpl13 y efla como controles internos de

normalizacion.

col2a1
€ 1.5+ .
E Bl DicMOctrl
< —_ —|— DicMO
3
o 1.0
2
©
o
c 0.5-
0
[7)]
o
<
L 0.0' ‘: ‘:
L L
a ¥

Estadio
Figura 4.20 — Niveles de expresion de col2al. Ensayos de RT-qPCR a partir de embriones tipo
salvaje de 24 y 43hpf microinyectados con morpholinos Dicer1-ctrIMO (DicMOctrl) y Dicer1-MO

(DicMQ). Los valores representados corresponden al promedio aritméticoxtSEM estandarizado al
control.

Los resultados no mostraron cambios significativos en la expresion de col2a1
en los estadios analizados (Figura 4.20). Se sabe que los factores de transcripcion
Sox9a y Sox9b actuan en conjunto tanto en la activacidén de la expresion de col2a1
como en el control de supervivencia y proliferacion de las células que se diferenciaran
en condrocitos (Yan et al., 2005). Por lo tanto, considerando la disminucion de la
expresion de sox9b observada en embriones DicMO en el estadio de 24hpf (Seccion
4.4.1, Figura 4.15), se esperaria que los niveles de ARNm de col2a1 también
disminuyan en dichas condiciones. Sin embargo, aun existe la posibilidad de que
col2a1 esté a su vez regulado por microARNs produciendo un aumento de los niveles
de ARNm al eliminar Dicer1, contrarrestando el efecto de la ausencia de Sox9b, lo
cual explicaria que los niveles de col2a1 no varien significativamente. Por otro lado,
estudios en pez cebra muestran que los niveles de expresién de col2a1 aumentan
considerablemente a partir de la etapa de segmentacion (10 hpf) (David et al., 2016),
y por lo tanto, pensamos que pequefias variaciones en sus niveles serian dificiles de

apreciar por esta técnica.
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4.5.2 Patron de expresion espacio-temporal de col2a1.

Una vez analizados los niveles de ARNm de col2a1 se consider¢ estudiar el
patrén de expresion espacio-temporal de dicho gen, mediante la técnica de WISH.
Embriones de 24 y 43hpf DicMO y Dic-ctrIMO fueron sometidos a WISH con una
sonda especifica para col2a1.

col2at - 24hpf
Dicer1-ctriMO Dicer1-MO

Figura 4.21 - Patrén espacial de expresion de col2al. Hibridacion in situ en embriones
tipo salvaje de 24hpf microinyectados con morpholinos Dicer1-ctrIMO (A y C) o Dicer1-
MO (B y D). Punta de flecha en A: separacion de los somitos; en B: expresion en region
cefélica. Barra de referencia en A para A-D: 250uM.

El analisis de los resultados mostré que a las 24hpf en los embriones control
se puede apreciar tincion en la separacion de los somitos (Figura 4.21 A, punta de
flecha) mientras que en los embriones DicMO estas marcas estan ausentes. Ademas,
en los embriones DicMO la coloracion se extiende mas hacia la region cefalica en
comparacion con los DicMOctrl (Figura 4.21 B, punta de flecha). Por otro lado, a las
43hpf se aprecian diferencias en las estructuras craneofaciales. En los controles se
ven claramente tefiidas las regiones que formaran la mandibula inferior (Figura 4.22
Ay C, puntas de flecha), pero en los DicMO, estas estructuras no se encuentran bien
definidas y son de menor tamario (Figura 4.22 B y D, puntas de flecha).
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col2a1 - 43hpf
Dicer1-ctriMO Dicer1-MO

Figura 4.22 - Patron espacial de expresion de col2al. Hibridacion in situ en embriones
tipo salvaje de 43hpf microinyectados con morpholinos Dicer1-ctrIMO (A y C) o Dicer1-
MO (B y D). Puntas de flecha: futuras estructuras de la mandubla inferior. Barra de
referencia en B para A-D: 250uM.

Las diferencias observadas en los patrones de expresion de col2af entre
embriones DicMO y DicMOctrl en los estadios analizados explican los fenotipos
craneofaciales observados a los 4dpf (tincion de Alcian Blue, seccidn 4.2). Al verse
alterado el patrén de expresion de col2a1 en embriones depletados de Dicer1, las
estructuras craneofaciales cartilaginosas no pueden formarse correctamente, dando
lugar a mandibulas de menor tamafo detectadas en larvas homocigotas mutantes
dicer15392%5 o incluso su ausencia en larvas DicMO. Por lo tanto, es factible decir que
un desbalance de la via de regulacion por microARN estaria produciendo alteraciones
en los niveles del factor transcripcional sox9b, lo cual llevaria a cambios en el patrén
de expresion de col2a1 y finalmente a las malformaciones craneofaciales observadas
mediante la tincion de Alcian Blue.

4.6 Niveles de expresion de microARN

Una condicion necesaria para la regulacion de un gen por parte de un
microARN es que ambos coincidan temporal y espacialmente en su expresion. Para
poder analizar los niveles de expresion de microARN se procedio a poner a punto una
técnica de RT-qgPCR modificada que permite detectar ARNs cortos. El analisis in silico
de la region 3'UTR de sox9b reveld multiples sitios putativos de union para distintas
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familias de microARNs conservadas en invertebrados. Una de estas familias
corresponde a la del miR-145, con un score de -0,28 (Tabla 4.1). Estudios realizados
en células madre embrionarias de ratdén diferenciadas a CCN mostraron que la
expresion de Sox9 (homologo de sox9b en M. musculus) es regulada por miR-145
(Banerjee et al., 2016). Se ha reportado ademas que la sobreexpresion de miR-145
en células madre mesenquimaticas de raton afectaba de forma negativa la expresion
de Sox9 y de otros marcadores condrogénicos como Col2a1, Agc1 y Col9a2 a nivel
traduccional (Yang et al., 2011). Ademas, la inhibicion de dicho microARN elevaba los
niveles de Sox9. A su vez, se vio que en condrocitos articulares humanos SOX9 es
regulado por miR-145, actuando de forma directa por union a un sitio especifico en la
region 3’'UTR del gen (Martinez-Sanchez et al., 2012). Por estos motivos, se lo
consideré como un candidato atractivo para estudiar sus niveles de expresion y

vincularlo como regulador de sox9b en el desarrollo embrionario de pez cebra.

El principal problema al momento de amplificar por PCR un microARN es su
longitud, ya que generalmente tienen entre 21-25 bases. Entonces, se procedio a
poner a punto una técnica de RT-qPCR modificada que permite detectar ARNs cortos.
La estrategia consiste en extender el microARN agregando una cola de poli-A con
ayuda de la enzima Poly(A) polimerasa. Luego, en la reaccion de retrotranscripcion
se utiliza un oligonucledtido (dT)1s que contiene una extension secuencia especifica
de 9 nucledtidos en el extremo 3'. De esta forma, el ADNc de un microARN se puede
extender hasta unas 45-50 bases. Esto posibilita usar un oligonucleétido especifico
(directo) y uno semi-especifico (reverso, 4-8 bases de homologia de secuencia) para
el microARN extendido al momento de realizar la qPCR (Balcells et al., 2011). Una
particularidad de este método es que permite amplificar selectivamente microARNs
maduros ya que los pre-microARNs contienen una extension en el extremo 3’ y el
oligonucledtido reverso no hibridaria correctamente. Ademas, la reaccion de
retrotranscripcion produce ADNc de todos los transcriptos presentes en la muestra,
pudiéndose utilizar la misma muestra para los genes de control interno. Un esquema

de esta técnica se muestra en la Figura 4-24.

Las reacciones de retrotranscripcion y qPCR se llevaron a cabo utilizando

muestras de embriones tipo salvaje de 18, 24 y 28hpf, realizando dos réplicas
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bioldgicas (salvo para 18hpf donde se utilizdé una sola réplica) y usando los genes

eflay rpl13 como controles internos de normalizacion.
miR-145

5-GUCCAGUUUCCAGGAAUCCC-¥

Poly(A) Polimerasa
Retrotranscriptasa

PAP

5'-GUCCAGUUUCCAGGMUC%STA%W¢AAAMAM... 3
RT3 GA

Taq Polimerasa \ RT-primer

ADNc
5-GCAGGTCCAGTTTTCCCAG-3— 139 /-
3-CAGGTCAAAAGGGTCCTTAGGGTTTTTTTTTTTTTTTGACCTGGAC -5

miR145-F

Tag+— 3-TTAGGGTTTTTTTTTTTTTTTGACCTGG %

\ miR145-R

Producto final

s

5-GCAGGTCCAGTTTTCCCAGGAATCCCAAAAAAAAAAAAAAACTGGACC -3
3-CGTCCAGGTCAAAAGGGTCCTTAGGGTTTTTTTTTTTTTTTGACCTGG-5

Figura 4.23 — Analisis de la expresion de microARN. Técnica de RT-qPCR para la deteccion
y medicion de niveles de expresion de miR-145. PAP: Poly(A) Polimerasa; RT:
Retrotranscriptasa;, Taq: Taq polimerasa. miR145-F y miR145-R: oligonucledtidos
especificos utilizados para gPCR

miR-145

Figura 4.24 - Anélisis de la expresion de
microARN. RT-gPCR de miR-145 de
10+ embriones tipo salvaje en estadios de 18,
24 y 28hpf. Los valores representados
son promedios aritméticos de las
réplicastSEM, estandarizados con
respecto al estadio de 18hpf.

Expresion relativa de microARN
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Expresion ]
Estadio |Réplica| relativade |SEM Promedio de Ct+ SD

miR-145 efla rpl13 miR-145
18hpf 1 1,0 0,05 29,00+0,03 28,90+0,07 27,90+0,14
24hpf 1 0,8 0,1 27,67+0,53 26,86 +0,54 26,49 +0,10
2 1,8 0,2 28,81+0,01 28,42+ 0,06 26,70 +£ 0,21
28hpf 1 5,2 0,6 30,32+0,09 29,24 +0,18 26,34 +0,25
2 11,6 29 31,13+0,08 30,47 £0,15 26,21 + 0,61

Tabla 4.2 - Analisis de la expresion de microARN. RT-gPCR de miR-145 de embriones tipo salvaje en estadios de
18, 24 y 28hpf. La expresion relativa fue normalizada con respecto al estadio de 18hpf. Las dltimas tres columnas
muestran los promedios de los valores de Ct (threshold-cycle) obtenidos para cada gen analizado en cada muestra,
con sus respectivas desviaciones standard.

Se vio que es posible detectar la presencia del miR-145, y su concentracion
aumenta a medida que avanza el desarrollo embrionario, siendo mayor en el estadio
de 28hpf (Figura 4.24). En la Tabla 4.2 se muestran los valores de Ct obtenidos para
los genes control de normalizacion y para el microARN. Los resultados muestran que
si bien es posible detectar microARN por esta técnica se deben realizar
modificaciones y optimizaciones al protocolo, ya que las variaciones en la expresion
para cada réplica biolégica son demasiados grandes (Tabla 4.2, columna 3, SEM). Lo
valores de Ct correspondientes a effa y rp/13 son muy variables y elevados al
compararlos con un ensayo de RT-gPCR normal, donde se obtienen valores de Ct
menores a 20. Esto podria indicar que la reaccion de retrotranscripcion al realizarse
en conjunto y en las condiciones de la reaccién de poliadenilacion es de baja
eficiencia. Un paso a mejorar puede ser en la extraccion de ARN y el almacenamiento,
ya que si bien algunos microARN pueden permanecer almacenados hasta diez meses
a -80°C (Mraz et al., 2009), un manejo incorrecto de los mismos o restos de reactivo
TRIzol pueden producir la degradacion de la muestra, reduciendo la eficiencia de las
reacciones de poliadenilacion, retrotranscripcion y qPCR (Bravo et al., 2007). Sin
embargo, una vez optimizada la técnica, sera util para estudiar los niveles de
expresion de distintos microARNs candidatos de regular la expresion de sox9b y

col2a1 durante el desarrollo embrionario de pez cebra.
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5 Conclusiones

La alteracion de la expresidn de dicer1, ya sea por homocigosis del alelo
mutante dicer1s392%5 o por la accién de morpholino, ocasiona malformaciones

craneofaciales en larvas de pez cebra.

Existe una relacion entre los microARN y la condrogénesis craneofacial,
demostrada por cambios en longitud, area y angulo de los cartilagos analizados en

larvas mutantes dicer1™-.

Se logro clonar un fragmento de aproximadamente 1000pb correspondiente a
una seccion de la region 3’'UTR del gen sox9b en un plasmido que permite la
transcripcion in vitro, fusionado al gen reportero eGFP.

Los niveles de expresion de sox9b analizados por RT-gPCR se vieron
alterados en embriones microinyectados con morpholino Dicer1-MO, indicando una

posible regulacién de dicho gen mediada por microARNSs.

Se sintetizaron de novo dos sondas para estudiar la expresiéon espacio-
temporal de sox9b durante el desarrollo embrionario de pez cebra. Debe optimizarse

la técnica para una correcta tincion de los embriones.

No se detectaron cambios significativos en los niveles de expresion de col2a1
analizados por RT-qPCR en embriones microinyectados con morpholino Dicer1-MO.
Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que ciertos microARNs estén

involucrados en su regulacion.

El patron espacio-temporal de expresion de col2a1 se vio alterado en
embriones DicMO, particularmente en la regién de la mandibula inferior. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos en la tincion de Alcian Blue y podrian
explicar los fenotipos de los embriones dicer1” y morphantes DicMO.

Fue posible la deteccion del miR-145 a partir de muestras de embriones tipo
salvaje utilizando una técnica basada en RT-gPCR.
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