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1. ABREVIATURAS Y SiMBOLOS

ADN acido desoxirribonucleico

ADNc acido desoxirribonucleico copia

ARN acido ribonucleico

ARNm acido ribonucleico mensajero

col Colaboradores

ERT elementos de respuesta a hormonas tiroideas

Dms Desmosomas

hs Horas

HT Hormona tiroidea

L Litro

M Molar

mg Miligramos

min Minutos

mm Milimetros

NF estadio de desarrollo de Xenopus laevis segun Niewkoop y Faber
(1967)

nm Nandémetro

nM Nanomolar

pb pares de bases

PCR reaccion en cadena de la polimerasa (del inglés, Polymerase Chain
Reaction)

ppm partes por millén

RT Retrotranscripcién

RT-sgPCR Retrotranscripcion seguida de PCR semicuantitativa (del inglés
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st
T3
UAs
UEs
Hg
ul

um

semiquantitative Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction)

estadio de desarrollo
3,5,3'-triiodotironina
uniones adherentes
uniones estrechas
Microgramos
Microlitros
Micrémetros

grado centigrado
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2. RESUMEN

La morforgénesis de los epitelios polarizados constituyd una adquisicion critica que
condujo a la multicelularidad y a la expansién evolutiva de los metazoos. Conforme se
incrementd la complejidad de estos organismos, el tejido epitelial se torné clave en la
diferenciacion tisular que permitié la formacidn de los érganos y sistemas de érganos
requeridos para su éxito evolutivo. En los animales superiores, la integridad estructural
y funcional de dichos tejidos involucra complejos multiproteicos intercelulares que
mantienen a las células adyacentes unidas. Los contactos entre estas células
polarizadas contienen tres grandes estructuras adhesivas, ubicadas asimétricamente
en la regién apical de las membranas laterales, las uniones estrechas (UEs), las uniones
adherentes (UAs) y los desmosomas (Dms), definiendo el complejo tripartito apical. En
los tres tipos de uniones hay moléculas transmembrana que enlazan las células vecinas
a través de interacciones adhesivas, asi como por proteinas citoplasmaticas de
andamiaje, que organizan vias de senalizacidn y que proporcionan una unién mecanica
al citoesqueleto celular. Un grupo clave de las moléculas de adhesién célula—célula lo
constituye la superfamilia de cadherinas, de las que cadherina E, ha sido implicada
como una molécula critica en el mantenimiento de la integridad tisular y en la
moducién de la sefializacién celular a través de interacciones citoplasmaticas con las
cateninas (B-, o- y p120), desencadenando diversos procesos intercelulares que llevan
a la diferenciacion epitelial. La formacion de UAs modula la actividad de las GTPasas
pequenas RhoA, Racl, Cdc42 y Rapl, las que a la vez, regulan los procesos de adhesién

mediados por cadherina E en la biogénesis epitelial.

Por los motivos antes mencionados, resulta fundamental conocer y comprender el rol
de las moléculas que conforman y regulan las UAs durante la formaciéon y el

mantenimiento de la estructura epitelial.

Con el fin de profundizar los conocimientos sobre la plasticidad adhesiva intercelular
mediada por cadherina E, este trabajo de tesis se ha enfocado en el andlisis in vivo de
la regulacion de las UAs bajo la influencia de la hormona tiroidea 3,5,3'-triiodotironina
(T3), clave en el desarrollo de metazoos y particularmente, en la remodelaciéon del

tubo digestivo de anuros. Este sistema de érganos representa un modelo experimental
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clave, ya que su remodelacion durante la metamorfosis es profundamente
dependiente de la union de la hormona tiroidea (HT) a sus receptores nucleares, los
gue son factores de transcripcion dependientes de T3. Durante estos procesos de
remodelacién, las células se desplazan coordinadamente, proliferan y establecen
nuevos contactos célula-célula. Para seguir este programa, requieren de una red de
mecanismos de regulacion que permiten el desmontaje y reestablecimiento de los
contactos, al tiempo que deben evitar la pérdida del fenotipo epitelial que, cuando
ocurre en tejidos adultos, se correlaciona con procesos de progresion tumoral vy

metastasis.

El objetivo general del presente estudio, consistio6 en probar la necesidad del
reclutamiento de cadherina E en la membrana, inducido por las hormonas tiroideas,
asi como su implicancia en las cascadas intracelulares mediadas por las GTPasas
pequenas, para el establecimiento de la polarizacidon y diferenciacién epitelial del

tracto digestivo.

Los estudios se llevaron a cabo utilizando dos especies de anuros, el sapo
sudamericano Rhinella arenarum vy la rana africana Xenopus laevis. Dada la escasa
informacién genética del primero, mediante el uso de herramientas bioinformaticas y
moleculares (sgRT-PCR) se purificd y secuencié un fragmento de [-catenina, el cudl
mostro alta identidad en las secuencias nucleotidicas y peptidicas con sus homdlogos
de otros vertebrados. Luego se aplicéd el modelo de induccidn a la metamorfosis con T3
en ambas especies, empleando larvas premetamdorficas sometidas a T3 por 24hsy 5
dias. Con estos experimentos se logré una remodelacién drdstica de los renacuajos,
tanto en su anatomia externa, como la del tubo digestivo, dicho proceso es muy
semejante al que ocurre en la metamorfosis espontdnea de estos organismos. Durante
la induccién se verificaron tanto procesos apoptdticos, como de proliferacion celular,
engrosamiento de las capas epiteliales, musculares y serosas, aunque no se produjo el
desarrollo de la submucosa ni de la capa muscular de la mucosa. A nivel
ultraestructual, mediante un analisis morfométrico de los complejos de union se
evalud su presencia, localizacidn, asi como la separacién del espacio intermembrana. A
las 24 hs de tratamiento con T3 se observd un aumento en el espacio intermembrana

de UAs y Dms y la presencia de vesiculas asociadas a las membranas, lo que evidencia
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su desensamblaje y endocitosis, sin que se observen cambios en las UEs. En los
animales tratados por 5 dias se visualizd la formacién de nuevos complejos de UAs y
Dms, con espacios intermembrana de magnitud similar a los encontrados en animales
metamorfoseados espontdneamente, conformando los tipicos complejos tripartitos

apicales (UEs, UAs y Dms), caracteristicos de los epitelios polarizados.

A nivel molecular, los estudios de expresién génica utilizando RT-sqPCR, sobre las
moléculas estructurales de las UAs en Xenopus laevis, mostraron que tanto cadherina
E como -y a-catenina son genes de repuesta temprana a T3, mientras que para p120
no se verificd una respuesta similar. En Rhinella arenarum, los resultados fueron
concordantes para [3-catenina, el Unico gen que se logré aislar y caracterizar
parcialmente. Mediante la utilizacion de métodos bioinformaticos se realizd una
busqueda sobre las secuencias gendmicas de los sitios de unidn a los receptores de la
hormona T3 (ERT), registrdandose ERTs putativos en los tres genes de respuesta
temprana. Los niveles de expresion génica se mantienen relativamente estables en los
animales tratados durante 5 dias, excepto los niveles de [-catenina que continuan
incrementandose significativamente. Los perfiles de expresién correspondientes a las
cuatro moléculas, fueron similares a los observados en los animales que en los que
ocurre la metamorfosis espontanea. En paralelo, se analizaron dos de las moléculas
qgue conforman las UEs (ocludina y ZO1), demostrandose que no son genes de
respuesta temprana a T3, aunque aumentan significativamente en los tubos digestivos
de los animales tratados durante 5 dias. Sélo en el gen de ocludina se encontraron

ERTs putativos.

A continuacion y para profundizar los estudios sobre los posibles mecanismos de
regulacién, se evalué el efecto del tratamiento hormonal, sobre los niveles de
expresion génica de cuatro GTPasas pequenas (RhoA, Racl, Rapl y Cdc42), por cuanto
se ha hipotetizado tienen un rol clave en la morfogénesis epitelial. Los resultados de
estos estudios mostraron que la induccién con T3 provoca efectos diferenciales, tanto
en magnitud, cuanto en el periodo de tiempo analizado. En estos estudios, sélo Racl
mostro el comportamiento de un gen de respuesta temprana a T3, exhibiendo su pico
de expresion a las 24 hs de tratamiento, ademas de presentar en su secuencia génica

ERTs putativos. En contraste, Rapl y Cdc42 mostraron incrementos estadisticamente
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significativos, pero que no superaron el umbral para ser consideradas de respuesta
temprana a la hormona. Finalmente, los niveles de expresién de RhoA se mantuvieron
sin cambios. En funcién de estos resultados, se propone que en esta etapa, los
procesos de remodelacién epitelial estarian asociados a la regulacion de Racl en la
formacion de lamelipodios que facilitan la migracién celular y la formacion de nuevos
contactos intercelulares. A los 5 dias, el principal efecto de la hormona habria
resultado en el marcado incremento de la expresidn génica de Rapl, mientras que los
niveles de Racl y RhoA diminuyen y Cdc42 se mantiene constante. De acuerdo a estos
resultados se propone que la activacion de Rapl llevaria a la translocacién de las
cadherinas recicladas a los sitios de unién e intervendria en un ciclo de
retroalimentacién positiva aumentando los niveles de Racl y Cdc42 activas, que

llevarian al reforzamiento de las UAs y el establecimiento de la polaridad epitelial.

Los hallazgos presentados en esta Tesis Doctoral, permiten comenzar a dilucidar el rol
de la hormona T3 en la dindmica de las UAs y la determinacién del fenotipo epitelial
polarizado en un modelo in vivo. Dicha hormona tiene efectos tempranos sobre los
componentes de las UAs demostrando un rol esencial de éstas, en la remodelacion del
tejido, con la intervencién de las GTPasas pequefias como moduladores de su efecto a

nivel intracelular.
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3. SUMMARY

The morphogenesis of polarized epithelia constitutes a critical acquisition leading both
to the multicellularity and expansion of metazoan evolution. As the complexity of
these organisms increasing, the epithelial tissue turned key in tissue differentiation,
allowing the formation of organs and organ systems, required for their evolutionary
success. In higher animals, the structural and functional integrity of these tissues
involves intercellular multiprotein complex that keep neighbor cells together. Contacts
between these polarized cells contain three major structures located asymmetrically in
the adhesive apical region of the lateral membrane, tight junctions (UEs), adherens
junctions (UAs) and desmosomes (Dms), defining the apical tripartite complex. In the
three junction’s types, there are transmembrane molecules that link neighboring cells
through adhesive interactions as well as cytoplasmic scaffolding proteins which
organize signaling pathways and provide a mechanical attachment to cell cytoskeleton.
A key group of cell-cell adhesion molecules constitutes the cadherin superfamily, of
which cadherin E, has been implicated in playing a critical role in maintaining tissue
integrity and as a modulator of cell signaling through union interactions with their
cytoplasmic parteners (-, o-catenin and p120) triggering various intercellular
processes leading to epithelial differentiation. The formation of AlJs modulates the
activity of small-GTPases, RhoA, Racl, Cdc42 and Rapl, which simultaneously regulate

adhesion processes mediated by E-cadherin in epithelial biogenesis.

For the above reasons, it is important to know and understand the role of molecules
that form and regulate AlJs during the formation and maintenance of the epithelial
structure. To deepen the knowledge of the intercellular adhesive plasticity mediated
by E-cadherin, this thesis has been focused on the in vivo analysis of the Als regulation
under the influence of thyroid hormone (T3), which is key in the metazoans
development, particularly in the digestive tract remodeling of Anurans. This organ
system represents a key experimental model because its tissue remodeling during
metamorphosis, is profoundly dependent on thyroid hormone mediated by nuclear
receptors, which are T3 dependent transcription factors. During these remodeling

processes, cells crawl coordinately, proliferate and establish new cell-cell contacts. To

22




follow this program, cells require a network of regulatory mechanisms that allow the
removal and reestablishment of contacts, while avoid the loss of epithelial phenotype,
which when it occurs in adult tissues, are correlated with processes of tumor
progression and metastasis. The overall objective of this study was to test the need of
E-cadherin recruitment at the plasma membrane, induced thyroid hormones, and their
implication in intracellular cascades mediated by small GTPses for the polarization

establishment and epithelial differentiation of the digestive tract.

The studies were done using two Anuran species, the South American toad Rhinella
arenarum and the African frog Xenopus laevis. Given the little genetic information of
the first, using bioinformatic and molecular tools (RT-sqPCR) a 3-catenin fragment was
isolated, purified and sequenced, showing high identity both in the nucleotide and
peptide sequences with their counterparts in other vertebrates. The metamorphosis
induction model was then applied by using T3 to premetamorphic larvae in both
species, for 24 hours and 5 days. With these experiments, a drastic remodeling of
tadpoles was achieved, both in their external anatomy, as the digestive tract. This
process was very like what occurs in spontaneous metamorphosis of these organisms.
These processes were correlated with the verified at histological and subcellular levels
in the Xenopus laevis gastrointestinal tract. During induction, both apoptotic processes
and cell proliferation were verified. In addition, thickening of epithelial, muscle and
serous layers was established, although there was not developed the submucosa or
muscular layer of the mucosa by the T3 treatment. At the ultrastructural level, at 24
hs, evidences of the disassembly of the AlJs and Dms were verified; no changes were
observed in the TJs. In animals treated for 5 days it began to visualize the formation of
new UAs and DMs complexes, conforming the typical and characteristic apical

tripartite complex (TJs, Als and DMs), of polarized epithelia.

At the molecular level, studies of gene expression using RT-sqPCR, the structural
molecules of the Als in Xenopus laevis, showed that both E-cadherin as - and o-
catenin are T3 early response genes, while in Rhinella arenarum, the results were
concordant for [3-catenin, the only gene that was isolated and partially characterized.
Gene expression levels remain relatively stable in animals treated for 5 days, except

for B-catenin levels, which continued significantly increasing. Gene expression profiles,
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corresponding to the four molecules, were like those observed in animals that
spontaneously metamorphose. In parallel, were analyzed two molecules that make the
TJs, which are proved that are not early response genes to T3 (occludin and ZO1), were

significantly increased in the digestive tracts of animals treated for 5 days.

Next, to deepen the studies on possible regulation mechanisms, the effect of hormone
treatment on the gene expression levels of four small-GTPases (RhoA, Racl, Rapl and
Cdc42) that has been hypothesized to have a key role in epithelial morphogenesis,
were evaluated. The results of these studies demonstrate that the T3 induction causes
differential effects both in magnitude, as in the period analyzed. In these studies, only
Racl showed the behavior of an T3 early response gene, exhibiting its expression peak
at 24 hours of treatment, while Rapl and Cdc42 showed statistically significant
increases, but that did not exceed the threshold to be considered early response
genes. Finally, the expression levels of RhoA remains unchanged. Based on these
results, it is proposed that, at this stage, epithelial remodeling processes would be
associated with the regulation of Racl in the formation of lamellipodia that facilitate
cell migration and the formation of new intercellular contacts. At days 5, the main
effect of the hormone would result in a marked increase of gene expression of Rapl,
while RhoA and Racl levels decrease and Cdc42 remains constant. According to these
results it is proposed that, the Rapl activation leads to the translocation of cadherins
recycled to the binding sites, and intervenes in a positive feedback cycle by increasing
levels of active Racl and Cdc42, which would lead to the AJs strengthening and the

epithelial polarity establishment.

The findings presented in this thesis, let start to elucidate the role of T3 hormone in
the dynamics of the AJs and the determination of the polarized epithelial phenotype in
an in vivo model. This hormone has early effects on components of AJs demonstrating
an essential role of these in tissue remodeling, with the participation of small-GTPases

as modulators of its effect at intracellular level.
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4. INTRODUCCION
4.1. Rol de la adhesiéon mediada por cadherina E

La adhesion célula—célula, ademds de cumplir su rol adhesivo, determina la polaridad
celular y participa en la diferenciacion celular y en el establecimiento y mantenimiento
de la homeostasis tisular, tanto durante el desarrollo, como en la vida adulta de los

organismos pluricelulares, fundamentalmente metazoos.

En diferentes contextos fisioldgicos del desarrollo y la vida adulta, esta adhesién es
sumamente plastica, remodelandose gracias a numerosas y complejas cascadas de
sefializacion finamente coordinadas en tiempo y espacio, asi como durante diversos
estados patolégicos, tales como la oncogénesis. La configuraciéon de esta adhesién es
alterada por cambios genéticos y epigenéticos, que resultan en cambios en las rutas de
sefializacion, pérdida de la inhibicidn por contacto, migracién celular e interacciones

estromales alteradas.

Un grupo clave de estas moléculas de adhesidén célula—célula lo constituye la
superfamilia de cadherinas, cuyo miembro prototipico, cadherina E, fue hallado por
primera vez en tejidos epiteliales (Shirayoshi y col., 1986; Yoshida y Takeichi, 1982) y
ha sido caracterizado como un potente supresor de invasiéon y metdstasis en estudios

gue datan de 1990 (revisados por Roy y Berx, 2008).

Al menos tres hechos trascendentes ubican a cadherina E en el foco del presente
estudio. El primero es que los epitelios estan constituidos por fenotipos celulares que
exhiben la mdaxima polaridad y cuya identidad es prioritariamente otorgada por
cadherina E. El segundo hecho se debe a que esta molécula estd implicada en los
numerosos procesos de seleccion de fenotipos celulares, migracién y movimientos
morfogenéticos acontecidos durante el desarrollo de metazoos (Takeichi y col., 2000;
Tanos y Rodriguez-Boulan, 2008; Cai y col., 2014; Tucker y Adams, 2014). Finalmente,
el tercer motivo, es que debido a la gran extensién que tienen los epitelios en el
cuerpo humano y a que se ubican en directo contacto con agentes mutagénicos y/o
carcinogénicos, los cdnceres epiteliales se desarrollan con mayor frecuencia en la

poblacién mundial, abarcando el 85-90% de todos los tipos de céncer.
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Gracias a la importancia que reviste conocer los mecanismos fisiolégicos que controlan
la homeostasis tisular, se han realizado una plétora de estudios desde la década del
80’, cuando estas moléculas se ubicaron en el escenario cientifico. Sin embargo,
avanzar en el conocimiento de la regulacion intercelular mediada por cadherina E en
modelos pluricelulares in vivo, ha planteado numerosos problemas y desafios. Con el
fin de contribuir con un conocimiento mas veraz sobre la plasticidad adhesiva
intercelular mediada por cadherina E, desde hace varios afos, nuestro grupo de
trabajo enfoca este andlisis in vivo, en la regulacién de un tipo particular de complejo
adhesivo mediado por cadherina E denominado unién adherente, bajo la influencia de
las hormonas tiroideas durante el desarrollo de vertebrados. Estas hormonas, entre
otras funciones, son determinantes de la proliferaciéon y diferenciacion celular y por

ello, resultan claves para el desarrollo de los metazoos.

Para lograr profundizar el conocimiento sobre la plasticidad de las uniones adherentes,
estudiar la remodelacion del tubo digestivo de anuros, representa un modelo
experimental singular, por cuanto la remodelacién tisular y de érganos que se realiza
durante su metamorfosis es profundamente dependiente de la hormona tiroidea (Shi,
2000). A su vez, tanto el estdbmago como el intestino, representan dos érganos de
importancia fundamental no sélo por sus roles fisiolégicos sino también por su elevada

propensién a sufrir tumorizacién.
4.2. Metamorfosis de anuros regulada por T3

Los anfibios, en funcidn de las ventajas que presentan como organismos
experimentales, han sido histéricamente utilizados en distintos campos de
investigacion bioldégica. Entre estas ventajas se pueden destacar, el excelente
conocimiento de su fisiologia, su gran diversidad taxondmica, su tolerancia a las
grandes variaciones ambientales, su facil mantenimiento en cautividad y la posibilidad
de extrapolar los datos obtenidos a otros vertebrados, incluyendo humanos. Estos
atributos han posicionado a los anfibios como un tercio de los modelos animales y han
sido utilizados por varios investigadores galardonados con el Premio Nobel (Pérez y

col., 2009).
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En esta clase de vertebrados, el desarrollo ontogenético puede dividirse en tres
etapas: embrionaria, larval y adulta (Figura 1). El proceso por el cual las larvas se
transforman en animales juveniles, se denomina metamorfosis. Este proceso se da en
el periodo postembrionario, donde se produce una extensa y coordinada
remodelacién anatdmica y funcional. El caracter multifacético de la metamorfosis ha
convertido a este proceso en un modelo de investigacién importante para numerosos

problemas bioldgicos de vertebrados que incluyen el control endocrino del desarrollo
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Figura 1. Ciclo de vida de anfibios anuros. Representacién esquemdtica de eventos claves del
desarrollo de anuros. En el panel inferior se detallan los eventos durante la metamorfosis. En el eje x se
reprensentan el tiempo postfecundacion y debajo los estadios de desarrollo alcanzados (NF). Durante el
climax metamoérfico se producen cambios drdsticos como la remodelacidon del tejido intestinal y la
reabsorcion de la cola.

(Buchholz y Hayes, 2005; Buchholz y col., 2006; Denver y col., 2002), la coordinacién
espacio-temporal de los programas de expresidon génica y los cambios morfolégicos e

histolégicos subyacentes (Kanamori y Brown, 1992; Wong y Shi, 1995; Furlow y col.,
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1997; Ishizuya-Oka y Shi, 2007), la influencia del entorno sobre los parametros de vida
(Beachy, 1997; Ryan y Semlitsch, 2003), el control genético de la metamorfosis (Voss y
Smith, 2005), entre otros. Adicionalmente, la metamorfosis de los anfibios ha recibido
considerable atencién como un sistema de importancia en el estudio de alteraciones
endocrinas (Turque y col., 2005; Zhang y col., 2006; Helbing y col., 2007a, 2007b; Forty
col., 2007).

De los anfibios, el orden de los anuros presenta la metamorfosis con cambios mas
drasticos, en la que los individuos sufren una extensa y rdpida remodelacién que
resulta en una transformacién de una larva acudtica, en un juvenil terrestre o
semiterrestre (Wilder, 1925; Taylor y Kollros, 1946; Nieuwkoop y Faber, 1967;
Rosenkilde y Ussing, 1996; Shi, 2000). El control y la coordinacién de estos eventos
tienen una base neuroendocrina compleja, influida por factores ambientales (Wilbur y
Collins, 1973; Werner, 1986; Wilbur, 1980; Relyea, 2007) y genéticos (Humphrey,
1967; Tompkins, 1978; Voss y Shaffer, 1996; Voss y Smith, 2005), que en la actualidad

se conocen solo parcialmente.

En 1912, Gudernatsch (op. cit. Brown y Cai, 2007) demostré que renacuajos
alimentados con extractos de la glandula tiroidea de mamiferos, sufren una rapida
transformacién de renacuajo a juvenil. Desde entonces, se ha demostrado de manera
concluyente que la metamorfosis de los anfibios es controlada por la HT (Allen, 1925;
Rosenkilde y Ussing, 1996; Shi, 2000; Denver y col., 2002). Asi, el desarrollo larval en
anfibios estd regido por la concentracidon plasmatica de la HT y tipicamente se
subdivide en tres etapas (Etkin, 1968) (Figura 1). La primera es la premetamorfosis
(NF46-NF54 en X. laevis), que es un periodo de crecimiento rapido en el que los niveles
séricos de HT son bajos o indetectables. El segundo es la prometamorfosis, durante la
cual los niveles de la HT comienzan a incrementarse lentamente. El tercero es el climax
metamorfico, periodo en el que los niveles de la HT aumentan dramaticamente,
verificdndose pronunciados cambios moleculares y morfolégicos. La accidén de la HT es
mediada principlamente por sus receptores nucleares, cuyos mecanismos moleculares

se detallan en la seccion 4.2.1.

La metamorfosis de los anfibios proporciona un maravilloso conjunto de preguntas

bioldgicas. ¢éCdmo puede una Unica hormona controlar programas del desarrollo tan
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diversos? El mismo tipo de célula tiene un destino diferente, dependiendo de su
ubicacién. Por ejemplo, la musculatura de la cola es inducida por la HT a sufrir
apoptosis, mientras que el musculo de las extremidades es inducido por la misma
hormona para crecer y diferenciarse. Los érganos responden de manera auténoma a la
HT. Por ejemplo, en cultivo, las colas amputadas pueden ser inducidas a resorberse por
la HT (Weber, 1962). Los tipos de células individuales que comprenden un érgano
pueden ser blanco directo de la hormona con programas independientes (Yaoita y

Nakajima, 1997).

La metamorfosis de anfibios en general y la de Xenopus laevis en particular, es un
sistema modelo para estudiar la organogénesis de los vertebrados. Por ejemplo, el
intestino de las larvas de X. laevis es un tubo largo y simple con un estémago
rudimentario y un intestino grueso. En 5 dias, durante el climax metamérfico, se acorta
el 75% de longitud y se forma un estdmago con nuevas glandulas secretoras (Ishizuya-
Oka y Shi, 2005). El intestino delgado desarrolla las conocidas vellosidades y criptas,
caracteristicas de vertebrados adultos tipicos. En contraste, el pronefros es una
estructura de las larvas que regresiona y desaparece al final de la metamorfosis (Fox,
1970). La remodelacion de los érganos y sistemas funcionales preexistentes de las
larvas incluye la piel (Yoshizato, 1996), los érganos respiratorios (Dodd y Dodd, 1976),
el higado (Atkinson y col., 1998), el sistema inmune (Rollins-Smith, 1998), el cerebro
(Kollros, 1981), los ojos (Hoskins, 1986; Mann y Holt, 2001), las narinas (Higgs y Burd,
2001) y la hipdfisis (Buckbinder y Brown, 1993; Kikuyama y col., 1993; Huang y col.,
2001). Estos eventos de remodelacién invariablemente resultan en un drgano
vertebrado tipico, siendo la HT clave en el programa del desarrollo. Adicionalmente, la
HT controla la formacion de nuevos organos y tipos de células después de la
metamorfosis que, o bien no existian, o carecian de funcién en la larva. Estos incluyen
los miembros, la médula dsea, la piel y las glandulas del estdmago. No todos los
6rganos de X. laevis requieren de la HT para desarrollarse. Una manera de observar
estos cambios independientes de HT es el aumento del tamafio de las larvas tratadas
con metimazol, un inhibidor que bloquea la sintesis de HT en la glandula tiroides. Estas
larvas crecen alcanzando un tamano muy grande y pueden vivir hasta 2 anos. Si bien

normalmente, las génadas con células sexuales visibles aparecen varios meses después
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de la metamorfosis, con el tiempo, estos renacuajos detenidos forman ovocitos
primarios y espermatagonias (Dodd y Dodd, 1976, Rot-Nikcevic y Wassersug, 2003). La
remodelacién del esqueleto de las larvas, especialmente el craneo, requiere HT. Sin
embargo, los renacuajos detenidos no remodelan su esqueleto, aunque se produce la
osificacion del craneo y la columna vertebral (Brown, 2007). La HT actua potenciando
la respuesta del higado al estrégeno vy sintetiza vitelogenina (Kawahara y col., 1989;
Rabelo y col., 1994). El andrégeno regula la vocalizacién masculina, pero sélo después
de una etapa dependiente de HT (Robertson y Kelley, 1996). Subyacente a muchos de
estos cambios, se da la pérdida masiva de agua. Un renacuajo pierde mas de la mitad
de su peso humedo en el periodo de una semana desde NF59 (Nieuwkoop y Faber,

1956) hasta la finalizacién de la metamorfosis.

El origen y la pérdida en la evolucién, de una etapa intermedia de desarrollo
dependiente de HT en el ciclo de vida de los vertebrados, son problemas de un interés
extraordinario. Muchas variedades de peces experimentan una transicion de larvas a
juveniles controlada por la HT, que atestigua los origenes antiguos de la metamorfosis.
Asi como diferentes especies de insectos exhiben variaciones en su ciclo de vida que
van desde el desarrollo directo, a la metamorfosis completa, hay estrategias de
anfibios que van desde ranas de desarrollo directo (Callery y col., 2001) y salamandras
completamente pedomoérficas (animales que son totalmente resistentes a HT)
(Wakahara, 1996) a los anuros que sufren metamorfosis completa como Rana, Bufo y
Xenopus. La HT es necesaria para completar el ciclo de vida de muchos vertebrados
superiores desde las aves a mamiferos, incluyendo a humanos, aunque esta
intervencion se produce después de la eclosion o el nacimiento. En los seres humanos,
la deficiencia de la HT después del nacimiento resulta en el desarrollo del cretinismo,
caracterizado por retraso mental, falta de estatura y muchas otras anomalias. Aunque
la HT desempefia un papel crucial en la maduracién del cerebro de los mamiferos
recién nacidos, solo se han identificado algunos genes blanco candidatos (Thompson y
Bottcher, 1997; Bernal, 2005). La HT induce mayores cambios en la expresién génica
de las larvas que en los sistemas de mamiferos, a juzgar por los experimentos con
microarreglos (Yen y col., 2003; Das y col., 2006). Los receptores tiroideos (RTs) y sus

parteners receptores del acido retinoico (RXR) se conservan desde los peces y anfibios
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a los humanos (Bertrand y col.,, 2004). El mismo sitio de uniéon al ADN para el
heterodimero RT-RXR se ha identificado en varios vertebrados. Muchos de los
coactivadores y correpresores de receptores nucleares descubiertos en mamiferos,
también se detectan en anfibios y estdn implicados en la metamorfosis inducida por la
HT (Furlow y Neff, 2006). Sin embargo, hasta la fecha, el Unico camino fisiolégico que
se sabe estd regulado por la HT en mamiferos y anfibios, es el lazo de
retroalimentacién negativa entre la glandula tiroides y la pituitaria anterior, en la que
la tirotropina hipofisaria u hormona estimulante de la glandula tiroides (TSH), estimula
la glandula tiroides para sintetizar la HT y su exceso regula la produccion de TSH (Dodd

y Dodd, 1976, Huang y col., 2001).

Debido a que todos los vertebrados utilizan un reparto similar de factores endocrinos y
a que los mecanismos de sefalizacion molecular estan altamente conservados
evolutivamente, la naturaleza dramatica de la metamorfosis de los anfibios constituye
un modelo util para estudiar los mecanismos moleculares subyacentes a la
sefializacion por la HT en vertebrados (Paul y col., 2007; Matsuda y col., 2009).
Ciertamente, este proceso exhibe grandes similitudes con el desarrollo perinatal
(postembrionario) de los mamiferos, tanto a nivel molecular como morfoldgico (Tata y
col.,, 1993; Shi, 2000; Laudet, 2011), permitiendo extrapolar a esta clase de

vertebrados los resultados obtenidos.

Los dos anfibios mds populares utilizados para estudiar la metamorfosis han sido X.
laevis y la rana gigante Rana catesbeiana. Durante la mayor parte del siglo XX la rana
toro fue favorecida por los estudios bioquimicos debido a la disponibilidad y el gran
tamanfo de los renacuajos maduros. Las ranas gigantes permanecen como renacuajos
durante 3 afios y luego requieren afios adicionales para alcanzar la madurez sexual. X.
laevis ha reemplazado a la rana toro porque es facil de criar en el laboratorio y tiene
un ciclo de vida mas corto. La embriogénesis dura 1 semana. La etapa larval (de NF46 a
59) es el periodo mas variable del ciclo de vida, oscilando de 6 o mas semanas,
dependiendo de las condiciones de cria. El climax metamodrfico (NF59 a 66) es
reproducible y dura 8 + 1 dias (Figura 1). Los machos y las hembras son fértiles a los

seis y doce meses respectivamente.
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4.2.1. Mecanismo de accion de la hormona T3

La HT controla diversos procesos celulares por unién a sus receptores y disparando
funciones sinérgicas o antagonicas, lo cual explica su rol pleitrépico (Kressy col., 2009).
La gldndula tiroides que se encuentra presente en todos los grupos de vertebrados, es
responsable de la sintensis de hormonas iodinadas, conocidas como HTs (Paris y
Laudet, 2008; Carr y Patifio, 2011). Las células foliculares son las responsables de la
sintesis y secrecién tanto de 3,5,3'-triiodotironina (T3) como 3,5,3'5'-tetraiodotironina
L-tiroxina (T4), siendo esta ultima la mas abundante a nivel plasmatico. La T4 es una
prohormona relativamente inactiva que se convierte en la forma mas activa T3 en los
tejidos diana por la actividad de deiodinasas (Denver y col., 2002; Brown, 2005). Tres
selenoenzimas iodotironina deinodinasas (D1, D2 y D3) regulan su activacion vy
catabolismo. D1 y D2 catalizan la deionizacién 5" de T4 a T3 en la circulacién o en las
células diana respectivamente. En contraste, D3 cataliza la deionizacidn irreversible de
T4 y T3 a las formas inactivas de T3 reversa 3,3'5'-triiodotironina (r73) y 3,3'-
diiodotironina (T2) respectivamente, protegiendo a las células blanco del exceso de
HT. La T3 activa actta interaccionando con los receptores de las hormonas tiroideas
(RTs), los cuales son factores de transcripciéon nucleares que funcionan activando o

reprimiendo la expresion de genes dependientes de la HT (Buchholz y col., 2006).

En anfibios, al igual que en peces, aves y mamiferos, existen dos tipos de RTs, a- y B-
(Yaoita y Brown, 1990; Wang y col., 2008), cuyas secuencias estan evolutivamente muy
conservadas. Los RTs de Xenopus, como la mayoria de los receptores nucleares, se
organizan (desde el extremo amino al extremo carboxilo) en cuatro dominios que
indican funciones diferentes, A/B, C, D y E (Figura 2), aunque las funciones de cada
dominio pueden superponerse. El dominio A/B generalmente participa en la activacion
de la transcripcion. El dominio C es uno de los dominios caracteristico de todos los
receptores nucleares. Esta region altamente conservada estd implicada en la unién al
ADN vy por lo tanto, en el reconocimiento especifico de los elementos de respuesta a la
HT (ERTs), presentes en estos genes. La secuencia consenso de los ERTs consta de dos
repeticiones de la secuencia hexamérica AGGTCA, separadas por una zona
espaciadora. La especificidad hormonal estd determinada por el numero de

nucleétidos del espaciador, asi como por su direccién. El dominio D es una regién
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bisagra que influencia a los dominios que lo flanquean (C y E) y estd involucrado en el
proceso de importacion nuclear. El dominio E es una regién compleja que controla
tanto la union del ligando, como la dimerizacion del receptor y la activacion
transcripcional en presencia del ligando o la represién en su ausencia. Los RTs se unen
al ADN como monémero, homodimero o heterodimero. El segundo receptor de los
heterodimeros de mayor frecuencia es el receptor del acido retinoico X (RRX), un
receptor nuclear al que se une el dcido 9-cis retinoico. La unién del ligando al RRX no
es necesaria para la heterodimerizacidon con RT o la respuesta a la HT. Sin embargo,
RRX es fundamental para la funcidén de los RTs en anfibios, ya que sin éste, el RT exhibe
un efecto débil sobre la transcripcion de genes de respuesta a la HT in vivo
(Puzianowska-Kuznicka y col., 1997). La accién de la HT parece estar conservada en
anfibios y exhibe un importante grado de versatilidad ya que, si bien la transcripcién
de la mayoria de sus genes blanco es positiva, sobre algunos ejerce un efecto
inhibitorio. Los RTs son codificados por los genes RTa y RTP, que generan multiples

isoformas mediante el uso de distintos promotores y procesos de corte y empalme
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Figura 2. Representacién esquematica de las diversas isoformas codificadas por los genes RTat (A) y
RTB (B). Las isoformas son generadas por corte y empalme alternativo o el uso de diferentes
promotores. Las imagenes muestran los diferentes dominios implicados en la funcidon del RT. Estos
incluyen dominios de unidén a la hormona “E” y de unién a ADN “C”, presentes especificamente en RTal
y en RTB1, 2 y 3, los cuales son auténticos receptores nucleares de T3. Las isoformas RTa2 y las RTAo/B
carecen de uno o ambos dominios. Otras regiones funcionales de los RTs incluyen dominios de unién de
cofactores (situados en A/B, D y E), asi como los dominios de dimerizacién (situados en C y E). Los
dominios AF-1 y AF-2 son importantes para la activacién transcripcional.Adaptado de Sirakov y Plateroti,
2011.
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alternativo (Figura 2). El locus de RToa codifica al menos cuatro proteinas diferentes,
pero solo el RTal es un receptor nuclear (Koenig y col., 1989; Chassande y col., 1997,
Plateroti y col., 2001). El locus de RT[ codifica dos receptores, RTB1 y RT2 (Flamant y
Samarut, 2003).

Los RTs, dependientes de la HT, tienen una accidn dual activando o reprimendo
procesos de transcripcion. En funcidon de la importancia del rol de los RTs en el
desarrollo de anuros, estos organismos proporcionan un excelente sistema para

examinar su doble funcioén in vivo.

Mientras que los receptores comienzan a detectarse tempranamente en los estadios
larvales, la hormona comienza a incrementar sus niveles recién al comienzo de la
metamorfosis. Tomando en consideracion el modelo dual, las funciones de los RTs son
distintas en ambas fases (Sachs y Shi, 2000; Sachs y col., 2000). Durante el periodo
larval, el RT sin su ligando reprime los genes de respuesta a HT (Figura 3), mientras que
durante el periodo metamarfico (en presencia de la hormona) el RT ligado a HT activa
los genes blanco (Sachs y Shi, 2000; Sachs y col., 2000). Por ello, algunos genes que son
inducidos por HT, y que son esenciales para la organogénesis embrionaria, exhiben
niveles basales de expresidén durante este periodo (Figura 3). Al alcanzar la etapa larval
premetamorfica, los RTs comienzan a sintetizarse (fundamentalmente el RTa) y actian
reprimiendo los genes de respuesta a HT (Figura 3). Debido a que muchos de estos
genes participan en la metamorfosis, su represién por los RTs carentes de ligando,
contribuye a la prevenciéon de la metamorfosis prematura, garantizando un periodo de
crecimiento larval adecuado. Al inicio de la metamorfosis, la estimulacién de la
glandula tiroides conduce a un aumento de la sintesis y secrecidon de HT circulante

(Figura 3).

Conforme las concentraciones intracelulares de HT aumentan, la unién de T3 al RTa
frecuentemente provoca la conmutacion de la funcidn represora, por la activadora,
induciendo la expresién de genes de respuesta a HT, promoviendo el inicio de la
metamorfosis. EIl mismo RT[3, es un gen de respuesta directa a T3 (Kanamori y Brown,
1990) el cual tiene un rol importante durante los procesos finales de la metamorfosis
cuando el nivel de la HT es maximo. El RTa. media los eventos tempranos de la

metamorfosis que involucran principalmente programas de crecimiento; mientras el
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Figura 3. Modelo dual de la funcién de los RTs durante el desarrollo de anfibios. Durante las etapas
embrionarias del desarrollo de Xenopus laevis, la concentracion de T3 y los niveles tanto de RTow como B
son bajos (lineas roja, verde y azul) y los genes sensibles a T3 se expresan de una manera independiente
a la hormona (linea celeste). Después de la eclosion, la expresion de RTa aumenta progresivamente,
junto con la maduracién de la glandula tiroides, aunque en estas primeras etapas, la concentracién de T3
sigue siendo baja. Esto lleva al heterodimero RT/RRX (rojo/verde) a los ERTs (sitios amarillo con flechas
sobre el ADN) para reclutar el complejo correpresor. De esa manera reprimen la expresion de genes
dependientes de T3, evitando asi la metamorfosis prematura (panel inferior izquierdo). Durante la
metamorfosis, las altas concentraciones de T3 se asocian con una fuerte expresién de RTB. La presencia
de ambos resulta en la liberacion del complejo correpresor (naranja/amarillo) y el reclutamiento del
complejo coactivador (celeste/rosa) a los ERTs, promoviendo asi la expresidn de genes de respuesta a T3

(panel inferior derecho). ADN: linea azul alrededor del octamero histénico (amarillo). Adaptado de
Grimaldi y col., 2012.

RTB es inducido cuando la concentracion de HT es lo suficientemente alta,

contribuyendo a cambios tardios que involucran muerte y remodelacion celular.
4.2.2. Remodelacion del tubo digestivo durante la metamorfosis

La funcién de la HT y los RTs sobre los procesos de proliferacion o diferenciacion
celular no tiene efectos homogéneos. De hecho, la respuesta a la HT depende en gran
medida del tipo celular, su estado de diferenciacién (progenitoras o diferenciadas), su
estado fisiopatolégico (células normales o tumorales) y el contexto tisular. El equilibrio
entre los procesos de proliferacion y diferenciacién celular es de fundamental
importancia para el control de la homeostasis de los tejidos. Dado que en este trabajo

de tesis se seleccioné el tubo digestivo para evaluar el efecto de T3 sobre las UAs
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durante su morfogénesis, a continuacién se describirdn los principales eventos de la

remodelacién que sufre este drgano durante la metamorfosis.

En las etapas premetamorficas, el tracto gastrointestinal de los anfibios es una
estructura extensa y espiralada (Nieuwkoop y Faber, 1967; Chalmers y Slack, 1998).
Conforme avanzala metamorfosis se producen cambios drdsticos (Figura 4), que
incluyen una gran disminucién en su longitud, la pérdida de espiralizacién (Horiuchi,
1980) y concomitantemente, cambios histoldgicos, estructurales y funcionales que
llevan a la conformacién del tracto gastrointestinal adulto. Por su extensa
remodelacidn, el intestino ha concentrado gran atencién en su estudio (Ishizuya-Oka y
Shimozawa, 1987; Shi y Brown, 1993; Shi y Ishizuya-Oka, 1996; Amano, 1998; Smith y
col., 2000; Schreiber y col., 2005; Buchholz y col., 2007; Ishizuya-Oka y Hasebe, 2008).
Por el contrario, el proceso de metamorfosis en el estdémago ha sido menos
investigado debido a su complejidad anatomica (Nieuwkoop y Faber, 1967; Forte y

col., 1969; Forte y Forte, 1970; Fox y col., 1972; Hausen y Riebesell, 1991).

Los estudios histoldgicos muestran que el estdmago larval se compone principalmente
de tejido epitelial (con células mucosas superficiales y células glandulares), tejido
conectivo y una delgada capa de células musculares. Durante la metamorfosis, se
observa que el epitelio larval sufre muerte celular por apoptosis y es reemplazado por
epitelio de tipo adulto, presumiblemente originado a partir precursores de células
epiteliales adultas (Ishizuya-Oka y col., 1998, 2003). El epitelio adulto esta formado por
células mucosas superficiales, mucosas del cuello y oxinticopécticas, configurando las
glandulas gastricas del estdmago adulto. El seguimiento de la transicion del epitelio
larval a uno adulto funcional ha sido determinada usando genes marcadores, los
cuales indicarian la determinacion de un estdmago adulto funcional después del climax
(lkuzawa y col., 2003, 2004, 2007). Sin embargo, los mecanismos moleculares
intervinientes en la metamorfosis dependiente de T3 sélo han sido extensamente

estudiados en el intestino.
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Figura 4. Remodelacién del tubo digestivo durante la metamorfosis de Xenopus laevis. El extenso
intestino larval posee un Unico pliegue (tiflosol). Su mucosa esta conformada por un epitelio simple y
finas capas de tejido conectivo y muscular larvales. Durante la metamorfosis el intestino se acorta
significativamente y sufre una remodelacion compleja. Parte del epitelio larval comienza a sufrir
apoptosis y aproximadamente en el NF60 se distinguen los primordios del epitelio adulto, con células
indiferenciadas y mitdticas. Se activa la proliferacion y comienza a invaginarse el tejido conectivo.
Adaptado de Ishizuya-Oka, 2007.

El intestino larval de Xenopus es una estructura tubular sencilla (Figura 4), compuesta
por una monocapa de células epiteliales larvales con delgadas capas de tejido
conjuntivo y muscular, excepto en la zona que presenta un Unico pliegue, el tiflosol,
donde el tejido conectivo es abundante (McAvoy y Dixon, 1977; Ishizuya-Oka y
Shimozawa, 1987; Shi y Ishizuya-Oka, 1996). Durante la metamorfosis intestinal, las
células epiteliales larvales también sufren apoptosis inducida por T3 y formacién del
epitelio adulto, pero el origen de éste es aun motivo de controversias (Ishizuya-Oka y

Shi, 2005; Schreiber y col., 2005; Ishizuya-Oka y col., 2009).

Con el objetivo de comenzar a desentrafar los mecanismos moleculares que rigen los
cambios morfoldgicos inducidos por T3, numerosos grupos han dedicado sus esfuerzos
en la identificacién de los genes regulados por esta hormona durante la morfogénesis

del intestino de anfibios. Los primeros en ser identificados se estudiaron por técnicas
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de hibridacién sustractiva (Kanamori y Brown, 1992; Shi y Brown, 1993; Amano, 1998)
y posteriormente con el advenimiento de técnicas de busqueda masiva, como los
microarreglos, se encontraron cerca de 2.000 genes diferencialmente regulados por
T3. Estos genes muestran cambios de expresién de 1,5 o mas veces respecto al grupo
control durante la remodelacidn intestinal metamorfica. Las categorias funcionales
ontolégicas asociadas fueron protedlisis, ciclo celular, desarrollo, transcripcion,

transporte de electrones y metabolismo (Buchholz y col., 2007; Heimeier y col., 2010).

Existen evidencias que en la remodelacion de los tejidos epiteliales durante la
metamorfosis, las UAs tienen un rol critico. En concordancia con esta hipdtesis nuestro
grupo ha realizado ensayos de bloqueo de cadherina E durante el desarrollo de
Rhinella arenarum cuyos resultados permiten sugerir que esta molécula tiene un rol
importante en la morfogénesis de derivados neuroectodérmicos y endodérmicos,
siendo estos ultimos los precursores del tracto digestivo de metazoos (lzaguirre y col.,

2001; lzaguirre y Casco, 2010, 2011).

Si bien aun quedan muchos aspectos del proceso por dilucidar, en este trabajo se
aportan nuevos fundamentos sobre la regulacion de la morfogénesis del tubo digestivo
durante la metamorfosis dependiente de T3; principalmente, en relacién con la
incognita sobre la existencia de controles transcripcionales de las principales moléculas

gue participan en las UAs.
4.3. Uniones celulares

Los organismos multicelulares estdn compuestos por distintos fenotipos celulares, que
durante el desarrollo se organizan adoptando diferentes patrones de organizacién
para formar tejidos y érganos. En particular los epitelios, soportan la estructura de los
érganos y sirven como una barrera efectiva contra los patégenos, ademads de separar
ambientes quimicos vy fisiolégicos diferentes. Estas funciones vitales requieren la
estrecha asociacién entre las células, a través de un conjunto de uniones que
estabilizan mecanicamente el tejido. Asi, la adhesion celular puede considerarse como
uno de los procesos mas importantes implicados en la regulacién del establecimiento y
mantenimiento de estas estructuras tisulares. A nivel evolutivo y fundamentalmente
en relacién con los epitelios, la aparicion de los mecanismos de adhesion célula-célula

pueden considerarse una adquisicién clave para los metazoos, ya que habrian
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permitido la integracion de senales y adicionalmente, creado barreras de proteccion
con el medio ambiente, segregando diferentes poblaciones celulares y dando origen a
tejidos especializados y 6rganos. En este contexto, las uniones celulares pueden darse
tanto entre células vecinas, como con la matriz extracelular circundante, siendo las

primeras el objeto de estudio de esta tesis.

Las uniones se pueden clasificar de acuerdo a su funcidén en tres grupos: las uniones
oclusivas, las cuales sellan las células epiteliales vecinas de tal manera que evitan el
libre transito de moléculas pequefias de una capa a otra; las uniones adherentes o de
anclaje, que ejercen funciones de sujecion mecanica de las células y sus
citoesqueletos, con las células vecinas y la matriz extracelular y las uniones
comunicantes o en hendidura, que permiten el intercambio de sefiales quimicas y
eléctricas entre células adyacentes. Estos tipos de unién son especialmente

abundantes en los tejidos epiteliales.

Los tejidos epiteliales se caracterizan por la fuerte asociacion de las células individuales
que lo componen. Estas se organizan formando uno o varios estratos que descansan
sobre una capa de matriz extracelular denominada lamina basal. Los epitelios cumplen
funciones de proteccién contra agresiones mecanicas, quimicas y bioldgicas y
desempefian un papel importante en el transporte selectivo de agua y solutos (Guyton
y Hall, 2006). Algunos tejidos epiteliales como la epidermis y el epitelio de la cérnea
limitan con el medio externo, mientras que otros tapizan los érganos huecos, como el
tubo digestivo y el aparato respiratorio, que limitan con el medio interno (Guyton y
Hall, 2006). El tejido epitelial de vertebrados presente en una serie de glandulas y
érganos cavitarios, presenta entre células adyacentes un complejo de unién tripartito
caracteristico, aunque puede diferir en su disposicion de un érgano a otro (Farquhary
Palade, 1963). Ultraestructuralmente se reconocen las uniones estrechas (del tipo
ocluyente), las uniones adherentes y los desmosomas (ambas de anclaje) en este
complejo. Dichos elementos, que ocupan una posicidn juxtaluminal en direccién apico-
basal (Figura 5A) estdn formados por receptores transmembrana (generalmente
glicoproteinas), que interaccionan con el citoesqueleto de la célula mediante su

asociacion a proteinas citoplasmaticas.
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Figura 5. Complejos de unién entre células epiteliales. (A) A la izquierda diagrama de la zona de unién
entre células epiteliales, donde se muestra el complejo tripartito y a la derecha, micrografia electrénica
en la que se distinguen los 3 tipos de unién distribuidas apico-basalmente, uniones estrechas (UEs),
adherentes (UAs) y desmosomas (Dms). (B-D) Estructuras moleculares de cada complejo de unidn, las
uniones estrechas (B) uniones adherentes (C) y desmosomas (D). Adaptado de Kawauchi, 2012 y Totora
y Derricks, 2014.

Las uniones estrechas (UEs), actian como barreras de permeabilidad de los epitelios y
se le atribuyen dos funciones principales. En primer lugar, la regulacion de la
permeabilidad paracelular del epitelio, mediante la regulacion del pasaje de iones y
solutos pequefios (Furuse y Tsukita, 2006; Van Itallie y Anderson, 2006). En segundo
lugar, la formacion de una barrera fisica que previene la difusiéon lateral
intramembrana de lipidos y proteinas, manteniendo su distribucién asimétrica vy
contribuyendo a la generacidon de la polaridad epitelial (Stevenson y Keon, 1998;

Tsukita y col., 2001), (Figura 5B).

Al presente, se han identificado varias proteinas transmembrana de las UEs. La
primera en ser identificada fue la ocludina, la cual posee 4 dominios transmembrana,
dos loops extracelulares y sus extremos N- y C-terminales localizados hacia el
citoplasma (Figura 3B). El dominio C-terminal contiene los sitios de union para
proteinas de andamiaje, como las proteinas de las zénulas occluyentes (ZO-1, ZO-2,
Z0-3) (Stevenson y col., 1986) y la cingulina (Furuse y col., 1993; Gonzélez-Mariscal y
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col., 2003). La funcién de la ocludina adn no ha sido completamente dilucidada, pero
numerosos estudios indican que tiene un papel crucial en la estructura y
permeabilidad de las UEs (Al-Sadi y col., 2011). Empleando la ocludina como sonda, se
identificaron a las claudinas, otros componentes integrales de membrana (Furuse y
col., 1993). Estas comprenden una familia de 24 miembros y la combinacién de sus
subtipos, determina la estrechez y la especificidad funcional de las UEs (Turksen y Troy,

2004; Furuse y Tsukita, 2006).

Estas proteinas constituyen la base molecular de las UEs e inducen su formacién
(Furuse y col.,, 1998). También son las responsables deestablecer una barrera de
permeabilidad, formando poros acuosos selectivos por tamafio y carga (Tsukita y
Furuse, 2000; Van ltallie y Anderson, 2006). Intracelularmente, estas proteinas se

asocian a proteinas con dominios PDZ (Ruffer y Gerke, 2004).

Otra proteina integral con cuatro dominios transmembrana presente en las UEs es la
tricelulina, localizada principalmente en las regiones de UEs bi- y tricelulares

(Ikenouchi y col., 2005).

Como parte estructural de las UEs, ademas de las proteinas transmembrana de
multiples pasos, también fueron identificadas, proteinas de paso uUnico, tales como las
JAM (por sus siglas en inglés junctional adhesion molecules) y las CAR (por sus siglas en
inglés: coxsackievirus and adenovirus receptor) (Cohen y col., 2001). Estas
interaccionan con las proteinas andamio del complejo de unién (Cohen y col., 2001;
Ebnet y col., 2000, 2001, 2003) y se les han adjudicado funciones regulatorias durante
la formacién de las UEs (Cohen y col., 2001; Hirabayashi y col., 2003; Raschperger y
col., 2004; Mandicourt y col.,, 2007). Sus dominios intracelulares interactian con
proteinas citosdlicas como las ZO, las cuales presentan multiples dominios
proporcionando un andamio intracelular necesario para la regulacién y el
mantenimiento de las UEs. Ademads intervienen en el anclaje del complejo al
citoesqueleto de actina, lo que resulta vital para el mantenimiento y funcion de las UEs

(Lee, 2015).

Los desmosomas (Dms), son uniones de anclaje altamente especializadas que enlazan
filamentos intermedios a los sitios de unidn intercelular, facilitando asi la formacion de

una estructura supracelular que distribuye las fuerzas mecanicas a lo largo de un
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tejido. Por lo tanto, estas uniones son particularmente importantes en el
mantenimiento de la integridad de los tejidos que soportan estrés fisico, como la
epidermis o el miocardio y facilitan la comunicacion entre células a través de la
transmisién de sefiales (Brooke y col., 2012). Mediante estas uniones, los filamentos
intermedios de las células adyacentes estdn indirectamente conectados formando una
red continua que se extiende por todo el tejido (Figura 5A y D). El tipo de filamentos
intermedios anclados a los Dms depende del tipo celular. Los Dms estan compuestos
principalmente por receptores transmembrana pertenecientes a la familia de
cadherinas: desmogleina y desmocolina y proteinas de la placa de unién
pertenecientes a las familias de proteinas armadillo y desmoplaquinas (Getsios y col.,
2004). Las colas citoplasmaticas de las cadherinas desmosdmicas proporcionan una
plataforma de unién para las proteinas de la familia armadillo: placoglobina y
placofilina (Anastasiadis y Reynolds, 2000), mientras que la desmoplaquina vincula los
filamentos intermedios con regiones especializadas de la membrana plasmatica
(Hatsell y Cowin, 2001). Las interacciones laterales entre las proteinas de la placa de
unién refuerzan su estabilidad (Getsios y col., 2004). La alteracidon del ensamblaje de
los Dms, perturban, no sélo su funcidn adhesiva intercelular sino también sus
funciones en la comunicacidn y la regulaciéon celular, dando lugar a diversas patologias
y lesiones, tales como miocardiopatias, queratodermia palmoplantar, queratosis,
epidermdlisis ampollosa, displasia ectodérmica y alopecia, entre otras (Brooke y col.,

2014).

Las uniones adherentes (UAs), estdn constituidas por dos tipos de proteinas
transmembrana: cadherinas y nectinas (Figura 5A y C). Las primeras establecen
asociaciones con moléculas citoplasmdticas, tales como - y a-catenina y otras
proteinas asociadas, formando una estructura denominada cadhesoma, mientras que
las nectinas tienen como moléculas de anclaje a las afadinas. Ambos grupos de
proteinas son responsables de unir los filamentos de actina del citoesqueleto
formando zonas de union extensas, denominadas cinturones de adhesion (Niessen y

Gottardi. 2008).

Pese a que nectinas y cadherinas actian conjuntamente durante el ensamblaje y el

mantenimiento de las UAs epiteliales, hay varias diferencias fundamentales entre
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éstas. A diferencia de las cadherinas, las nectinas participan en mecanismos de
adhesién célula-célula calcio-independientes y con afinidad de unién promedio mucho
mayor que la de las interacciones mediadas por cadherina (Takai y col., 2003); ademas
pueden formar tanto uniones homo- como heterotipicas, siendo mads fuertes estas

ultimas (Satoh-Horikawa y col., 2000).

A la fecha, no hay consenso del mecanismo de interaccién entre estos dos complejos
adherentes ni del mecanismo de coordinacién de sus actividades en la membrana,
tanto durante la formaciéon de los contactos, como en su mantenimiento. Mientras un
conjunto de trabajos muestran evidencias que soportan la responsabilidad de las
nectinas como iniciadoras y reguladoras de las UAs (lkeda y col., 1999; Honda y col.,

2003; Takai y col., 2008), otros sostienen lo opuesto (Troyanovsky y col., 2015).

Las nectinas son proteinas transmembrana y miembros de la superfamilia de las
inmunoglobulinas (IgGs). Las proteinas de la subfamilia de las nectinas (1 a 4) poseen
un dominio extracelular compuesto de tres bucles simil 1gG, un dominio
transmembrana de paso Unico y un dominio citoplasmatico (C-terminal), (Figura 5C).
Como las cadherinas, las nectinas forman homodimeros laterales que pueden
participar tanto en la adhesién homofilica como heterofilica con otras nectinas o
receptores simil nectina. Su dominio citopldsmico, contiene un motivo que sirve para
interactuar con el dominio PDZ de una proteina de unidén a actina conocida como
AF6/afadina (Takahashi y col., 1999; Zhadanov y col., 1999; Irie y col., 2004). Afadina es
una proteina que interactia también con la superfamilia Ras de las GTPasas, en
particular con Rap, asi como otras proteinas de unidn a actina, tales como ZO-1 y a-
catenina (Yokoyama y col., 2001). Al igual que a-catenina, el noqueo de afadina revela

un rol esencial en la organizacion epitelial (Ikeday col., 1999; Zhadanov y col., 1999).

Dado que el cadhesoma que compone las UAs, constituye uno de los objetivos
principales de estudio de la presente tesis, sera desarrollado mas extensamente en las

secciones subsiguientes.
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4.4. Cadhesomas y UAs
4.4.1. Cadherinas

Las cadherinas son proteinas de la superficie celular, que participan en la adhesion
celular dependiente de ca® y desempefian un rol fundamental en la formacién de
tejidos (Takeichi, 1995; Tepass, 1999; Gumbiner, 2005). Los miembros de esta
superfamilia, son glicoproteinas transmembrana que se caracterizan por la presencia
de repeticiones tipo cadherinas “EC” (por sus siglas en inglés: extracelular cadherin) en
su dominio extracelular. Estas repeticiones poseen secuencias de aproximadamente
110 aminoacidos que adquieren un plegamiento sandwich 3, compuesto por siete
ldminas [ dispuestas como dos hojas 3 paralelas con los extremos N- y C-terminal
opuestos (Figura 6B) (Overduin y col., 1995; Shapiro y col., 1995; Nollet y col., 2000;
Posy y col., 2008). Esta topologia exhibe semejanzas con los dominios de las IgGs,
aunque las interacciones de ensamblaje que estabilizan dicho plegamiento son
diferentes (Shapiro y col., 1995). Adicionalmente, las cadherinas contienen motivos
con carga negativa (DXD, DRE y DXNDNAPXF) implicados en la unién del Ca® (Takeichi,
1990). Los ECs se repiten en tandem (entre 5 y 34) en todas las moléculas
pertenecientes a la superfamilia. La presencia de los iones Ca®* es condicion
indispensable para la funcién adherente de las cadherinas, por lo que el nombre de
éstas deriva de la abreviatura del término en inglés “calcium-dependent adherent
protein” (Patel y col., 2003). Las repeticiones EC y su dependencia de Ca®* son las
caracteristicas moleculares distintivas de esta superfamilia, mientras que la secuencia
de aminoacidos de otras regiones, en particular del dominio citoplasmatico, divergen
considerablemente entre las subfamilias. En base a la organizacion gendmica, la
estructura molecular y composicién de los dominios, la superfamilia de cadherinas se
puede subdividir en dos ramas principales; una rama de proteinas relacionadas a
cadherina, subdividida en cuatro familias y 11 subfamilias y la rama de cadherinas,
subdividida en dos familias (C-1 y C-2) y ocho subfamilias. La familia C-1 tiene seis
subfamilias, entre ellas las cadherinas cldsicas o de tipo |, cadherinas de tipo I,
desmocolinas, desmogleinas, cadherinas con siete pasos transmembrana (cadherina-

7TM) y CDH13 (Hulpiau y van Roy, 2009).
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Figura 6. Modelo propuesto para la estructura molecular de las uniones adherentes. A. Complejo
cadherina—cateninas—citoesqueleto de actina. B. Representacidn de la interaccion homofilica en trans
del complejo, A en base a la estructura cristalografica. Se muestran los iones Ca”* como esferas verdes y
los glicanos como esferas marrones, la isoforma A4 de pl120 en naranja unida al dominio
yuxtamembrana de cadherina E en azul, B-catenina unida a cadherina en rosa intenso y aE-catenina
monomérica en verde. En forma amplificada se muestra el modelo de la interaccién de los EC1
mediante el intercambio de cadenas B, a la cual se inserta el residuo triptéfano de un EC1 en el interior
del bolsillo hidrofébico del EC1 en la membrana opuesta. C. Representacion esquematica de las UAs
formadas por interacciones cis y trans. Las moléculas representadas en azul se organizan en paralelo a
través de interacciones laterales cis. A su vez, cada una de las moléculas ubicadas en cis forma un
dimero trans por intercambio de cadenas con las moléculas representadas en color magenta, que
pertenecen a la célula opuesta. Adaptado de Takeichi y col., 2014.

El primer miembro de la superfamilia de las cadherinas descripto fue cadherina E. Esta
fue caracterizada como una molécula de 150 KDa, capaz de mantener las uniones
célula-célula dependientes de Ca** en la linea celular V79 del hamster chino (Takeichi,

1977).

Posteriormente, fue descripta como la molécula responsable de las uniones entre
blastdmeros en embriones murinos (Gumbiner y Simons, 1987), razén por la cual
también fue denominada uvomorulina. Finalmente, esta molécula fue denominada
cadherina epitelial debido a su localizacién diferencial en la mayoria de las células
epiteliales (Yoshida-Noro y col., 1984). Con la clonacién del ADNc de cadherina E
murina se determind que la proteina funcional, de aproximadamente 728 aminodcidos
(AA), se genera a partir de un precursor, el cual cuenta con una secuencia sefial de

aproximadamente 130 AA que permite su translocalizacién al reticulo endoplasmatico
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(Nagafuchi y col., 1987). La proteina madura comprende un dominio transmembrana
de unos 28 AA, un dominio citoplasmico de alrededor de 150 AA y un dominio
extracelular de alrededor de 550 AA, que comprende cinco dominios EC en tandem

(Figura 6A y Figura 7) (Takeichi, 1990; Shapiro y Weis, 2009).

Los ectodominios presentan multiples sitios de union a Ca®*, son repeticiones ricas en
residuos de aminodcidos acidos situados en las regiones entre dominios EC y estan
entre las secuencias filogenéticamente mds conservadas de las cadherinas (Nollet y
col., 2000; Yagi y Takeichi, 2000; Posy y col., 2008; Shapiro y Weis, 2009). Tres iones de
Ca** se unen con afinidades diferentes a cada una de estasregiones (Nagar y col., 1996;
Chitaev y Troyanovsky, 1998; Tamura y col., 1998; Prasad y col., 2006) (Figura 6A y
Figura 7), lo que sugiere que las cadherinas pueden responder dindmicamente a los
cambios en los niveles del cation. La unién del calcio induce una transicion
conformacional en la proteina, desde una estructura desorganizada y flexible, a una en
forma de varilla rigida, permitiendo interacciones homofilicas (Pokutta y col., 1994;
Nagar y col., 1996; Boggon y col., 2002; Haussinger y col., 2002), tanto en solucion
(Koch y col., 1997; Haussinger y col., 2002), como entre dos células vecinas (Kim y col.,
2011). La deplecién del Ca®* de los dominios EC, conduce a un desorden en la
orientacién de las secuencias entre éstos (Pokutta y col., 1994), al aumento de la
sensibilidad a la protedlisis y al incremento de la movilidad entre los dominios
(Haussinger y col., 2002).Paralas uniones homofilicas es esencial la secuencia HAV
(Histidina-Alanina-Valina) presente en la posicién 79-81 del EC1, la cual se encuentra
conservada en todas las cadherinas clasicas (Blaschuk y col., 1990; Nollet y col., 2000;
Zhu vy col.,, 2003). Adicionalmente, los dominios extracelulares poseen sitios de
reconocimiento para proteasas y metaloproteinasas que generan formas de menor
peso molecular (Steinhusen y col., 2001; McGuire y col., 2003; Najy y col., 2008; Zheng
y col., 2009).

La regidn citoplasmatica de cadherina E es un componente estructural importante.
Esta regidn exhibe un alto grado de conservacidon tanto entre sus homdlogos de
distintas especies, como entre otras cadherinas clasicas del tipo | (Nollet y col., 1999;
Oda, 2012). Esta region desempefa un rol importante en la deteccidn y transduccién

de sefales. Si bien este dominio parece ser prescindible para el reclutamiento de
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cadherinas a los sitios de contacto célula-célula (Hong y col., 2010; Harrison y col.,
2011), resulta critico en la regulacién de la remodelacién de las UAs y en la interaccion
de dichas uniones con el citoesqueleto y la maquinaria de trafico vesicular. Este
dominio se organiza en un subdominio yuxtamembrana (JMD, por las siglas en inglés
juxtamembrane domain), adyacente al segmento transmembrana de la molécula y el
subdominio C-terminal de unién a cateninas (CBD, por sus siglas en inglés catenin-
binding domain). El primero actda en la unién con p120 y proteinas relacionadas a ésta
(Thoreson vy col., 2000; Ishiyama y col., 2010), mientras que el CDB interactua con B-
catenina y placoglobina (Huber y Weis, 2001). Este ultimo dominio, en ausencia de sus
proteinas de unidn tiende a desestructurarse (Huber y col., 2001).Por otro lado, se ha
postulado que la asociacién con pl120 provoca el reordenamiento de la regién
yuxtamembrana, pero esto aln no se ha verificado experimentalmente. Conforme son

sintetizadas, las moléculas de cadherina E se asocian a [-catenina en el reticulo
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endoplasmico y el complejo es transportado a la superficie celular (Hinck y col., 1994).
Esta unién impide la destruccién proteosémica de cadherina E, ya que la unién de 3-
catenina en su sitio especifico oculta una secuencia rica en prolina, acido glutamico,
serina y treonina (denominada PEST), que es reconocida por ligasas de ubiquitina

(Huber y Weis, 2001; Huber y col., 2001).

Las modificaciones postraduccionales de las cadherinas cldsicas son criticas para la
modulacion de su estructura y funcién (Takeichi, 1988). Como parte del proceso de
control de calidad, las cadherinas son N-glicosiladas en numerosos sitios de los
dominios EC, en su transito por la red del reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi

(Boggon y col., 2002), lo cual interfiere con su estado oligomérico (Brasch y col., 2011).
4.4.1.1. Dimerizacion de cadherinas

El paso inicial clave para la asociacion de las cadherinas clasicas durante la formacion
de UAs y la agregacion de tipos celulares, involucraria la dimerizaciéon de su region
extracelular (Nose y col., 1990; Al-Amoudi y col., 2007). Se ha postulado que las
interacciones intercadherinas en trans habilitan el establecimiento del contacto
intercelular, mientras que las interacciones en cis refuerzan la estructura del complejo
adhesivo (Yap y col., 1997; Troyanovsky, 2005; Shapiro y Weis, 2009; Hong vy col.,
2010).

Numerosos reportes apoyan la idea de que los dimeros se forman por interaccién de
los dominios EC1 (Nose y col., 1990; Klingelhodfer y col.,, 2002; Shan y col., 2004),
aunque serian necesarios, pero no suficientes para la adhesién mediada por
cadherinas (Handschuh y col., 2001; Shan y col., 2004; Prakasam y col., 2006). Una
caracteristica clave de la dimerizacidn trans es el intercambio de las cadenas 3 del
extremo N de los dominios EC1. Este, estaria estabilizado por el establecimiento de dos
tipos de interacciones. En primer término, la que se da entre un residuo triptéfano
conservado en la posicion 2 (Trp2), en el extremo de una de las cadherinas del par y un
bolsillo hidrofébico de la otra (Figura 6B) (Tamura y col., 1998). La segunda interaccion
consiste en la formacidon de un puente salino entre el grupo amino del N-terminal de
una de las cadherinas, con el residuo glutamato 89 de la otra (Glu89) (Harrison y col.,
2005). En funcidn de estas interacciones, la remocién proteolitica de un prodominio es

un evento clave en la activacion de la funcion adhesiva de las cadherinas (Haussinger y
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col., 2004). El intercambio de cadenas requiere la formacion de un lazo flexible, que
podria darse entre moléculas ancladas a la misma membrana (intercambio cis) asi
como en membranas opuestas (intercambio trans) (Troyanovsky y col.,, 2003). La
prevalencia de uno u otro tipo de unién estaria regida por el Ca2+ligado; en presencia
de este catidén, el dominio extracelular presentaria una conformacion favorable para el
intercambio trans, mientras que su deplecion favoreceria la cis (Pokutta y col., 1994;
Chitaev y Troyanovsky, 1998; Shan y col., 2000). Sin embargo, aun no se dispone de
evidencias in vivo que comprueben algin rol en la adhesién de estos dimeros por
intercambio cis y tampoco resultan concluyentes los estudios de
coinmunoprecipitacion (Troyanovsky, 2005), ni los de FRET realizados con
ectodominios de cadherina recombinante (Zhang y col., 2009). Algunos autores
sugieren que la formacidn de dimeros por intercambio cis transitorios y débiles,
permite el aumento de la densidad local de moléculas de cadherina (Huber y col.,
1999). Aunque a la fecha no se ha logrado probar definitivamente la existencia de
dimeros por intercambio cis estables, los andlisis estructurales de las interacciones
presentes en las estructuras cristalinas de las cadherinas E, N y C han revelado que los
dimeros de intercambio de cadenas trans forman contactos cis funcionales a la
adhesién, ya que organizarian a las moléculas de cadherina en arreglos lineales
(Boggon y col., 2002; Harrison y col.,, 2011). Estos contactos se darian por una
interaccion asimétrica entre la cara céncava del dominio EC1 de una molécula y la
convexa del dominio EC2 de la cadherina adyacente (Figura 6C). La superficie de la
unién cis en el EC1 es opuesta a la interfaz del dimero trans y la interaccion se
estabilizaria por un pequeno nucleo hidrofébico y varios enlaces intermoleculares
puente hidrégeno. Cada molécula de cadherina puede proporcionar simultdneamente
tanto superficies cdncavas en el EC1, como convexas en el EC2 pudiendo formar dos
interacciones cis idénticas con ambas cadherinas adyacentes. En base a estos datos, se
ha propuesto que las interacciones cis en cooperacion con las interacciones trans,
producirian estructuras adhesivas estables y ordenadas, en las que las interacciones
trans por intercambio de cadena, son estables sélo una vez que estan interconectadas

por las cis (Harrison y col., 2011).
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4.4.2. Cateninas

Las cateninas son elementos criticos para el establecimiento y regulacién de la
adhesién entre células. En las UAs, tres tipos de cateninas (B-, a- y p120) participan en
la interaccién del dominio intracelular de cadherina E con los componentes del
citoesqueleto. De éstas, [3-catenina y p120 lo hacen directamente, mientras que ao-
catenina interacciona con [-catenina y con el citoesqueleto. Tanto [3-catenina como

p120 pertenecen a la superfamilia de las proteinas armadillo (Huber y col., 1997).
4.4.2.1. B-Catenina

Es una proteina de 92 kDa que fue originalmente purificada de células epiteliales de
Xenopus mediante coinmunoprecipitacion con cadherina E (McCrea y col.,, 1991;
Aberle y col., 1996). A diferencia de la multiplicidad de cadherinas y de las diversas
variantes de a-catenina que poseen especificidad tisular, B-catenina es una proteina
altamente conservada. Las secuencias de [3-catenina de Xenopus y humana tienen sélo
seis aminodcidos diferentes y exhiben un 67% de identidad con su homdloga de
Drosophila. Diversos estudios filogenéticos han demostrado que es una molécula clave
para dilucidar la transicidn hacia la pluricelularidad de los metazoos (Grimson y col.,
2000; Coates y col., 2002; Dickinson y col., 2011, 2012; Murray y Zaidel-Bar, 2014).
Adicionalmente, se han encontrado potenciales homélogos de [B-catenina en otros
organismos no metazoos tanto pluri- como unicelulares, tales como Arabidopsis
thaliana (Coates, 2003) y Volvox carteri (Prochnik y col., 2010), ambos pertenecientes
al Reino Plantae y Saccharomyces cerevisiae del Reino Fungi (Wang y col., 1998). Este
conjunto de antecedentes, sugieren que [-catenina pudo haber existido en el ultimo

ancestro comun que dio origen a algas verdes, plantas, hongos y animales.

La estructura primaria de [B-catenina consiste en 781 aminodcidos con una region N-
terminal de aproximadamente 150 AA, un gran dominio central de alrededor de 520
AA compuesto de 12 repeticiones armadillo y una region C-terminal de 100 AA (Figura
7). Como se describid previamente, -catenina interacciona con el dominio CBD de la
cola citoplasmatica de cadherina E. Sin embargo, la membrana no es su Unica
localizacién subcelular, sino que el pool asociado a las UAs esta en constante equilibrio

con otros presentes en el citoplasma y en el nucleo, reflejando su multiplicidad
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funcional (Nathke y col., 1994; Kam y Quaranta, 2009). Ademas de su funcién
estructural y regulatoria en las UAs, [-catenina tiene un rol fundamental como
coactivador transcripcional en la via de sefializacion Wnt (Clevers, 2006; Cadigan y
Peifer, 2009). Sus diferentes funciones son mediadas por diferentes regiones de la
molécula. Especificamente, la interaccidén con a-catenina se lleva a cabo via el dominio
N-terminal, uniéndose a las cadherinas por su dominio central armadillo, mientras que
su funcidn de activacidn transcripcional es a través de su region C-terminal, de caracter
fuertemente acidico (Aberle y col., 1996; Shapiro y Weis, 2009; Ishiyama y lkura, 2012).
Ademads del sitio de union a a-catenina, el extremo N-terminal presenta sitios de
fosforilaciéon para la GSK3[3 (Aberle y col., 1994). Por otro lado, el extremo C-terminal
interacciona con varias proteinas de la maquinaria transcripcional, tales como: la
proteina de unién a la caja TATA (TBP) (Hecht y col.,, 1999), Pontina (Bauer y col.,
1998), Teashirt (Gallet y col., 1999), Sox 17 y 13 (Zorn y col., 1999), SMAD4 (Nishita y
col., 2000) o CREB (Miyagishi y col., 2000; Takemaru y Moon, 2000). Ademds, este
dominio es esencial para la transcripcion mediada por factores de la familia Tcf/Lef
(Rubinfeld y col., 1995; Behrens y col., 1996). El dominio armadillo es muy estable y
rigido (Huber y col., 1997). Su estructura cristalina revela que cada repeticion de 42 AA
consiste en tres pequeiias hélices o, las cuales forman con las adyacentes una
superhélice cilindrica, que forma un gran surco en el que las cargas positivas quedan
expuestas hacia la superficie. La profundidad de este surco aumenta entre las
repeticiones 9 y 10, originando un “bolsillo” con carga positiva. Los dominios armadillo
son estructuras de interaccion proteina-proteina, que en el caso de B-catenina une
multiples ligandos, tales como cadherina E, Tcf/Lef, APC y axina, formando complejos
mutuamente excluyentes. Sin embargo, el dominio armadillo no sufriria ningin cambio
conformacional para adaptarse a sus diferentes ligandos (Gottardi y Gumbiner, 2001)
cargados negativamente, ya que su interaccioén seria decaracter electrostatico (Hubery

col., 1997).

La funcion de seiializacién de B-catenina en la via Wnt depende de la regulacidon de su
estabilidad en el citoplasma (Peifer y Polakis, 2000; Tolwinski y Wieschaus, 2004;
Brembeck y col., 2006). La unidn de ligandos Wnt al complejo receptor de membrana

formado por Frizzled y Lrps5/6, induce la estabilizacion del pool citoplasmico de B-
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catenina (Logan y Nusse, 2004; Moon vy col., 2004), lo que permite su traslado al
nucleo, donde actia como un activador transcripcional asociado con proteinas de
unién al ADN, como el factor de células T (Tcf), el factor potenciador linfoide 1 (Lef-1) y
la Pangolina (Pan). En ausencia de ligandos de la via de sefializacion Wnt, el pool
citoplasmatico de B-catenina es degradado por un complejo de destruccion formado
por el producto del gen supresor de tumor de la poliposis adenomatosa coli (APC, por
sus siglas en inglés adenomatous polyposis coli), axina, glucégeno sintasa quinasa 3-3

(GSK-3B) y caseina quinasa (CKIl) (Stamos y Weis, 2013).

La funcién de adhesién de B-catenina a cadherina E también es regulada por diferentes
fosforilaciones (Perez-Moreno y col., 2006). Mientras que la fosforilacién de los tres
residuos serina del dominio citoplasmico de cadherina E (S684, S686, S692) por las
quinasas CKIl y GSK-3B aumentan la afinidad de unién de B-catenina (Lickert y col.,
2000; Huber y Weis, 2001). Por el contrario, la fosforilacion de los residuos tirosina
Y489 o Y654 de B-catenina interfieren su unidon con cadherina, mientras que la
fosforilacion de Y142 debilita la unidon a o-catenina (Lilien y col.,, 2002). La base
estructural de este comportamiento es que el residuo Y654 de [-catenina, forma un
enlace puente de hidrégeno con la asparagina 665 de cadherina E, el cual estabiliza la
interaccion (Lickert y col., 2000). Entre las quinasas implicadas en estas fosforilaciones
han sido identificadas Src y la quinasa receptora de EGF que fosforilan el residuo Y654
(Hoschuetzky y col., 1994; Piedra y col., 2001), Abl que actua sobre el Y489 (Rhee y
col., 2002) y Fer que fosforila Y142 (Piedra y col., 2003). Nuestro grupo ha demostrado
in vivo que la fosforilaciéon de las moléculas involucradas en los complejos adhesivos
epiteliales deslocalizan de los sitios de contactos entre cadherina E y B-catenina
promoviendo asi el desensamblaje de las UAs (lzaguirre y col., 2010). Sin embargo,
existe evidencia que la actividad de la tirosina quinasa, en algunos casos, también

promoveria la formacién de uniones adherentes (McLachlan y Yap, 2007).

En funcidén de los hallazgos logrados al presente, se cree que B-catenina potencia la
adhesién dependiente de cadherina principalmente a través de dos mecanismos, el
primero implica la regulacién del trafico de cadherina desde el reticulo
endoplasmico/Golgi a la membrana plasmatica (Chen y col., 1999). El otro mecanismo

implicaria la estabilizacidn de las cadherinas en la membrana plasmatica, mediante el
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reclutamiento de a-catenina a las UAs (Miyashita y Ozawa, 2007; Troyanovsky y col.,

2011).
4.4.2.2. p120-Catenina

La catenina p120 fue descubierta como un sustrato de la tirosina quinasa Src (Reynolds
y col., 1989) y posteriormente reconocida como un miembro de la superfamilia de
proteinas armadillo, que interactua con la regidn citoplasmica de cadherinas (Reynolds
y col., 1992, 1994; Peifer y col., 1994). Como ya se ha descripto, esta molécula
interactua especificamente con el dominio JMD de cadherinas (Thoreson y col., 2000;
Ishiyama y col., 2010) a través de su domino armadillo. A diferencia de [B-catenina,
p120 posee un dominio central arqueado (residuos 368-825) con 9 repeticiones
armadillo y una secuencia intermedia entre las repeticiones 5% y 6 (Choi y Weis,
2005) (Figura 7). El dominio central estd flanqueado por una region regulatoria N-
terminal (NTR) y una regiéon C-terminal (CTR) (Ishiyama y col.,, 2010) variables y
dependientes de la isoforma (Anastasiadis y Reynolds, 2000). En ambas regiones
regulatorias terminales se han identificado numerosos sitios de fosforilacién (Mariner
y col., 2001; Xia y col., 2003), pero la consecuencia funcional de estas modificaciones
no es clara (Reynolds, 2007; Hong y col., 2016). Adicionalmente, la region NTR y un
segmento dentro del dominio armadillo de p120, interactian con GTPasas pequeiias
de la familia Rho, tales como RhoA y Racl (Anastasiadis, 2007; Yanagisawa y col.,
2008).

La estructura cristalina del complejo p120/cadherina E ha proporcionado una idea
preliminar de cémo esta catenina reconoce especificamente el JMD de cadherina y
regula la internalizacion de los complejos cadherina-catenina via endocitosis (Ishiyama
y col., 2010). Asi, la carencia de p120 en diferentes tipos celulares tanto in vitro como
in vivo conduce a una disminucién de los niveles de cadherina y al desensamblaje de
las UAs (Davis y col., 2003; Davis y Reynolds, 2006; Perez-Moreno vy col., 2008; Taulet y
col., 2009). Dos mecanismos explicarian la funcion proadhesiva de esta proteina; el
mas directo implica la estabilizacién de las cadherinas en la superficie celular via la
inhibicion de su endocitosis (Ishiyama y col., 2010; Hartsock y Nelson, 2012) y/o la
promocién de la exocitosis (Davis y col., 2003; Xiao y col., 2005; Chiasson y col., 2009).

El segundo mecanismo propuesto, postula la unién e inactivacién de la GTPasa
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pequena RhoA, que indirectamente disminuiria el reciclaje de las cadherinas en las UAs
mediante la estabilizacién del citoesqueleto de actina perimembranoso (Noren y col.,
2000; Wildenberg y col., 2006; Taulet y col., 2009).

Antagonizando con esta funcién adhesiva, se ha encontrado que a través de su
dominio armadillo, p120 es capaz de reclutar y ligarse al represor transcripcional Kaiso,
gue modula la sefializaciéon no candnica Wnt (Daniel y Reynolds, 1999; Kim y col., 2004;

Park y col., 2006).
4.4.2.3. a-Catenina

Es una proteina citosélica de 102 kDa y aproximadamente 900 aminodcidos, implicada
en el anclaje del complejo de adhesién celular cadherina/catenina al citoesqueleto de
actina en las UAs (Kobielak y Fuchs, 2004). A diferencia de B-catenina y p120, no posee
repeticiones armadillo y no se une directamente al dominio citoplasmatico de
cadherina (Nagafuchi y col.,, 1991; Ozawa y Kemler, 1992). Estructuralmente esta
estrechamente relacionada a vinculina, proteina de unién a actina e indirectamente
asociada con cadherinas mediante la union al segmento N-terminal de B-catenina
(Ozawa y col., 1990; Aberle y col., 1994). Al presente, en los mamiferos, se conocen
tres subtipos de a-catenina, oE (epitelial), aN (neuronal) y aT (testicular y cardiaca),
mientras que en invertebrados se ha descripto un Unico homaélogo Da (Drosophila),
(Oday col., 1993; Costa y col., 1998). Estudios previos han revelado que esta proteina
contiene tres dominios principales: N-terminal (N) involucrado en la unién a B-catenina
y en la homodimerizacion (Aberle y col., 1994; Pokutta y Weis, 2000), modulador (M)
implicado en la unién a vinculina (Yang y col., 2001; Yonemura y col.,, 2010) y C-
terminal (C) comprometido en la unién y agrupamiento de los filamentos de actina
(Rimm y col., 1995) (Figura 7). Cada uno de los tres dominios contienen regiones
homalogas a las de vinculina (VH1, VH2 y VH3) (Herrenknecht y col., 1991; Nagafuchiy
col.,, 1991). Se ha postulado que a-catenina actia en la interaccion con el
citoesqueleto de actina, aunque el mecanismo molecular, sigue siendo desconocido
(Yonemura y col., 1995; Meng y Takeichi, 2009; Ivanov y Naydenov, 2013). Dado que
los dominios N y C de a-catenina contienen respectivamente sitios de unién definidos
para [B-catenina y filamentos de actina, originalmente se asumié que a-catenina

actuaria como un conector estable entre los complejos cadherina-catenina y
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filamentos de actina (Gates y Peifer, 2005; Weis y Nelson, 2006). Sin embargo, este
modelo "tradicional” estd en discusién, por cuanto aE-catenina sélo interacciona con
los filamentos de actina en forma de homodimero y no se habia logrado aislar el
complejo cuaternario cadherina—p-catenina—a-catenina-actina F (Drees y col., 2005;
Yamada y col., 2005). Al presente, no se ha podido desentraiar concluyentemente el
mecanismo por el cual las UAs estan relacionadas con el citoesqueleto de actina. En la
actualidad se proponen distintos modelos. Uno de ellos propone que a-catenina se
disociaria del complejo cadherina—catenina para formar homodimeros e interactuar
con los filamentos de actina (Dress y col., 2005). Mas recientemente se ha propuesto
gué a-catenina, ligada al complejo cadherina-catenina adoptaria una conformacién
monomérica activa para unirse directamente a los filamentos de actina (Kwiatkowski y
col., 2010; Desai y col., 2013). Adicionalmente, se ha demostrado que varias proteinas
de unién a actina, también son capaces de interactuar con a-catenina (Yonemura y
col., 1995), sugiriendo que la interaccién con actina podria ser indirecta. Entre estas
proteinas se destacan Eplin (por sus siglas en inglés epithelial protein lost in neoplasm)
(Abe y Takeichi, 2008; Taguchi y col., 2011), a-actinina (Knudsen y col., 1995; Yamada y
col., 2005) y vinculina (Watabe-Uchida y col., 1998; Weiss y col., 1998; Bakolitsa y col.,
2004; Yamada vy col., 2005). Adicionalmente, existen otras proteinas presentes en las
uniones que tienen el potencial para conectar cadherinas a los filamentos de actina, ya
gue presentan dominios de unidn a actina y ademas interactian con cadherina
(Geisbrecht y Montell, 2002; Sayegh y col., 2004; Maddugoda vy col., 2007; Mangold y
col., 2011). Entre ellas, cortactina (Helwani y col., 2004; Sayegh y col., 2004); y miosina
VI (Maddugoda y col., 2007; Mangold y col., 2011). Por otro lado, varios estudios
recientes postulan que a-catenina actla como un mecanosensor de las UAs, en el que
las fuerzas dependientes de actomiosina desencadenarian un cambio conformacional
en a-catenina, que llevaria al reclutamiento de vinculina a los sitios de contacto célula-
célula, conectando el complejo cadherina-catenina con los filamentos de actina tanto
directa-, como indirectamente (Duc y col., 2010; Smutny y Yap, 2010; Yonemura y col.,
2010). Estos modelos alternativos no serian mutuamente excluyentes, por lo que es
posible que las cadherinas utilicen diferentes mecanismos moleculares para unirse
fisicamente a los filamentos de actina, tal vez en funcién del contexto fisioldgico-

estructural.
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4.4.3. UAs y citoesqueleto de actina

Como se ha expresado precedentemente, las cadherinas clasicas cumplen su funcién
en estrecha cooperacion con el citoesqueleto. Desde hace mucho tiempo es
ampliamente estudiada la interaccién con el citoesqueleto de actina, pero existe
evidencia creciente que las cadherinas también interactian con los microtubulos
(Bogatcheva y Verin, 2008; Meng y Takeichi, 2009; Niessen y col., 2011; Han y Yap,
2012).

A pesar de no estar consensuado el mecanismo por el cual las cadherinas y cateninas
se vinculan al citoesqueleto de actina, existe acuerdo en que la plasticidad de las UAs

implica una regulacién bidireccional entre cadherinas y actina.

Las UAs exhiben diversas morfologias, dependiendo de la forma en que se asocian a
los filamentos de actina (Takeichi, 2014); en células epiteliales polarizadas, los
filamentos de actina se disponen paralelos a las membranas celulares estableciendo
un cinturdn continuo en la circunferencia de las células, recibiendo la denominacion de
z6nula adherente (ZA) (Figura 8A) (Farquhar y Palade, 1963; Franke, 2009). Las UAs
también pueden adoptar un aspecto puntiforme, conocidas como puntos adherentes
(PAs) (Tepass y Hartenstein, 1994; Rose y col., 1995). En éstos, los filamentos de actina
se ubican perpendiculares a las membranas celulares (Figura 8B). Los filamentos de
actina tensionan a las cadherinas a ambos lados de la unién, lo que provoca una
apariencia discontinua en la distribucién del receptor. Este tipo de UA también se
conoce como puntual, radial, discontinua o focal (Takeichi, 2014) y se pueden
visualizar distribuidas a lo largo de la superficie lateral de las células epiteliales
(Drenckhahn y Franz, 1986) y en células no epiteliales (Fannon y Colman, 1996; Uchida

y col., 1996; Wuchter y col., 2007).

Los PAs facilitan los procesos de anclaje, por lo que generalmente se encuentran en las
primeras etapas de desarrollo de las UAs en células epiteliales polarizadas (Yonemura 'y
col., 1995; Vasioukhin y col.,, 2000; Wuchter y col., 2007). Si bien son formas
precursoras de estas uniones, los PAs a veces se mantienen y son funcionales en
tejidos maduros tanto epiteliales (como los queratinocitos de epitelios estratificados)
como en otros tejidos (como el musculo cardiaco, donde reciben el nombre de fascia

adherente, (Sheikh y col., 2009). A su vez, las UAs pueden exhibir diversas formas
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A. Zonula adherente B. Puntos adherentes

Cadherina E

Membrana plasmatica

Citoplasma
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Figura 8. Diferencias entre ZA y PA. Modelo de las dos formas de contactos célula-célula dependientes
de cadherinas de las células epiteliales. En esta vista lateral se ilustran los componentes moleculares
implicados. A. Los filamentos de actina se disponen paralelos a la membrana de la célula para formar
UAs lineales. B. En las UAs puntiformes, los filamentos de actina se ubican perpendiculares a las uniones
y traccionan de las cadherinas presentes a ambos lados de la unién. Se postula la interconvertibilidad
entre UAs lineales y puntiformes de células epiteliales, dependiendo del contexto celular. Adaptado de
Takeichi, 2014.

intermedias entre ZA y PA, sugiriendo que ambos tipos son interconvertibles (Taguchi
y col., 2011) o especializarse en los sitios en que varias células epiteliales convergen

(Yonemura, 2011).

Se postula que el proceso de formacion de las UAs comenzaria con un contacto
oportunista entre dos células (Figura 9), promovido por una actividad exploratoria de
protrusiones de las membranas, basadas en actina (Adams y col., 1996; Vasioukhin y
Fuchs, 2001; Vasioukhin y col., 2001). Tras este contacto, los monémeros de cadherina
difundirian y formarian rdpidamente interacciones homofilicas trans, originando
pequefios agrupamientos con menor movilidad (Adams y col., 1998), los cuales
reclutan nuevas moléculas, promoviendo el crecimiento de la zona de unién y la
conexion con el citoesqueleto de actina (Vasioukhin y col.,, 2001). En los sitios de
contacto célula-célula, los haces de actina radiales son reemplazados posteriormente

por haces paralelos al contacto. Estos haces madurarian progresivamente hasta formar
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1. Las protrusiones celulares 2. Se expanden las UA 3. La actina contractil formael
inician el contacto cinturén dando soporte alas AU

Filamentos
Membrana plasmatica de actina

Cluster de cadherinas-cateninas UA expandidas

Figura 9. Modelo del mecanismo de ensamblaje de UAs epiteliales. 1. La agrupacién de complejos
cadherina—catenina en las protuberancias de membrana inician los contactos celulares. 2. El incremento
en el reclutamiento de complejos cadherina—catenina promueve la ampliacidon de la zona de unién
intercelular. 3. Una vez que las UAs se han extendido de manera considerable reclutan a-catenina para
promover la formacién de haces de actina contractil, que lleven al fortalecimiento de las UAs. Adaptado
de Harris y Teppas, 2010.

el tipico cinturén de los epitelios maduros, por asociacién con proteinas de unién a
actina, tales como miosina Il y a-actinina (Hirokawa y col., 1983; Drenckhahn y
Dermietzel, 1988). Esta remodelacién masiva de actina requiere su polimerizacién
mediada por al menos dos tipos de nucleadores: el complejo Arp2/3, el cual promueve
la ramificacién de actina y las forminas, que favorecen el crecimiento lineal de los

filamentos de actina (Vasioukhin y Fuchs, 2001; Kovacs y col., 2002; Kobielak y col.,
2004; Verma y col., 2004).

Las cadherinas controlan la actividad de estos dos tipos de nucleadores, mediante la
activacion de cascadas de sefializacion que involucran GTPasas pequefias, cuyos

mecanismos de accion y regulacidn se detallan mds adelante.
4.4.4. UAs y determinacion de la polaridad epitelial

Una caracteristica fundamental de los epitelios simples es que forman una ldmina
bidimensional de células estructural- y funcionalmente polarizadas, gracias a los
contactos adhesivos mediados por cadherina E (Wang y col., 1990; Nejsum y Nelson,
2007). Las UAs formadas conducen a su vez a una importante reorganizacion de los
citoesqueletos de actina y de microtubulos, tanto proximales (Kovacs y col., 2002; Chu

y col., 2004; Drees y col., 2005; Scott y col., 2006; Yamada y Nelson, 2007) como
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distales (Adams y col., 1998; Ehrlich y col., 2002; Vaezi y col., 2002; Yamada y Nelson,

2007) para estabilizar los contactos célula-célula.

Los epitelios presentan dominios diferenciales en la membrana plasmatica apical y
basolateral, debido a la composicidon asimétrica de transportadores involucrados en su
funcion secretora y absortiva y porque tienen una maquinaria de trafico vesicular
polarizada que se compone de organulos secretores (RE, complejo de Golgi) y
compartimientos endosomales necesarios para la generacién y mantenimiento de la
distribucién asimétrica de las proteinas de membrana (Rodriguez-Boulan y Macara,
2014). Sin embargo, los mecanismos por los cuales se produce la polarizacién no estan
completamente comprendidos. Se cree que el establecimiento inicial de la polaridad
podria ser controlado tanto por la posicién del complejo adhesivo en la membrana
plasmatica, como por la rdpida organizacion del citoesqueleto y la maquinaria exocitica
(Nelson y col., 2013). Como se vera mas adelante, este conjunto de procesos, también

esta vinculado con la actividad de las GTPasas pequefias.
4.5. Dinamica de las UAs y su regulacién

Dada su importancia en los procesos morfogenéticos, las UAs son estrictamente
reguladas durante el desarrollo, crecimiento y mantenimiento de los tejidos. Debido a
gue durante la morfogénesis los epitelios deben continuar cumpliendo su funcién, a
pesar de estar sufriendo modificaciones, se requiere una gran complejidad molecular
para mantener la homeostasis. Asi, deberd darse una coordinacién muy fina entre
estabilidad y flexibilidad de las uniones, en la que estan intimamente relacionados la
dinamica de las uniones, el trafico vesicular y los procesos mediados por las GTPasas

pequeias.
4.5.1. Rol del trafico vesicular

La entrega de las proteinas del complejo de unidén por exocitosis, desde el sitio de
sintesis (reticulo endoplasmatico) al sitio donde cobran funcionalidad (membrana
plasmatica), es esencial para la formacién de nuevas interacciones adhesivas mientras
gue la remocién de estas proteinas desde la membrana plasmatica via endocitosis, es
critica tanto para la disrupcién como para el reciclaje de las UAs. La remodelacion de

las UAs puede ser parcial, reemplazando moléculas individuales o un pequefio grupo
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de ellas dentro del contacto adhesivo (sin disrupcién de la adhesién intercelular) o
alternativamente, pueden darse remodelaciones de las uniones a gran escala, con la
interrupcion y reformacion de los contactos adherentes (Ilvanov y col., 2005). En este

contexto, el trafico vesicular es un proceso clave en su remodelacion.

Como ocurre con otras proteinas de la via secretora, las cadherinas se transportan
desde su sitio de sintesis en el reticulo endoplasmico a la membrana plasmatica
mediante vesiculas recubiertas de clatrina (Figura 10) (Deborde y col., 2008). Como se
ha expresado precedentemente, la evidencia sugiere que las cadherinas viajan
formando complejos con [-catenina, aunque la composicion molecular de estas
estructuras sigue siendo controversial (Miranda y col., 2003; Wahl y col., 2003; Curtis y
col, 2008). Cadherina E pareceria estar localizada en una subpoblacién de endosomas
de reciclaje enriquecidos con Rabll. Por otro lado, tanto esta ultima como Rab8 han
sido implicadas en la regulacidon del trafico de cadherinas a las UAs epiteliales
(Yamamura y col., 2008). Se desconoce si Rab8 asiste a la entrega de cadherina E
desde la red trans del Golgi a los endosomas o via endosomas de reciclaje desde la

membrana plasmatica. La interaccion de las vesiculas transportadoras de cadherinas
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Figura 10. Vias del trafico vesicular de cadherina E. El diagrama representa la via de exocitosis de
cadherina E recién sintetizada a la membrana plasmatica, asi como destinos intracelulares de cadherina
E internalizada. Galetto, 2016.
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con la membrana plasmatica es un proceso de multiples pasos que estd mediada por
complejos proteicos de anclaje y fusién, como los complejos exocisto (Grindstaff y col.,
1998; Yeaman y col., 2004; He y Guo, 2009; Xiong y col., 2012) y SNARE basolateral
(Jahn y Scheller, 2006; Malsam y col., 2008). En cuanto a la localizacién en que se
produce dicha fusion, las cadherinas son susceptibles de ser enviadas a cualquier
ubicacidn dentro del dominio basolateral de la membrana plasmatica y llegan a las UAs

a través del flujo intramembranoso de direccion apical (Kametani y Takeichi, 2007).

Por otro lado, la endocitosis de cadherina juega un rol fundamental en los procesos
morfogénicos que requieren una remodelacidon rapida y extensa de los contactos
adherentes epiteliales (Jarrett y col., 2002; Georgiou y col., 2008; Lee y Harland, 2010;
Levayer y col.,, 2011). Mientras que la internalizacién de cadherinas en estado
estacionario puede ser controlada y compensada con el fin de evitar la interrupcion
irreversible de los contactos célula-célula, la induccién de la endocitosis promovida por
estimulos externos puede conducir a una faltante drastica de cadherinas en la
membrana plasmatica y por lo tanto, en un desensamblaje de las UAs. Existen una
serie de estimulos que desencadenan la internalizaciéon de cadherina a gran escala, por
ejemplo, la disminucién de la concentracién de calcio extracelular interrumpe la
dimerizacidn en trans, produce la endocitosis de las cadherinas y como consecuencia,
la ruptura de todos los complejos de unidn (Kamei y col., 1999; Le y col., 1999; Izumi y
col., 2004; Ivanov col., 2004;Troyanovsky y col., 2006). Adicionalmente, se ha
verificado que la exposicion de las células epiteliales a estimulos relacionados con
enfermedades tales como el estrés oxidativo, carcindgenos, factores de crecimiento y
patégenos bacterianos también inducen el desensamblaje de las UAs y la endocitosis
de cadherina (Lerch y col., 1997; Xie y col., 2010; Ivanov y Naydenov, 2013). Estos
datos sugieren que la endocitosis de cadherina representa un mecanismo importante
involucrado en la ruptura de las barreras epiteliales bajo diferentes condiciones

fisiopatoldgicas.

La internalizacién de cadherinas, al igual que muchas otras proteinas transmembrana,
puede ocurrir por diversas vias (Figura 10 y Figura 11), siendo las mejor caracterizadas
la endocitosis mediada por clatrina, la mediada por calveolina/balsas lipidicas y la

macropinositosis (lvanov, 2008). La endocitosis mediada por clatrina es la via mas
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comun para las cadherinas clasicas, tanto en estado estacionario, como en las
sometidas a estimulacién. Este mecanismo involucra la fomacién de fosas recubiertas
con clatrina, seguido de una escisidn de la membrana plasmatica y posterior fusion con
un endosoma (Bonifacino y Traub, 2003). El reclutamiento de las cadherinas a las fosas
recubiertas de clatrina es mediado por una proteina adaptadora especial 2 (AP-2 por
sus siglas en inglés: “adaptor protein”). El motivo de dileucinas, mediante el cual las
cadherinas unen proteinas AP, es una region esencial para la internalizacion de la
molécula (Miyashita y Ozawa, 2007) y la existencia de este sitio de unién en el JMD
explica la funcién estabilizadora que tiene p120, al unirse a la misma regidn e impidir el
reconocimiento por parte de AP-2 y su internalizacion (Xiao y col., 2005; Chiasson y
col., 2009; Ishiyama y col., 2010). Ademads de AP-2, se han descripto dos adaptadores
monoméricos, Numb y disabled (Dab-2) (Yang y col., 2007; Sato y col., 2011), pero sus

mecanismos de accion aun no han sido clarificados.

La endocitosis dependiente de caveolina/balsas lipidicas promueve la internalizacion
mediante invaginaciones de la membrana ricas en colesterol y esfigolipidos,
frecuentemente asociadas con proteinas como caveolinas y flotilinas (Hansen y
Nichols, 2009; Orlichenko y col., 2009). En el caso de la macropinocitosis, es un
proceso dependiente de actina iniciado desde la membrana plasmatica que da lugar a
grandes vacuolas endociticas llamados macropinosomas (Paterson y col., 2003; Bryant

y col., 2007; Padmanabhan y Taneyhill, 2015).
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Figura 11. Vias de endocitosis de cadherina E. La internalizacién de cadherina E puede producirse a
través de vesiculas mediadas por clatrina, por caveolina o las vias de macropinocitosis. La cadherina
internalizada se clasifica para la degradacién lisosomal o para su reciclaje a la membrana plasmatica.
Galetto, 2016.

62



4.5.2. Rol de las GTPasas pequeiias

Las uniones adherentes mediadas por cadherina E generan sefiales intracelulares.
Entre las mds importantes, se destacan las que involucran a las GTPasas pequeiias
(Braga y Yap, 2005; Samarin y Nusrat, 2009; Watanabe y col., 2009). La formacion de
UAs modula a las GTPasas pequeiias RhoA, Racl, Cdc42 y Raply, a la vez, éstas
controlan los procesos de adhesion mediados por cadherina E en la biogénesis
epitelial. Este grupo de moléculas actla a través de sus efectores, los cuales modulan
tanto la polimerizacion como la contractilidad del citoesqueleto de actomiosina y el
trafico vesicular. Adicionalmente, estan involucradas en el establecimiento de la

polaridad epitelial.

La superfamilia de GTPasas Ras (por sus siglas en inglés: rat sarcoma) tienen la
capacidad de unir e hidrolizar GTP a GDP, determinando su estado funcional: activo
(unido a GTP) e inactivo (unido a GDP) (Figura 12C), actuando como interruptores
moleculares (Barbacid, 1987; Etienne-Manneville y Hall, 2002). Esta superfamilia
consta de varias familias con un alto grado de similitud estructural y funcional (Figura
12A y B) (Vetter y Wittinghofer, 2001). A la fecha, se han identificado unas 150 en
mamiferos, clasificadas en 5 familias: Ras, Rho, Rab, Arf y Ran.

La activacién de estas proteinas es mediada por estimulos variados, que actlan sobre
factores de intercambio de nucledtidos de guanina (GEFs, por sus siglas en inglés:

guanine nucleotide exchange factors), que promueven el intercambio de GDP por GTP.

El estado activo de las GTPasas pequeiias permite que estas proteinas se unan a
efectores y propaguen sefiales intracelulares (Figura 12B) (Fukata y Kaibuchi, 2001;
Ridley, 2001; Benitah y col., 2004; Jaffe y Hall, 2005). Ya que la actividad GTPasa
intrinseca es débil, requieren la interaccion con proteinas activantes de GTPasas para
volver a su estado inactivo (GAP, por sus siglas en inglés: GTPase activating proteins),
las cuales facilitan la hidrdlisis de GTP a GDP. Adicionalmente, la superfamilia de
GTPasas puede poseer otro nivel de regulacién que implica inhibidores especificos de
disociacion del GDP (GDI, por sus siglas en inglés GDP dissociation inhibitors), que se
unen a GTPasas inactivas manteniéndolas en este estado en el citosol (Figura 12C). Los

distintos GEFs y GAPs poseen un perfil de especificidad con cada miembro de las
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familias de proteinas G y en general, no se dan interacciones cruzadas entre los

miembros de diferentes familias (Bos y col., 2007).
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Figura 12. Estructura y secuencias caracteristicas de las GTPsas pequefias. A. Dominios caracteristicos
de las GTPasas pequefias. B. Estructura del dominio G. C. Esquema que representa el ciclo de
funcionamiento de una GTPasa pequefia. Adaptado de Perez y Rincén, 2010

Varios reportes han determinado que la interaccion homofilica de cadherina E puede
activar a las GTPasas. Esto fue originalmente establecido para Racl (Noreny col., 2001;
Nakagawa y col., 2001; Lampugnani y col., 2002; Yamada y Nelson, 2007; Kitt y Nelson,
2011), pero también se ha consignado la activacion de Cdc42 (Kim, 2000; Kawakatsu y
col., 2002; Fukuhara y col., 2003, 2004) y Rap1 (Hogan y col., 2004). Por el contrario, el
efecto sobre RhoA seria inactivador (Noren y col., 2001; Lapugnani y col., 2002; Noren
y col., 2003; Nimnual y col., 2003; Bustos y col., 2008; Ratheesh y col., 2012). La
regulacion de estas GTPasas pequefias implicaria que al menos alguno de sus GEFs y/o
GAPs respondan a la adhesién mediada por cadherina. Hasta el momento diversos

GEFs y GAPs han sido vinculados a las UAs (Tabla 1).
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Tabla 1. Resumen de reguladores GEFs y GAPs que intervienen en la regulacién de distintas
GTPasas que actuan a nivel de las UAs.

GEFs GTPasa | Referencias bibliograficas
TIAM Racl Hordijk, 1997; Lampugnani y col., 2002; Kraemer y col.,
2007
C3G Rapl Hogan y col., 2004
GAPs GTPasa | Referencias bibliograficas
ARHGAP12 Racl Matsuda y col., 2008; Gentile y col., 2008
Rich Cdc42 Wells y col., 2006; Citi y col., 2011
SPA-1 Rapl Noreny col., 2001; Bustos y col., 2008; Ratheesh y col.,
p190RhoGAP RhoA 2012

Sin embargo, tanto el modo, como el estado de activacion de cada una de estas
GTPAsas contintdan siendo tema de debate, ya que los resultados son materia de

controversia y varian segun los sistemas experimentales considerados.

Como se ha dicho previamente, a partir de su activacion las GTPasas pueden regular el
citoesqueleto de actina asociado a las UAs en dos niveles: por un lado actuando sobre
el ensamblaje/desensamblaje de los clusteres de cadherina en las UAs y por otro,

controlando su movilidad lateral en la membrana (Figura 13).

Las UAs epiteliales maduras estan asociadas con un citoesqueleto bien desarrollado
(Zhang y col., 2005; Cavey y col., 2008) que experimenta un continuo recambio
(Yamada y col., 2005; Kovacs y col., 2011). Por lo tanto, la actina se debe ensamblar de
forma continua para reponer el pool de filamentos en la unién. La etapa critica de este
proceso es la nucleacion, la cual es mediada por moléculas especificas, incluyendo el
complejo Arp2/3 (Pollard y col., 2000) y los miembros de las forminas (Goode y Eck,
2007). En este sentido, se ha reportado la activacion via las proteinas WASP/WAVE del

complejo Arp2/3 como respuesta a Racl o Cdc42 activadas (Insall y Machesky, 2009).

Adicionalmente, muchos miembros de la familia de las forminas poseen dominios de
unién a RhoA, cuyo reclutamiento permite su activacién directa (Otomo y col., 2005;
Goode y Eck, 2007). Si bien ambos procesos de nucleaciéon han sido implicados en la
funcion de las cadherinas, el papel de RhoA y sus efectos potenciales sobre el
ensamblaje de los filamentos de actina son menos claros. Esta GTPasa también estaria
involucrada en la activacién de la miosina Il del anillo contractil de actomiosina,
produciendo su contracciéon (Utech y col., 2005; Samarin y col., 2007; Vicente-

Manzanares y col., 2009).

“ 65




Interaccion homofilica entre
cadherinas de células vecinas

o @ © 2@ |e
\» '\ Cateninas
< Bl GAPs
v @» GEFs
Remodelacién de Tréfico vesicular Fibras de estrés Fortalecimiento D GTPasa
| filamentos de actina polarizado de las UAs ] D Efectores

Y
Formacion de un epitelio polarizado

Figura 13. Regulacién de las GTPasas pequeiias por el complejo de UAs. Diagrama esquematico que
ilustran las principales proteinas y vias involucradas en la regulaciéon Racl, Cdc42, RhoA y Rapl en las
uniones de las células epiteliales. Las flechas indican la interaccién fisica/funcional, la activacién o la
promocidn al reclutamiento en la unién. Lineas con barra indican inhibicién.

Adicionalmente al rol de las GTPasas pequefias modulando el establecimiento vy
mantenimiento de las UAs a través de la organizacidn del citoesqueleto, numerosos
estudios las vinculan actuando sobre los complejos de polaridad apical de los epitelios.
Se ha establecido un rol clave de las proteinas del complejo apical Par (Par 3/Bazooka,
aPKC y PAR6) y del complejo Crumbs en la determinacién del dominio apical de las
células epiteliales. Notablemente, las interacciones entre estos modulos apicales junto
con los complejos que definen los dominios basolaterales (los complejos Scribble y
Yurt), generarian zonas de exclusion mutua alrededor de las UAs, definiendo el eje

apicobasal caracteristico de un epitelio polarizado (Assémat y col., 2008).
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Adicionalmente, estos complejos cooperan con la formacién de las UAs
completamente diferenciadas (Mdller y Wieschaus, 1996) y correctamente
posicionadas (Harris y Peifer, 2005). Una vez que se han establecido UAs estables,
Cdc42-GTP junto a los componentes de los complejos apicales Par y Crumbs regularian
el trafico de componentes de las UAs y proteinas de polaridad apical; funcién que
adquiere especial importancia en tejidos que sufren constante remodelacion (Harris y
Tepass, 2008). El complejo Par y Cdc42 también han sido implicados en la regulacion
de RhoA en las UAs (Warner y Longmore, 2009), apoyando una sefalizacién

bidireccional entre GTPasas y proteinas del complejo apical.

Adicionalmente, se sabe que Racl y Cdc42 activadas por las interacciones homofilicas
de cadherina E, inhiben su endocitosis, con lo que estabilizan las UAs (Le y col., 1999;

lzumiy col., 2004).

Si bien ha sido la menos estudiada, Rap1 ha evidenciado tener un rol critico tanto en la
formacion de novo, como en la regulacién dindmica de uniones célula-célula
(Pannekoek y col., 2009). Esta GTPasa, una vez activada, actua sobre sus efectores
afadina (Boettner y col., 2000) y Rac1/Cdc42 (Sato y col., 2006). Este comportamiento,
sugiere que Rapl es parte de un sistema de retroalimentacién positiva que involucra la
familia Rho de GTPasas, que promoveria el establecimiento de la adhesion célula-
célula basada en cadherinas y nectinas, pero no su mantenimiento (Hogan y col., 2004;

Fukuyamay col., 2005; Dubé y col., 2008).
4.5.3. Regulacidn transcripcional de los componentes de la unién

La regulacién de las uniones celulares se da en multiples niveles, que van desde el
control de la expresién génica a modificaciones postraduccionales que regulan la
presencia superficial, por trafico o clivado. La mayoria de estos mecanismos de
regulacién han sido extensamente estudiados; sin embargo, desde hace algunos afios
nuestro grupo ha puesto especial interés en un aspecto escasamente abordado, la
regulacién hormonal de la expresion génica de las moléculas que componen las UAs.
Por tal motivo, el desarrollo de esta tesis se ha focalizado en el efecto de dicha
regulacién a nivel transcripcional, tanto de los componentes de las UAs, como de
algunas de las moléculas intervinientes en las cascadas intracelulares desencadenadas

por la formacién de dichas uniones. En este sentido, ha resultado de gran interés,
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avanzar en la comprensién de los mecanismos que intervienen en dicha regulacién,
por lo que durante el desarrollo de este trabajo se aportaran nuevos e importantes

hallazgos sobre este tépico.

Cadherina E estd codificada por el gen CDH1 (Yagi y Takeichi, 2000), el cual se
transcribe como un Unico ARN mensajero (ARNm) que luego es traducido a un
precursor que se procesa para dar lugar a la proteina madura (Figura 7). Uno de los
contextos en los que la regulacién transcripcional de cadherina E ha sido mas
estudiada, es la transicién epitelio-mesénquima. Este es un proceso reversible del
desarrollo, que permite a poblaciones de células epiteliales perder sus caracteristicas,
para adquirir las de células mesenquimaticas y migratorias, para establecer nuevos
tejidos epiteliales. Los rasgos tipicos de tal transicidn son la pérdida de la polaridad y
de las UAs, originando un reordenamiento del citoesqueleto y el aumento de la
motilidad celular. Esta transicién aumenta notablemente en situaciones patolégicas
como la progresion del cancer, cuando las células adquieren propiedades migratorias e

invasivas.

La regulacion negativa de cadherina E se ha descripto en multiples tipos de carcinomas
(canceres de origen epitelial) y durante la progresion tumoral (Yoshiura y col., 1995;
Matsumura y col., 2001; Li y col., 2001; Nojima y col., 2001; Reinhold y col., 2010). Su
represidon transcripcional es un signo de mal prondstico para multiples tipos de
carcinomas epiteliales (Siitonen y col., 1996; Paul y col., 1997; Dunsmuir y col., 2000),
ya que se asocia tanto con los procesos de invasién (Berx y col., 1995; Christofori y
Semb, 1999; Matsumura y col., 2001), como demetastasis (Paul y col., 1997; Nass y
col., 2000). Se han reportado multiples factores individuales que regulan la expresion
de cadherina E en uno u otro tipo de céncer (Yoshiura y col., 1995, Richards y col.,
1999; Hiraguriy col., 1998; Matsumura y col., 2001; Liy col., 2001; Nojima y col., 2001;
Tsutsumida y col., 2004; Reinhold y col., 2010). La pérdida de expresion y/o funcion de
cadherina E, ha sido asociada a distintos mecanismos regulatorios, entre ellos la
represion transcripcional. Los factores que intervienen en tal represion pertenecen a la
familia de “dedos de zinc” como Snail, E12/E47 y SIP1 y a la familia hélice-bucle-hélice,
como Twist y Slug. Estos ultimos se unen a las cajas “E” (“E-box”) (Cano y col., 2000;

Batlle y col., 2000) del promotor de cadherina E, reprimiendo su expresion (Berx y col.,
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1996; Graff y col., 2000; Cleton-Jansen, 2002; Strathdee, 2002; Vandewalle y col.,
2005; Peinado y col., 2007). La represion iniciada por Snail, se mantiene por la accién
de los represores Zeb (1 y 2) (Guaita y col., 2002; Beltran y col., 2008; Hugo y col.,
2011), que a su vez pueden ser reprimidos por micro ARNs durante la transicién
epitelio-mesénquima (Korpal y col., 2008). Ademds los cambios epigenéticos como la
metilacion CpG del promotor, resultan en el silenciamiento a largo plazo de la

expresion génica (Berx y col., 1998; Reinhold y col., 2010).

En el caso de P-catenina, la informacion existente también ha sido obtenida de
modelos de cancer. Asi, estudios in vitro han revelado que en células de cdncer
colorrectal, B-catenina actla como factor de cotranscripcién de su propio promotor
(Bandapalli y col., 2009). Por otro lado, en céncer de pulmdén se han encontrado
evidencias que vincularian al represor Kaiso y a p120 como represores o inductores de
la transcripcién de B—catenina, dependiendo de la linea celular y de las isoformas de
p120 involucradas. Si predomina la actividad represora de Kaiso, el silenciamiento del
gen de B-catenina aumenta la migracién y metastasis, debido a una disminucion de los
contactos adhesivos (Liu y col, 2009, 2014). Por otro lado, en modelos in vivo no
patoldgicos se ha determinado que el gen de [B-catenina posee sitios de unidon a
receptores de hormonas tiroideas que actlan como inductores de su transcripcion

(Plateroti y col., 2006).

Es sabido que diversas senales, tales como factores de crecimiento y hormonas
(Blaschuk y Farookhi, 1989; Choi y col., 1990; Farookhi y col., 1997; Al Moustafa y col.,
1999; lzaguirre, 2003; Larsson y col., 2004; Boccelino y col., 2005; lzaguirre y col.,
2008), serian responsables de regular la formacién y funcionamiento de las UAs
mediadas por cadherinas. Entre las sefiales hormonales, se ha probado que las
hormonas tiroideas son potentes reguladores del crecimiento y la diferenciacién
epitelial (Poluektov, 1964; Fujieda y col., 1993; Lopez-Barahona y col., 1995; Meng y
col., 2001; Wang vy col., 2002; Gentile y col., 2006). Estas son capaces de regular la
trascripcidon de genes blanco, a través de la unidn a su receptor especifico (RT) (Sap y
col., 1986; Weinberger y col., 1986).

En el afio 2003, nuestro grupo demostré mecanismos de regulacién positiva sobre los

niveles de cadherina E, B- y a-catenina en el epitelio estomacal, durante el desarrollo
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de Rhinella arenarum que fueron tratados con hormona tiroidea 3,5,3’-triiodotironina
(T3) exodgena (lzaguirre, 2003). Dichas observaciones se extendieron al tejido renal
durante la ontogénesis de esta especie (lzaguirre y col., 2008), mostrando su control

morfogenético dependiente de T3.

En funcién de la necesidad de informacién en relacion con la regulacién hormonal a
nivel transcripcional, no sélo de las moléculas que forman parte del complejo
adherente, sino también de sus moléculas reguladoras, el objetivo del presente
estudio fue comenzar a determinar el rol de los principales actores de la ruta de
sefalizacion de las UAs mediada por cadherina E, que son disparadas por la hormona
T3, evaluando su impacto sobre los niveles de los distintos transcriptos implicados en
el incremento regionalizado de la expresién de cadherina E, requerido tanto para la

polarizacion celular, como para formacién y mantenimiento de las uniones adherentes.

Para llevar adelante la presente tesis se ha seleccionado un modelo in vivo, lo que le
confiere un valor intrinseco, dado que la mayoria de los antecedentes sobre este
tépico se han logrado a partir de sistemas in vitro, cuya posibilidad de interpretacién y
extrapolacion a organismos se ve fuertemente restringida. El sistema seleccionado es
el estébmago larval de anfibios anuros, dado que el mismo sufre una extensa
remodelacién sistematica y coordinada durante la metamorfosis, bajo el control

desencadenante de practicamente un Unico factor, la hormona T3.
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5. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

5.1. Hipotesis

Como hipdtesis principal de este trabajo se postulé que durante la metamorfosis, las
hormonas tiroideas constituyen los principales inductores de la expresion génica de las
moléculas constitutivas de las uniones adherentes y de un conjunto de GTPasas
pequefas que  promueven la  formacién de complejos cadherina
E—cateninas—citoesqueleto y la consecuente activacidén de la via de senalizacién de las
GTPasas pequeiias, produciendo el reclutamiento de nuevas cadherinas en la

membrana y el establecimiento de la polaridad del epitelio del tubo digestivo.
5.2. Objetivo general

Demostrar la necesidad del reclutamiento de cadherina E en la membrana inducido
por las hormonas tiroideas, para el establecimiento de la polarizacion y diferenciacién

epitelial del tracto digestivo.
5.3. Objetivos particulares

1. Demostrar que cadherina E y B-, a-catenina y p120-catenina, son genes de
respuesta temprana al estimulo desencadenado por la hormona T3.

2. Determinar la incidencia de T3 sobre las UAs, la polarizacién y diferenciacién
epitelial del tracto digestivo.

3. Comenzar a establecer las vias de activacidon transcripcional de las GTPasas
pequeiias en la diferenciacién del sistema estudiado.

4. Establecer sila respuesta final de esta ruta de sefalizacidn, involucra sintesis de
novo y/o modulacién del reciclaje de vesiculas endociticas de cadherina E en el

sistema estudiado.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Animales

RHINELLA ARENARUM

Las larvas fueron obtenidas por fecundacion in vitro. Para tal fin fueron seleccionados
machos y hembras sexualmente maduros. La ovulacién de las hembras fue inducida
por inyeccién intraperitoneal de 2.500 Ul de Gonadotrofina Coriénica Humana
(Endocorion® de Elea, Buenos Aires, Argentina). Al comienzé de la liberacién de los
primeros ovocitos, aproximadamente a las 12 hs posteriores a la inyeccién, las
hembras fueron desmeduladas y los cordones ovigeros fueron extraidos del ovisaco y
depositados en cajas de Petri con solucién Holtfreter (Holtfreter, 1931). Los embriones
fueron obtenidos fecundando los ovocitos con homogenatos frescos de tejido
testicular, los cuales fueron incubados en la misma solucién a 20 + 2 °C (Rengel y col.,
1988). Los distintos estadios embrionarios fueron seleccionados y mantenidos en
solucién fisiologica Holtfreter, en acuarios apropiados a 20 + 2 29C, fotoperiodo
12L:120. La clasificacién de los estadios embrionarios y larvales fue realizada conforme
la clasificacion de Gosner (1960). Cuando los embriones alcanzaron el estadio larval 26
(st 26) fueron transferidos a acuarios con agua artificial de laboratorio (AAL: pH 6,86;
conductividad 149 ohms™; 66,6 ppm de CaCOs; 4,8 ppm Ca*’; 7,2 ppm Mg
concentracién de O, disuelto 5,5 mg/l) y alimentados con lechuga hervida. El AAL fue

renovada semanalmente.

La condicion de los embriones fue cuidadosamente analizada, eliminandose los
ovocitos no fecundados y los embriones que mostraron malformaciones o retrasos
marcados. Los ejemplares adultos en condiciones reproductivas 6ptimas fueron

capturados en la regién o adquiridos en un proveedor autorizado.
XENOPUS LAEVIS

Las larvas y juveniles fueron adquiridos de un proveedor autorizado (Liquanfish
Acuario, Buenos Aires, Argentina). La clasificacion de los estadios larvales se realizo

conforme Niewkoop y Faber (1967).
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Las larvas y juveniles fueron mantenidas en acuarios apropiados con AAL a 20 + 2 °C,
fotoperiodo 12 L:12 O, hasta que alcanzaron los estadios necesarios para realizar los

ensayos que se detallan a continuacion.

6.2. Induccion de la metamorfosis de Rhinella arenarum y Xenopus laevis por

agregado exégeno de hormona tiroidea T3

Las inducciones fueron realizadas en larvas premetamorficas (R. arenarum, st 33 y X.
laevis NF53), debido a que a partir de estos estadios se sintetizan los receptores TRa,
pero no la hormona T3 enddgena. Por lo tanto, el efecto de induccidon a la
metamorfosis es exclusivo de la hormona exdgena agregada. Los experimentos fueron
realizados a densidades de 10 larvas/litro para R. arenarum y de 5 larvas/litro para X.
laevis. Los periodos de induccion fueron realizados a 20 + 2°C, confotoperiodos 12 L:12
O y con renovacion diaria de la solucién de 3,3’,5-triiodotironina (T3). Dicha solucién
fue preparada a partir de 3,3’,5-triiodo-L-tironina sddica (T2752, derivado sintético,

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO 63178, USA). Los puntos muestrales fueron:

Control inicial (st33/NF53): Larvas premetamorficas sin tratamiento, muestreo

realizado al comienzo del ensayo.

Control final (st46/NF66): Larvas sin tratamiento, mantenidas en AAL hasta el final de

su metamorfosis espontdnea.

T3x24hs: Larvas tratadas con una solucidn de 3,3’,5-triiodotironina (T3) en AAL de 5nM

para R. arenarumy de 7,5 nM para X. laevis, durante 24 hs.

T3x5d: Larvas tratadas con una solucién acuosa de 3,3’,5-triiodotironina (T3) en AAL de

5nM para R. arenarum y de 7,5 nM para X. laevis, durante 5 dias.

Cada bioensayo fue realizado por quintuplicado, empleando 10 animales en cada
réplica. De cada punto experimental, fueron extraidos los ARNs totales de los tubos
digestivos disecados (8 de los 10 animales de cada réplica) y procesados
inmediatamente para realizar los estudios de expresion génica. Los animales restantes
fueron fijados (Carnoy y Karnosky) y procesados para realizar los estudios de

microscopia.

En la Figura 14 se esquematizan el disefio experimental y los puntos muestrales.

73




24h Tg '

Induccion exogena : ' 5d T3
2 E 3 meses
Metamorfosis ' : N y
15/35 26/46  33/53 36156 40/60  46/66 StR.aINF X/
> > > —> >
3| r® : premetamorfosis prometamorfosis : climax :
311 ! 2 &
1 3 B
' 3 =}
] 1
1 1

@

2| ?

3
Aumentan niveles

l l de T3 / \
G i

Figura 14. Esquema del disefio experimental aplicado. Se muestra la escala de estadios de desarrollo
de R. arenarum y X. laevis y los cambios morfolégicos dependientes de T3 mds notables. Para los
ensayos de induccidn se tomaron larvas premetamdrficas en estadio 33/53 (linea roja), es decir previo a
la sintesis enddgena de T3 (flecha roja) y se las sometié en grupos separados al tratamiento hormonal
durante 24h y 5 dias. Se tomaron muestras controles del inicio (st33/NF53) y final (st46/66) (celeste); y
de los tratamientos (T3x24h y T3x5d) (rosado).

6.3. Determinacion de los parametros anatémicos de crecimiento larval

Los parametros determinados sobre animales vivos e inmovilizados fueron: longitud
total de los animales (LT), que comprende la distancia que va desde la boca al extremo
de la cola; longitud de cabeza + tronco (LCTr), que es la distancia que se extiende
desde la boca al borde posterior de la cloaca; longitud de la cola (LCo), que abarca
desde el borde posterior de la cloaca al extremo de la cola; longitud de las
extremidades posteriores (LMP) y los valores relativos de LMP/LCTr y LCo/LCTr. Estas
dos ultimas relaciones fueron establecidas, debido a que los valores absolutos de
tamano varian en las distintas cohortes, mientras que los valores relativos
correspondientes a los distintos estadios de desarrollo metamdrfico mantienen un alto
grado de uniformidad (Etkin, 1968). Como indicadores de la remodelacién craneal se
midieron las distancias interoculares (Dist. 10) y entre las narinas y el bulbo olfatorio

(Dist. N/BO) (Figura 15).

Los parametros de crecimiento de los animales fueron registrados tanto al comienzo
(st33/NF53) como al final de la induccién de 5 dias (T3x5d). Para ello, cada uno de los

animales de cada punto experimental fue fotografiado y a partir de estos registros,
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Figura 15. Iméagenes sefialando los parametros anatémicos de crecimiento larval evaluados para
corroborar los efectos del tratamiento hormonal. Barras =1 mm.

fueron realizadas las mediciones utilizando el software Image) 1.47 (Schneider y col.,

2012).
6.4. Técnicas de microscopia
6.4.1. Andlisis histolégico de la region fundica del estdmago

El analisis morfoldgico de la regidon fundica de los estémagos de X. laevis tratados con
hormona tiroidea durante los distintos periodos (24 hs y 5 dias) y su comparacién con
los controles, fueron conducidos para evaluar el efecto de T3 y los posibles cambios en
la estructura de dichos tejidos. Los estudios estructurales por microscopia 6ptica
directa fueron realizados para correlacionar las observaciones morfoldgicas con los
eventos moleculares que acompafian estos fendmenos. Para el analisis de dicha

estructura en R. arenarum se utilizaron los antecedentes de lzaguirre (2003).

Los animales completos de cada punto experimental fueron fijados por inmersién en
solucién fijadora Karnovsky 3% en buffer fosfato 0,1M, pH 7,4 durante 2 horas a
temperatura ambiente. Una vez fijados los tubos digestivos completos fueron
disecados y posteriormente definidas las porciones del estdmago a estudiar, basados
en su posicién respecto al higado, al pancreas y al conducto biliar, el cual esta ubicado
en la zona de transicién entre el estdmago y el intestino. Finalmente, en la zona media
correspondiente al fundus (zona de seccionamiento indicada con linea punteada en la
iError! No se encuentra el origen de la referencia.22) fueron realizados los cortes
transversales al eje del tubo. Estos segmentos fueron posteriormente lavados en

buffer fosfato salino (PBS 1X), posfijados en solucién acuosa de tetréoxido de osmio
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(OsO4) 2%, durante 2 hs a temperatura ambiente y lavados cuatro veces con agua
destilada. A continuacion las muestras fueron deshidratadas en una serie aceténica
(Cicarelli®, Bs. As., Argentina) de concentraciones crecientes (50%, 75%, durante 5
minutos cada uno; 90%, 10 minutos y 3 pasos de acetona 100%, durante 15 minutos
cada uno). Los tejidos, fueron preincluidos en acetona/Araldita 6005 (Ladd Research
Industries®, Williston, EEUU) (1:1) por 3 horas a temperatura ambiente seguidos de
dos preinclusiones en resina pura, por 3 horas y durante toda la noche a 4 °C. La
inclusidn final fue realizada en resina recién preparada y los bloques fueron curados
durante 24 horas a 60 °C. Los segmentos estomacales fueron seccionados en sentido
transversal al eje del tubo, cada 0,5 um de espesor con un ultramicrétomo Reichert
Ultracut—-S y montados sobre portaobjetos limpios. Las secciones semifinas fueron
teflidas con azul de toluidina (Merk®, Darmstadt, Alemania) durante 1 minuto en
platina calefaccionada y las imagenes fueron observadas con un microscopio directo
Olympus BX-50 y registradas con una camara CCD Apogee, modelo AM4 (sensor de
768x512 pixelesz, con una resolucion de 14 bits) usando un acople provisto de una

lente 1X.

6.4.2. Estudios morfométricos ultraestructurales de las uniones intercelulares del

epitelio gastrico

El andlisis ultraestructural de la regiéon fundica del estédmago fue realizado con el
objetivo de comprender la dindmica de las UAs durante la metamorfosis inducida por
T3. A partir de las secciones semifinas de ésta regién (Ver seccion 6.4.1), fueron
seleccionadas las regiones en las que se observo el epitelio superficial cilindrico simple
y las restantes capas caracteristicas del estdbmago. A partir de esas regiones fueron
realizados los cortes ultrafinos (70 nm de espesor) transversales al eje de estomago,
mediante un ultramicrétomo Reichert Ultracut—S y montados sobre grillas de cobre.
Las secciones ultrafinas fueron tefidas con acetato de uranilo 2% durante 5 min a
temperatura ambiente y luego con citrato de plomo 0,75% durante 30 segundos. Las
imagenes fueron registradas con un microscopio electronico de transmision Philips
EM300. Para el muestreo, las regiones apicales del epitelio del fundus fueron
recorridas sistemadticamente, registrdndose todas las zonas de unién intercelular,

desde el lumen hasta los desmosomas. De cada regién fundica fueron obtenidas
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secciones en dos regiones distintas. De cada una de ellas fueron adquiridas 10
micrografias digitales a una magnificacion de 20.000X. De cada registro, fueron
definidas la presencia y ubicacién de los complejos de uniones intercelulares en la zona
apical; esto es, las uniones estrechas seguidas de las uniones adherentes y por ultimo
los desmosomas. Las mediciones de las longitudes y distancias intermembrana de cada
complejo, fueron realizadas mediante el software Imagel 1.47 (Schneider y col., 2012).
En el caso de las distancias intermembrana fueron realizados y promediados tres

registros a distintos niveles de la union.
6.5. Estudios Moleculares
6.5.1. Obtencidon de secuencias nucleotidicas de Rhinella arenarum

Dado que al momento de realizar esta tesis no existian datos de secuencias
nucleotidicas o proteicas de las moléculas de interés en R. arenarum, se analizaron las
secuencias conocidas de los genes de cadherina E y B-catenina en otras especies, con
el objetivo de disefar cebadores que permitan obtenerlas para los posteriores

estudios de expresién génica.

Para esto, a partir de la base de datos del NCBI [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/] fueron
obtenidas las secuencias codificantes completas de ambas moléculas en 8 especies de
vertebrados (Homo sapiens; Mus musculus; Rattus norvegicus; Gallus gallus; Xenopus
laevis; Xenopus tropicalis; Danio rerio y Bos taurus). Estas fueron sometidas a
alineamiento multiple utilizando el software T-coffee [http://www.ebi.ac.uk/Tools/t-
coffee/index.html]. Basados en las regiones de mayor conservacion de las secuencias
fue realizado el disefio manual de los cebadores, tomando como referencia las
secuencias de X. laevis y cubriendo toda la regidon codificante. Los principales
pardmetros establecidos consistieron en longitudes éptimas de 20 a 22 bases, Tm
6ptimas entre 60 y 62 °C. Para evitar la dimerizacién y la formacién de estructuras
secundarias, todos los cebadores disefiados fueron analizados mediante el software
OligoAnalyzer 3.1 [http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer]. Las
caracteristicas de cada uno de los pares de cebadores disefiados se resumen en la

Tabla 2.
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Los ARN totales fueron extraidos a partir de los tejidos larvales del estémago. Las
muestras fueron trozadas y homogeneizadas con tijera y mini pilon de teflén estériles,
con el agregado del reactivo TriZol® (Invitrogen, Auckland, Nueva Zelanda) y de
acuerdo a los procedimientos indicados por el proveedor. Los pellets obtenidos fueron
resuspendidos en 50 puL de agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC), libre de

nucleasas.

Tabla 2. Oligonucledtidos utilizados en reacciones de amplificaciéon de PCR

Especie Primer Secuencia5’ > 3’ Prc;s;)cto
Cadherina E—-Fol AGAGACTGGGTGATTCCACC
Cadherina E —Rv1l CTGGAGGATTATCGTTAGTGTCC 664
Cadherina E — Fo2 ATCGCACAACAACTGCTACAGC
Cadherina E —Rv2 AGCACAAGGGTTCCAGTCCC 685
Cadherina E — Fo3 TAATCCTGGCTGCTGACAGTG
Cadherina E —Rv3 CTTCTGGAGGTAGTAAAGGCTC >40
B—catenina —Fol GATCTAATGGAGCTGGACATGGC 584
. B-catenina — Rv1 CGAACTATAGCAGACACCATCTG
Rhinela arenarum B—catenina —Fo2 TGCTTAATGACGAGGACCAGG 624
B—catenina —Rv2 CTAAAGCTTGCATTCCACCAGC
-catenina — Fo3 GAGAAACTTCTGTGGACCAC 679
-catenina — Rv3 ACTGCTGTTGTGTTCCACC
-catenina — Fo4 GTTCAGTTGCTTGTTCGTGC 735
B—catenina —Rv4 CAAGTCAGTGTCAAACCAGGC
GAPDH - Fo CAAGGTCATCCATGACAACTTTG
GAPDH —Rv GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG 496
rpl8 — Fo CGTGGTGCTCCTCTTGCCAAG
rpl8 — Rv GACGACCAGTACGACGAGCAG >77
RTB —Fo GGACATTGGACAAGCTCCCA 197
RTB —Rv ACATGATCTCCATACAACAGCCTTT
FABP —Fo CTTGGAACTTTCACCAGGAA
FABP — Rv TTGACATTTCAGGAACCACA 306
Cadherina E - Fo CGGATACACCTCCAGAAGGA
Cadherina E —Rv GCACAGAGCCTTCAAAGACC 225
B-catenina — Fo AGATGCAGCAACTAAACAGGA 250
B-catenina — Rv GTACTGCATTTTGAGCCATCT
o-catenina — Fo CAGAGGATGACCAGCTTATTG
Xenopus laevis a-catenina — Rv GGCAGTACAAGGCAATTCT 390
p120-Fo CACTCGCTGATCACTTAACC 322
p120-Rv GCAGCACGTATCTCTCTTTC
ocludina —Fo GTGTGTGGCTTCAACTCTAC
ocludina —Rv GAAGACCAGGCCTCCTATAA 319
Z01-Fo GGGAAACCTCTATTGTCATCTC
Z01 —-Rv AGGCACATCCTCCTCATAA 263
RhoA - Fo GACATGGCAAACCGTATCT
RhoA — Rv CCCAGAGGAGTATGGGAATA 200
Racl - Fo GTCCCAACACTCCCATTATC
Racl —Rv GCCGACATCTTCTCTTTCTC 258
Rapl-Fo CTAGCCAGACAGTGGAATAAC 394
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Rapl—Rv

CAGGAAGCATTGACACAATATG

cdc42 —Fo CTATCCACAGACAGACGTGTT
cdc42 —Rv GCAGCATACACTTGCGTTT 359
ARHGEF18 - Fo CCATTGTTCGGTCCCTAAAT
ARHGEF18 — Rv GAAGCCATCTGCGTCATAG 293
TIAM - Fo GGCGAAGACCACTCTTATTT
TIAM — Rv GAGTTCAGCGTGGAGTTATT 266
C3G-Fo TGTCACCACTCACTACATACA
C3G —Rv GTCGTCGCCTTCACATAAC 305
FRG - Fo TCAGCCCAAACCGAAATC
FRG — Rv CCTGCTCACTACTCAAGAAAG 376
p190RhoAGAP - Fo CCGAAGGACCACTAAGAAAG 322
p190RhoAGAP —Rv  CGGTAGCTCAGAGAAGAAAC
ARHGAP12 - Fo CTTTGCCGTCTCGTTTCT
ARHGAP12 — Rv GAGTGAGTAGAAGTCCGTTTG 289
SPA1-Fo GCTCGTGACCATGTTACTAC
SPA1 —Rv GTCTCACAACCACCAGATAC 474
Rich — Fo CCCAACATACAGAAGCAGAG
Rich —Rv GTCTCCAGCAGCATCATTAC 440
PGGT1 -Fo GCAAACTGGAGGAGGTATTT
PGGT1 —Rv ATGCCAGGCTCTCCTATAA 310
Arp2—Fo GCAATACGGGAATAGGGAAG 253
Arp2 —Rv GGGTTGGACACATGATACAG

La concentracion y pureza de los ARNs fueron establecidas determinando Ia
absorbancia a 260 y 280 nm, utilizando una dilucién 1:300 de la solucién, en un
espectrofotémetro de doble haz (Biochrom Libra S11; Biochrom Ltd, Cambridge-Reino
Unido) y calculando la relacién Abs260/280. Sélo fueron empleadas muestras de ARN
total que presentaron una relacion de Abs260/280 de 1,8 a 2,0. La concentracién del
ARN fue determinada, empleando la absorbancia a 260 nm y aplicando la regla de
conversion convencional, donde cada unidad de absorbancia a dicha longitud de onda

corresponde a una concentracion de ARN de 40 pg/ul.

La verificacion de la calidad del ARN extraido (y el descarte de aquellas preparaciones
gue presentaron degradacion y contaminacién con ADN gendmico) fueron realizadas
usando electroforesis en geles nativos de agarosa 1,5%. Las muestras fueron
sembradas y la electroforesis fue realizadacon solucion de corrida TAE 1X a 60 volts,

durante 40 minutos y posteriormentea 100 volts por 40 minutos adicionales.

El ADN copia (ADNCc) fue sintetizado a partir de los ARNms presentes en las muestras
de ARNSs totales, mediante una transcriptasa reversa. Brevemente, en cada caso fueron
retrotranscriptos 5ug de ARNs totales utilizando cebadores oligo(dT) y el sistema

comercial de transcripcion reversa RevertAid First Strand cDNA Synthesis (Fermentas,
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Vilnius, Lituania), de acuerdo a las especificaciones del fabricante. EI ADNc fue
almacenado a -20°C hasta su uso. Con cada reaccion fue realizado un control positivo
de la transcriptasa reversa (RT+), para corroborar el correcto funcionamiento del
sistema. Para ello, la reaccién fue desarrollada con todos los reactivos utilizando como
molde el ARNm de la GAPDH humana (1,3 Kb), provisto por el sistema comercial, el
cual tambien proveee los cebadores especificos para la PCR. También fue realizado un
control negativo sin molde (CSM), con el objetivo de verificar que los reactivos no
estuviesen contaminados. Finalizada la reaccién, los productos fueron empleados

directamente para realizar la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Por ultimo, fueron realizadas las PCRs, para cada uno de los cebadores disefiados y los
del gen constitutivo (GAPDH) utilizado como control interno de cada reaccién. Dichas
reacciones fueron realizadas a volumenes finales de 25 uL. La mezcla consistio del
buffer de reaccién 10X (Tris-HCI 100mMpH 8,8; KCl 500mM y Nonidet P4008%), 0,8
mM de cada desoxirribonucledtido; 2 uM de cada cebador, 1,25 U de ADN polimerasa
Taqg (Fermentas, Vilnius, Lituania), MgCl, 2 mM y 5 uL de ADNc. Los voliumenes finales
fueron completados con agua tratada con DEPC. Una vez mezclados los componentes,
los tubos fueron termociclados variando las temperaturas en funcién de las
caracteristicas de los cebadores y de los productos esperados. Las condiciones
estandar de amplificacion pueden resumirse en: un paso de desnaturalizacién inicial a
95 °C, 5 min, seguido de un numero variable de ciclos de desnaturalizacion (95 °C, 30-
60 seg), hibridacién (Tm de cada cebador -2 °C, por 30 seg) y elongacién (72 °C, 60

seg). El proceso finalizé con la elongacidn final (72 °C, 10 min).

Para verificar la posible contaminacidn de los reactivos fueron realizados los controles
negativos, incubando todos los componentes excepto el ADNc, que fue reemplazado
por 1 uL de agua libre de ribonucleasa. La contaminacién con ADNs gendmicos fue

controlada realizando PCRs en las que se utilizaron ARNs totales como molde.

La deteccidén y cuantificacién de los productos de PCR fue realizada en geles de agarosa
al 2,5% en buffer TAE, colocando alicuotas de 5 uL de cada una de las reacciones de
PCR con 1 uL de buffer de carga en cada pocillo. Para la determinacidn del tamafo de
los fragmentos obtenidos, fueron usados marcadores de peso molecular comerciales

(Ladder de 50pb de PB-L Productos BiolLégicos, Buenos Aires, Argentina). La corrida
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electroforética fue realizada a 50 volt por 90 minutos. Las bandas fueron visualizadas
adicionando a la agarosa fundida, 0,8 uL de BrEt 0,3 pg/mL. Las observaciones fueron
realizadas en el transiluminador UV (310 nm, SPECTROLINE TE-312S, Westbury, EEUU)
y las imagenes capturadas con una camara fotografica (Cannon G12, Nakatsugawa,
Japdén) montada sobre el sistema de cdmara oscura del transiluminador, para su

posterior analisis.

Los fragmentos de ADNc (de los tamafios adecuados y sin contaminantes) fueron
purificarlos a partir de 25 uL de la reaccion de PCR, utilizando el sistema comercial
Wizard SV Gel y PCR Clean-up System (Promega, Madison, EEUU), procediendo segun
las indicaciones del fabricante. Los ADNc purificados fueron almacenados hasta su uso

a-20°C.

Los fragmentos obtenidos y purificados por RT-PCR a partir del ARNt de Rhinella
arenarum (correspondientes a [-catenina y GAPDH) fueron secuenciados en ambas
direcciones utilizando el Analizador Genético 3130xl (Applied Biosystems,
LifeTechnologies Corporation, CA, EE.UU.), utilizando los mismos cebadores que en la

reaccion de PCR.
6.5.2. Determinacién de la expresién génica por RT-sqPCR a tiempo final

Los niveles de expresion de los genes a estudiar fueron determinados mediante la
técnica de RT-sgPCR. Como gen de referencia fue utilizado el de la proteina ribosomal
8 (rlp8) (X. laevis). El ADNc fue obtenido por transcripcién reversa de una muestra de
ARN total y luego fue amplificado por PCR, utilizando los cebadores especificos de cada
gen a estudiar. Para cada par de cebadores (Tabla 2), fueron optimizados la
temperatura de hibridacién, la concentracion de los cebadores y el nimero de ciclos.
Las condiciones de amplificacion fueron seleccionadas de tal manera que ninguna de
las muestras analizadas alcanzase la fase de meseta al finalizar el programa de la PCR.
Los productos de amplificacion obtenidos para cada uno de los pares de
oligonucleétidos (incluyendo rpl8 como gen constitutivo) fueron recogidos cada tres
ciclos, a partir del ciclo 25 hasta el ciclo 34. Para el andlisis de cada reaccion fueron
utilizadas las sefiales de amplificacién obtenidas a partir de la fase exponencial. Los
productos de las PCRs fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa con

bromuro de etidio y fotografiados con una cdmara Cannon G12 (Nakatsugawa, Japdn)
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montada sobre un sistema de cdmara oscura sobre el transiluminador UV (310 nm,

SPECTROLINE TE-312S, Westbury, EEUU), para su posterior analisis.

La extraccién del ARN total de cada muestra fue realizada apartir de 9 tubos digestivos,
cada uno de los cuales fue disecado bajo lupa en condiciones de esterilidad vy
mantenidos en nitrégeno liquido hasta completar las muestrasrequeridas. La
metodologia empleada para la extraccién fue la misma que ladetallada en la seccion
anterior.Los ARNs obtenidos fueron purificados mediante el equipo GeneJET RNA
purification (Thermo Scientific, Vilnius, Lituania), siguiendo las instrucciones del
proveedor. Finalmente, los pellets obtenidos fueron resuspendidos en 50 uL de agua

tratada con dietilpirocarbonato (DEPC), libre de nucleasas.

La determinacion de la calidad y concentracién del ARN, RT-PCR vy las electroforesis, la
visualizacién vy registro de los productos obtenidos en la PCR, fueron realizados como

se detalld en la seccion 6.5.1.

La cuantificacién de las bandas de los geles fue realizada a partir de las imagenes
digitalizadas mediante el software Imagel 1.47. Cada banda a cuantificar fue
enmarcada con un rectdngulo de tamano fijo. Posteriormente, en la opcidon del menu
“Analyze”, fue seleccionado el submenu “Measure” y mediante esta herramienta fue
obtenida la intensidad promedio de la banda, proceso que fue repetido con ambas
bandas de cada calle. Los valores obtenidos de los genes en estudio fueron

referenciados con los del control interno.
6.6. Estudios bioinformaticos
6.6.1. Andlisis de las secuencias de Rhinella arenarum

Los archivos con las secuencias obtenidas en el proceso de secuenciacion fueron
cargados en el programa Applied Biosystems Secuencia escaner v1.0™ (Applied
Biosystems, Life Technologies Corporation, EE.UU.), donde fueron ensamblados y
editados. El marco abierto de lectura fue ubicado con el programa Chromas Pro 1.41

(Copyright © 2003-2004, Technelysium Pty. Ltd.).

Las secuencias de nucleétidos y las de aminoacidosfueron analizadas mediante los

programas BLASTN 2.2.25 (Zhang y col., 2000) y BLASTp 2.2.25 (Altschul y col., 2005),
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respectivamente. La presencia de motivos y dominios proteicos fue analizada

utilizando el software InterProScan: http://www.ebi.ac.k/Tools/InterProScan/.

6.6.2. Andlisis in silico de los genes evaluados

Para profundizar el conocimiento del/los mecanismo/s molecular/es que
intervendria/n en la regulacién de la expresién génica mediada por T3, fue realizado
un andlisis in silico sobre las secuencias de los genes objeto de estudio. Si bien los
datos de expresion génica permiten sugerir que los genes se encuentran regulados por
T3, no es posible discriminar si tal regulaciéon ocurre en cis o en trans (ya sea que T3
forme parte de un complejo de transcripcién o que regule la expresion de otro factor

de transcripcion).

Dado que el abordaje experimental para dilucidar estos aspectos de la regulacién
génica resultan muy lentos y costosos, se han desarrollado diversas técnicas
bioinformaticas para predecir la ocurrencia de sitios de unién de factores de
transcripcién (TFBS, Transcription Factor Binding Sites) en regiones regulatorias. Una
de las estrategias mas difundidas, consiste en generar modelos matematicos que
representen los patrones de variacién de las secuencias TFBSs conocidos
experimentalmente y empleados para predecir la ocurrencia de dichos sitios en
secuencias regulatorias de los genes de interés. Asi, en este trabajo fueron aplicadas
representaciones de los TFBSs conocidas como Matrices de Peso por Posicion (PWM,
Position Weight Matrices), las cuales se construyen a partir del alineamiento de las
secuencias de sitios determinados experimentalmente (Stormo y col., 1982). Estas
matrices poseen una dimension de 4xL, donde L es la longitud del patrén de
nucledétidos reconocido por el factor de transcripcidn y cada posicién tiene asignado un
puntaje para cada uno de lo posibles nucleétidos (4) que pueden ubicarse en dicha
posicion. Dada una secuencia de ADN, estas matrices se alinean sobre cada posible
subsecuencia de longitud “L” a las cuales se les asigna un puntaje total, de acuerdo a
los individuales que les corresponden para cada posicién de la matriz. El puntaje
asignado por la PWM para una subsecuencia en particular, es dependiente de la
longitud del motivo y del patréon de secuencia particular con valores maximos y
minimos dependientes de cada matriz. Los estudios tedricos basados en Ia

termodinamica estadistica y posteriormente corroborados por evidencias empiricas,
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muestran que una PWM correctamente construida, asigna puntajes que correlacionan
adecuadamente con la afinidad quimica entre el factor de transcripcién y el sitio de

unién (Berg y von Hippel, 1987; Stormo y Fields, 1998).

En la herramienta INSECT (Rohr y col., 2013), dada una PWM, el puntaje que se le
asigna a una subsecuencia se normaliza de acuerdo a los valores minimos y maximos
acotados entre el intervalo [0-1]. En éste, el valor 1 corresponde a una subsecuencia
de mdaxima afinidad por un factor de transcripcién en particular, decreciendo a medida

gue el puntaje relativo tiende a 0.

En esta tesis fue utilizadala versién INSECT 2.0 (Parra y col., 2016), tanto para construir
la matriz PWM (tomando como entrada los sitios experimentalmente determinados
por Das y col. (2009), como para buscar los potenciales sitios de unién a T3 en los
genes de interés. La matriz generada fue aplicada para buscar TFBSs, tanto en sentido
directo como reverso complementario, fijando como valor de corte, que la afinidad
relativa tedrica de la PWM fuese mayor o igual a 0,8 (80% del valor maximo posible).
Debido a que experimentalmente se ha observado que los sitios de unién de T3 en
Xenopus laevis son sitios compuestos por dos submotivos separados por 4 pb para
cada uno de éstos fueron generadas PWMs independientes. Para que ambos motivos
fuesen validos, fue fijada la restricciéon de que se encuentren a distancias menores o
iguales a 4 pbs y en el mismo sentido relativo (es decir, ambos en sentido directo, o
ambos en sentido reverso complementario). Para trabajar Unicamente con aquellos
sitios que se encuentran separados por exactamente 4 pbs, los sitios obtenidos fueron

posteriormente filtrados mediante secuencias de comandos (scripts) en Perl.

Las secuencias gendmicas de los genes de interés fueron descargadas de la base de
datos de Xenbase y analizadas sélo aquellas correspondientes a la regién génica

propiamente dicha y las primeras 5 kpb corriente arriba.
6.7. Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico fue utilizado el programa SPSS 19.0 (International Business
Machines Corp. (IBM) Armonk, NY. EE.UU.) y Excel para Windows 7 (Microsoft®,
Redmond, Whasington, EE.UU.). Las variables fueron analizadas para normalidad con

el test de Shapiro-Wilks y la homogeneidad de las diferencias entre los grupos fue
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comprobadamediante el test de Levene. La media + SE de los valores para la
evaluacién de los parametros anatdmicos fue calculada a partir de datos de los
animales utilizados para este propésito. Las diferencias entre los valores de los
pardmetros anatdmicos de los animales control y aquellos tratados con la hormona
durante 5 dias, en caso de cumplir con los supuestos de normalidad y homogeneidad
de varianza, fueron analizadas mediante la prueba t-Student; encaso contrario, fue
aplicado el test no paramétrico de Mann-Whitney. Las diferencias de p< 0,05 fueron

consideradas estadisticamente significativas.

Para el analisis estadistico de la expresidn génica, se calcularon los cambios relativos

de acuerdo a Gassmanny col., (2009) y Fay y Gerow, (2013).

En la presente tesis, los valores experimentales de los tratamientos fueron
relacionados con los del control del experimento. Para analizar si los cambios relativos
mostraban diferencias estadisticamente significativas, fue considerado que para
cantidades relativas normalizadas, el error compuesto, debe reflejar la variacién en las
repeticiones de medicion de la molécula de interés y los genes de referencia, tanto en
el grupo tratado como en el control, asi como la incertidumbre sobre la eficacia
estimada de la PCR, junto con la propagacion correcta de todos los valores de error
(Hellemans y col., 2007). La significatividad estadistica de los datos fue calculada en
base a los intervalos de confianza de los cambios relativos de expresion, respecto del
grupo control. Para ello, en primer lugar fueron calculados los promedios, desviaciones
y errores estandar para cada grupo control (control inicial-NF53 y control final-NF66) y
para cada grupo de tratamientos (T3x24 hs y T3x5d). Estos datos fueron luego
normalizados mediante un estimador, que resulta de dividir el promedio de cada
tratamiento, por el promedio del grupo control inicial-NF53 (ecuacién 1). Para el
calculo de los intervalos de confianza del estimador, fue calculado previamente su
error estandar mediante una férmula desarrollada en Excel (Fay y Gerow, 2013)
(ecuacion 2). Por ultimo, en base a los errores estandar obtenidos fueron calculados
los intervalos de confianza de los estimadores (95%). Los histogramas con los valores
de los estimadores de cada tratamiento y para el control final (NF66) fueron graficados
mediante el software SigmaPlot 3.0 (Systat Software Inc. (SSI), San Jose, California,

EE.UU.), las barras de error fueron definidas con los valores calculados para el
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intervalo de confianza. En los casos en que el intervalo excluyé al valor 1, fueron
consideradas como diferencias significativas.

nivel de ARNm en grupo tratado num .,
g = (Ecuacion 1)

Estimador = — — =
nivel de ARNm en grupo control inicial den

num) 2\/(5E(num))2 n (SE(num)) _ 2cov (num,den) (Ecuacion 2)

num numxden

SE (estimador) = (

den num

donde, cov(num,den) = corr (num, den) X SE (num) X SE (den)
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7. RESULTADOS

Los resultados de esta tesis se han dividido en dos secciones, la primera
correspondiente a los obtenidos utilizando como modelo animal a Rhinella arenarum
(Hensel) y la segunda, con los obtenidos utilizando la rana africana con garras (African

clawed frog) Xenopus laevis (Daudin, 1802).
7.1. Rhinella arenarum

Para evaluar el rol de las moléculas de adhesion celular a nivel molecular durante el
proceso de remodelacidn del tejido epitelial gastrico, se planteo analizar los posibles
cambios en los niveles de expresion de cadherina E y B-catenina durante este proceso.
Dicho objetivo presentdé la dificultad de trabajar con un modelo experimental cuyo
genoma es practicamente desconocido. Al presente, sélo fueron registradas en bases
de datos internacionales, 29 secuencias de esta especie, entre las cuales no se
encuentran las moléculas objeto de estudio de esta tesis. Por lo tanto, para estudiar el
efecto de T3 sobre sus niveles transcripcionales, primero se debian aislar y caracterizar
(al menos parcialmente) sus genes.

7.1.1. Obtencion y analisis de la secuencia de nucleétidosde los genes bajo estudio

Para obtener las secuencias de nucleétidos de los genes de R. arenarum, en primer
lugar se realizd el analisis bioinformatico de las regiones codificantes de los ARNms de
ambas moléculas en diferentes especies de vertebrados y con distintos grados de
relacion filogenética (Homo sapiens, NM_001098209.1; Mus musculus, NM_007614.2;
Rattus norvegicus, NM_053357.2; Gallus gallus, NM_205081.1; Xenopus laevis,
NM_001090576.1; Xenopus tropicalis, C_scaffold 24000163; Danio rerio,
NM_131059.2 y Bos taurus, NM_001076141.1). Con los datos obtenidos en estos
estudios, se escogieron las regiones codificantes mdas conservadas entre las especies,
las que fueron utilizadas para el disefio manual de un conjunto de cebadores sobre las
secuencias de X. laevis cubriendo las regiones codificantes completas. Se disefiaron
tres pares de cebadores para cadherina E y cuatro pares de cebadores para 3-catenina.
Para la puesta a punto de la técnica, se trabajé con fracciones de troncos completos de
larvas de R. arenarum vy se realizd la coamplificacion del gen bajo estudio con un gen

de control interno, en este caso, la gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH).
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Luego de ensayar distintas condiciones de reaccidén y combinaciones de cebadores, se
obtuvo un amplicén de 584 pb para [3-catenina, a partir del par de cebadores indicados
como Fol-Rvil. En el caso de cadherina E, no se logré la amplificacidon con ninguno de
los pares de cebadores empleados, en ninguna de las condiciones ensayadas. Los
fragmentos de [3-catenina y del control interno de GAPDH (490pb) se purificaron y
secuenciaron (Figura 16B). El fragmento obtenido para la GAPDH de R. arenarum, se
analizé tanto con BLASTn como conBLASTp. Esta secuencia de ADNc mostré un alto
grado de conservacién entre especies, como asi también la secuencia de aminoacidos
predicha a partir de ella (Tabla 3). El fragmento secuanciado codifica para la regién que
abarca los aminoacidos 161 a 323, la cual corresponde al dominio C-teminal cldsico de

las GAPDH (denominado Gp_dh_C - pfam02800).

Tabla 3. Andlisis bioinformatico de la secuencia obtenida de GAPDH de R. arenarum

Especie % identidad en nucleotidos % de identidad en AA
H. sapiens 99 100
B. taurus 91 96
R. novergicus 90 94
M. musculus 90 95
X. laevis 78 86
X. tropicalis 79 86

Para la B-catenina de R. arenarum, se obtuvo la secuencia de un fragmento de 539 pb,
el andlisis de esta secuencia exhibe un alto grado de similitud con la regién codificante
de B-catenina de X. laevis que comprende el segmento que va desde la posicion 289pb
a 825 pb. Los resultados de los alineamientos, local (BLASTn) y multiple (T-Cofee), de la
secuencia obtenida demostré que ésta codifica para un homoélogo de [B-catenina de
vertebrados, exhibiendo 86% y 85% de identidad con las de X. tropicalis (BC135469.1)
(no mostrado) y X. laevis (NM_001090576.1) respectivamente (Figura 16B y C). Los
valores de identidad obtenidos entre la secuencia de R. arenarum y el resto de las
secuencias de vertebrados analizadas, confirma la elevada conservacién del fragmento
de B-catenina obtenido (70% con Gallus gallus; 78% con Danio rerio y superior al 81%

con Bos taurus, Rattus novergicus y Mus musculus).
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Figura 16. (A) Productos de PCR obtenidos utilizando los cebadores disefiados. Se observa la
amplificacién de un fragmento de 584 pb de P-catenina de R.arenarum, a partir del par de cebadores. Gel
de agarosa al 1,5% tefiido con bromuro de etidio. Escala de PM: 100 pb (Fermentas). R. arenarum st. 26.
(B) Secuencias nucleotidicas parciales de los ARNm de P-catenina y GAPDH de R. arenarum. (C)
Comparacion con Blastn de las secuencia de B-catenina de R. arenarum y X. laevis. El fragmento exhibe

un alto grado de identidad (85%) entre las bases 289 y 825 de la region codificante de B-catenina.

Los andlisis de la secuencia predicha de 171 aminodcidos que codificaria este
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fragmento (Figura 17A) y su comparacion con las correspondientes de X. laevis, X.
tropicalis, B. taurus, H. sapiens, M. musculus y R. norvergicus muestran un 97% de
identidad (Figura 17B). La secuencia incluye casi completamente la regiéon N-terminal y
la primera repeticion armadillo de B-catenina (aminodcidos 9-185). Ambas regiones
son esenciales para mediar las interacciones proteina-proteina, incluyendo el sitio de
union a a-catenina a través del residuo Tyr-142 conservado, los sitios de
ubiquitinacion/acetilacion en las Lys-19 y Lys-49 y un motivo consenso de fosforilacién
para la glucégeno sintasa quinasa 3 (GSK3b). Adicionalmente, se realizé una busqueda
en la base de datos de dominios y superfamilias de proteinas, utilizando el software

InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/Tools/) (Figura 17C). Dicho analisis revelé que el

fragmento obtenido presenta una repeticion armadillo (segun las bases de datos Pfam
y Prosite) caracteristicas tipicas de -catenina. Adicionamente, cuando la secuencia del
fragmento predicho se enfrenta a las bases de datos de superfamilias de proteinas,

este es agrupado entre los miembros de la familia 3-catenina.
7.1.2. Estudios de induccion

Para estudiar el afecto de la hormona T3 sobre el perfil de expresidén de B-catenina, se
utilizé un modelo de induccion a la metamorfosis. Renacuajos premetamarficos de R.
arenarum (st 33) fueron tratados durante 24 horas (T3x24h) y 5 dias (T3x5d) a 20 £ 2
°C con 5 nM de T3. Esta concentracion se seleccioné como resultado de un preensayo
en el que se evaluaron soluciones 1,25; 5 y 10 nM y se determind que la minima
concentracion de hormona T3 necesaria para inducir la metamorfosis, minimizando los

efectos hipermetabdlicos es 5 nM.

7.1.2.1. Evaluacion del modelo de induccion hormonal a la metamorfosis de R.

arenarum

Para la evaluacidn anatdmica de los modelos de induccidn, los tres pardmetros
utilizados en ésta tesis fueron: la reabsorcién completa de drganos larvales, el
desarrollo de novo de érganos propios del animal adulto y la remodelacién parcial de
los érganos existentes en los estadios larvales que sufren modificaciones para tornarse

funcionales en el animal adulto.
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Figura 17. (A) Esquema de la secuencia de aminoacidos deducida a partir del fragmento de ADNc
obtenido. La region amplificada corresponde a la secuencia desde el aminodcido 9 a 185, se muestran los
residuos y sitios caracteristicos. (B) Alineamiento multiple entre secuencias proteicas de B-catenina de
distintas especies, mostrando la conservacidn de los sitios caracteristicos. (C) Dominios funcionales de la

secuencia.

Para la valoracién, de los dos primeros tipos de cambios descriptos en el parrafo

anterior, se evaluaron principalmente los cambios macroscépicos de las larvas.

Cualitativamente mediante el andlisis de la morfologia mandibular y del grado de
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desarrollo de las extremidades posteriores y cuantitativamente mediante la estimacién

morfométrica de los cambios.

Como puede observarse en la Figura 18A, los animales premetamorficos (st 33),
exhiben una cabeza y tronco de forma ovoidal, ensanchado en la parte posterior de la
region abdominal. El hocico es redondeado y con una leve depresién entre la zona
dorsal y la mandibula, las narinas estan desplazadasen el eje antero-posterior desde el

margen mandibular anterior hacia atras.

El tratamiento hormonal provocd una importante remodelacion corporal ademas del

desarrollo de las extremidades (Figura 18D y E). Se observé una disminucién

st33

Figura 18. La hormona T3 induce metamorfosis prematura en larvas de R. arenarum.Los renacuajos
de tipo salvaje fueron tratados en el estadio st. 33 con T3 5nM durante 5 dias y se muestran los
cambiosde la anatomia corporal (A-C) y las extremidades posteriores (D-F). Se observa claramente la
remodelacidn craneal y la protrusion de la mandibula (cabeza de flecha). Las narinas (N) se ubican mas
anteriormente respecto del hocico y similar a su ubicacién en el st 46 (C y F). Del mismo modo, el
crecimiento y morfogénesis de las extremidades posteriores también fueron inducidos por el
tratamiento con T3 (D y E). En D se muestran los primordios de los digitos (3, 4 y 5) y la escotadura
(flecha) que origina la divisién de la extremidad. En (E) se marca la nueva articulacion (flecha) y las tres
regiones definidas: autopodio (A), zeugopodio (Z) y estilopodio (E). En D y F se observan insertos de
esquemas de los miembros en los estadios correspondientes segun la tabla de Gosner (1960).Barra = 1
mm.
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significativa (p < 0,01) de la longitud total (LT), de la regién de cabeza y tronco (LCTr) y
de la longitud de la cola (LCo) de los renacuajos (Tabla 4), siendo la relaciéon LCo/LCTr
menor a la calculada para los animales del st33 (p < 0,05). Si bien el tratamiento no
provocd una reabsorcion total de la cola, como sucede durante la metamorfosis

espontanea, se produjo un acortamiento significativo.

Tabla 4. Medidas morfométricas de R. arenarum

Medidas (mm)

LT LCTr LCo LCo/LCTr LMP LMP/ LCTr
St33 18+1 7,8£0,5 10,6 0,8 1,4+0,1 0,7£0,1 0,10 +0,03
T3x5d  15+1** 6,2 £0,4%* 9+ 1¥* 1,5+0,2*  1,6£0,3**  0,26+0,04**

(*) y (**) Indican diferencias significativas respecto al grupo control (NF 52-54), con p < 0,05y p < 0,01
respectivamente.
La comparacion de las Figura 18A y B, permite observar claramente la remodelacion

craneal y corporal inducida por T3.

La cabeza adquiere una forma triangular, donde las narinas y los ojos toman una
disposicion espacial muy similar a la encontrada al final de la metamorfosis (Figura
18A, By C), respecto del st 33, las narinas se desplazan hacia adelante en el eje antero-
posterior; el cuerpo no solo se acorta, sino que se vuelve mas estrecho presentando
acotaduras laterales que comienzan a delimitar la cabeza del resto del

cuerpo(marcadas con cabezas de flechas en la Figura 18B).

En larvas premetamorficas (st 33), las extremidades posteriores son estructuras
cilindricas de aproximadamente 1 mm de longitud (Figura 18D) que emergen paralelas
al eje de la cola. Estas se originan a partir de la elongacién de primordios esferoidales
que aparecen alrededor del estadio st28. En la parte mas distal de dichas estructuras,
se puede observar una regién mads aplanada en la que se diferencian tres zonas de
gemacién, correspondientes a los precursores de los digitos 3, 4 y 5. Por otro lado, se
distingue una escotadura (indicada con una flecha en la Figura 18D) que lleva a la
diferenciacion entre el autopodio y el resto del miembro. Luego de los 5 dias de
tratamiento hormonal, se observé un aumento muy significativo (p < 0,01) en la

longitud total de las extremidades posteriores, siendo mds del doble que la longitud en
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el st33. Este tratamiento fue asimismo efectivo en promover el alargamiento y la
diferenciacién de los 5 digitos (Figura 18E y F). Adicionalmente, se verificé la correcta
formacion de la nueva articulacion que permite identificar las tres regiones de las
extremidades caracteristicas de vertebrados: autopodio, zeugopodio y estilopodio.
Concomitantemente, los miembros cambiaron su disposicién paralela al eje de la cola,
tomando un dangulo caracteristico de aproximadamente 45°. Los valores relativos de
LMP/LCTr de las larvas tratadas con T3 aumentan significativamente, lo que constituye
una caracteristica del proceso de metamorfosis, en la que se produce el desarrollo de

los miembros, mientras que el tronco se acorta.

Con el objetivo de analizar el efecto de induccion de la hormona sobre la remodelacion
de los dérganos internos, se seleccioné el tubo digestivo y se evaluaron sus cambios

anatomicos. Como se puede observar en la Figura 19A, el tubo digestivo larval (st33)

Figura 19. La hormona T3 induce remodelacién en el tubo digestivo de R. arenarum. En el tubo
digestivo se distinguen el eséfago, el estémago (marcado con linea amarilla de puntos), el intestino
delgado (ID), el intestino grueso (IG), el recto (R), higado y pancreas. La zona anterior del intestino
delgado forma un espiral externo su de direccidn invertida a partir del punto de zigzag (punta de
flecha), respecto al segundo espiral de la zona media. (A) Tubo digestivo extirpado de un renacuajo
premetamorfico (st 33). (B) Tubo digestivo de animal tratado con T3 por 5 dias, donde se evidencia una
reduccidén importante de sus dimensiones. (C) Al final de la metamorfosis (st 46), el tubo digestivo se
redujo notablemente y el estémago adquirié su tamaiio y morfologia caracteristica.
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posee una estructura tubular uniforme, en cuya zona anterior es muy dificil distinguir
el eséfago y el estdbmago, dado a la uniformidad que presenta el tubo. A la zona
anterior del tubo, le sigue el intestino pequefio (equivalente al delgado) de forma
espiralada, cuya regidon anterior externa tiene una direccion descendente,
invirtiéndose en un punto de zigzag (indicado con la cabeza de flecha en la Figura 19A),
para formar un espiral interno ascendente y rematando en el intestino grueso y el
recto. Esta estructura espiralada desaparece totalmente al finalizar la metamorfosis
espontdnea (Figura 19C), concomitantemente con la drastica reduccién de la longitud
del intestino. En los animales tratados durante 5 dias con hormona T3 (Figura 19B), las
dimensiones del tubo se reducen notablemente, tanto en diametro como en largo, si
bien no llega a los niveles de disminucidn observados en animales cuya metamorfosis
se produce espontdneamente. A su vez, se distingue en la zona mds anterior una

region levemente ensanchada correspondiente al estdmago larval.

7.1.2.2. Evaluacion de la expresion génica de [-catenina en tubo digestivo de

R.arenarum

Luego de analizar el efecto del tratamiento hormonal sobre la morfologia externa de
los animales y la anatomia del tubo digestivo, se procedié a evaluar el modelo de
induccién a nivel molecular, en particular su efecto sobre los niveles de ARNm de [3-
catenina. Para ello, renacuajos de R. arenarum st 33 fueron tratados con una solucién
de 5 nM de T3 durante 24 hs y 5 dias. Luego se realizé la extraccion de ARN total de los
tubos digestivos, el cual fue sometido a RT-sqPCR para la cuantificacién de los
transcriptos en estudio. En primer lugar se determind el nivel de expresion de [3-
catenina respecto al gen de control interno rlp8 en el estadio inicial del estudio (st 33),
registrandose niveles de 0,44 + 0,38 y presentando una gran variabilidad entre
muestras, la cual disminuye con la progresion del tratamiento con T3. Luego de 24 hs
de tratamiento, la expresiéon génica aumenta 0,8 veces respecto al grupo control (St
33), indicando una respuesta positiva a la hormona (Figura 20). Dicho aumento se

mantiene invariable a los 5 dias de tratamiento

“ 95



3,5

3,0 H

2,5

2,0 -

1,5 -

1,0

0,5 -

Niveles de ARNm relativo al grupo control (st33)

0,0 -

T3x24h T3x5d

Figura 20. Niveles de expresién génica de B-catenina de Rhinella arenarum inducida por T3 exégena
relativos al grupo control. Los niveles de ARNm de tubos digestivos completos de larvas de R. arenarum
tratadas con T3 por 24 hs (T3x24h) y 5 dias (T3x5d).Las determinanaciones se realizaron por sqRT-PCR y
para las normalizaciones se usaron los niveles del grupo control (st 33). El andlisis estadistico se realizé
calculando el intervalo de confianza del 95% del dato normalizado (barra de error), basado en Fay y
Gerow (2013). Los asteriscos indican diferencias significativas con el grupo control (p < 0,05). RIp8 fue

empleado como gen de control interno de cada reaccién.

7.2. Xenopus laevis

En funcién de las dificultades para trabajar con R. arenarum en el analisis de las
distintas moléculas de adhesién descriptas previamente, se decidid continuar los
estudios sobre los posibles efectos de la hormona T3 en la cascada regulatoria durante
la remodelacién epitelial y, en particular, conocer el perfil de expresién de todas las
moléculas del complejo adhesivo cadherina E/B-catenina, utilizando el modelo de

metamorfosis inducida en X. laevis.

Para ello, renacuajos premetamodrficos (NF53) fueron tratados durante 24 horas
(T3x24h) y 5 dias (T3x5d) a 20 + 2 °C con 7,5 nM de T3, una concentracién muy cercana
al pico plasmatico que se produce durante el climax metamorfico (Shi y Brown, 1993;

op. cit. Leloup y Buscaglia, 1977).
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7.2.1. Evaluacion del modelo de induccion hormonal a la metamorfosis de X. laevis

7.2.1.1. Evaluacion de los cambios de los parametros anatomicos e histologicos

provocados por T3

Para la valoraciéon de los cambios producidos en este modelo de induccién, se
evaluaron en primer lugar los cambios macroscépicos de las larvas. La evaluacién
cualitativa se realizé6 mediante el andlisis de la estructura mandibular y del grado de
desarrollo de las extremidades posteriores, mientras que cuantitativamente se realizé
la estimacion morfométrica de: LT, LCTr, LCo, LMP y los valores relativos de LMP/LCTr.
Ademds, como indicadores de la remodelacién craneal se midieron las distancias
interoculares (Dist. 10) y entre las narinas y el bulbo olfatorio (Dist. N/BO). Como
puede observarse en la Figura 21A, en animales premetamoérficos (NF53) la cabeza es
abultada, con la mandibula en forma de arco caracteristica (recta en su zona media,
curvandose levemente en los extremos). Esta forma se debe a que, en este estadio
larval, la mandibula inferior esta formada por el cartilago infrarrostral, una estructura
pequena ubicada medialmente y el cartilago de Meckel, mas largo y ligeramente
arqueado. El tratamiento con T3 provocd cambios anatdmicos bien definidos,
incluyendo remodelacion craneal y reabsorcion de las branquias (que provocan la
reduccion del tamafio cefdlico) (ver zona marcada con corchetes en las Figura 21Ay B)
e induccion del desarrollo de las extremidades (Figura 21D y E). Como se muestra en la
Tabla 5, se observé una disminucidn significativa de la longitud total (LT) y de la regién
de cabeza y tronco (LCTr) de los renacuajos. En contraste, la longitud de la cola (LCo)
no exhibid modificaciones significativas, indicando que el tratamiento no provocé la
reabsorcion de la misma, como sucede naturalmente hacia el final de la metamorfosis
espontanea. En funcion de estos resultados, se deduce que el acortamiento total de
los animales se produjo a expensas de una disminucién de la longitud troncal. En las
Figura 21 A y B, se puede verificar claramente el estrechamiento de la cabeza, que se
torna mas compactada y de forma triangular. En las mediciones morfométricas (Tabla
5 se observa la disminucién de la distancia interocular (Dist. 10) y una reduccién
promedio de aproximadamente 40% de la distancia entre las narinas y el bulbo
olfatorio (Dist. N/BO). Como se indicé previamente esto se debe en parte, a la fusién

de los dos cartilagos que forman la mandibula inferior, produciendo una curvatura mas
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Figura 21. La hormona T3 exégena induce metamorfosis prematura en larvas de X. laevis.
Renacuajos de tipo salvaje fueron tratados en el estadio NF53 con T3 7,5 nM durante 5 dias y los
cambios examinados en la anatomia corporal (A-C) y las extremidades posteriores (D-F). Los cambios
observados fueron la reabsorcién branquial (sefialadas con corchetes en A y B), desarrollo del cartilago
de Meckel que conduce a la protrusion de la mandibula (cabeza de flecha en B). Ademas, el extremo
anterior del bulbo olfatorio (BO) se dispone mas cerca de las narinas (N) en animales tratados con T3 en
comparacion con el grupo no tratado y el espacio interocular disminuye. Del mismo modo, el
crecimiento y morfogénesis de las extremidades posteriores también fueron inducidos por el
tratamiento con T3 (D y E). En D se muestran los primordios de los digitos (3, 4 y 5) y la escotadura
(flecha) que origina la divisidn de la extremidad. En (E) se marca la nueva articulacion (flecha) y las tres
regiones definidas: autopodio (A), zeugopodio (Z) y estilopodio (E) y con asteriscos las membranas
interdigitales, también se puede observar la emergencia de uno de los miembros anteriores (MA). En D
y F se observan insertos de esquemas de los miembros en los estadios correspondientes segun la tabla
de Nieuwkoop y Faber (1994). Barra =1 mm.

pronunciada, que conduce a la protrusién de la mandibula prefigurando la cabeza del

animal adulto.

En el estadio NF53, al igual que en el st33 de R. arenarum, las extremidades
posteriores son una estructura cilindrica de aproximadamente 1mm de longitud
(Figura 21D), en cuyo extremo distal se pueden distinguir los precursores de los digitos
3, 4 y 5 y una escotadura, indicada con una flecha en la Figura 21, que lleva a la
diferenciaciéon entre el autopodio y el resto del miembro. Los animales tratados

durante 5 dias con T3, exhibieron un aumento significativo en la longitud total de las
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extremidades posteriores, duplicando la longitud de las del NF53. Este tratamiento fue
asimismo efectivo en promover el alargamiento y la diferenciacion de los 5 digitos
(Figura 21E y F). Por otro lado, se pudieron distinguir las tres regiones caracteristicas
de las extremidades de vertebrados: autopodio, zeugopodio y estilopodio. Al igual que
en R. arenarum, los miembros cambiaron su disposicién respecto de la cola, quedando
en un angulo caracteristico de aproximadamente 45°. Los valores relativos de
LMP/LCTr aumentaron significativamente, confirmando el desarrollo metamorfico de

los animales.

Tabla 5. Medidas morfométricas

Medidas (mm)

LT LTr LCo LMP LMP/ LCTr Dist.10  Dist. N/BO

NF53 27.2+37 123%24 1204 13%0,5 0,10x0,03 6,706 19+0,3

T3x5d 23.6+2.5* 104+0,9* 13101 24+04* 0,2310,04* 5,9+0,5* 1,1+0,2*

(*) Indica diferencias significativas respecto al grupo control (NF 53), p<0,05

Con el objetivo de analizar el efecto de la hormona sobre la remodelacién de los
érganos internos, se seleccioné el tubo digestivo. Adicionalmente, el epitelio de este
sistema de organos fue seleccionado para estudiar la dindmica del complejo de
proteinas de unién adhesiva, cadherina E/B-catenina a nivel ultraestructural vy

molecular.

En primer lugar se evaluaron los cambios anatédmicos del tubo digestivo completo y
luego los cambios histolégicos del estomago. Como se puede observar en la Figura
22A, el tubo digestivo larval (NF53) posee una estructura tubular en cuya zona anterior
se pueden distinguir el eséfago y el estdbmago. Este Ultimo se distingue
macroscdpicamente como una region ensanchada del tubo. Al estémago le sigue el
intestino espiralado, cuya zona anterior externa tiene una direccidon descendente,
invirtiéndose en un punto de zigzag (indicado con la cabeza de flecha en la Figura 22A),
para formar un espiral interno ascendente y rematando en el intestino grueso y el
recto. Esta estructura espiralada desaparece totalmente al finalizar la metamorfosis
(Figura 22C), concomitantementente con la drastica reducciéon de la longitud del

intestino. En el limite del estémago con el intestino se puede distinguir claramente el
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esfinter pildrico, debajo del cual desemboca el conducto biliar. En los animales
tratados durante 5 dias con hormona T3 exdgena (Figura 22B), la longitud del intestino
se reduce notablemente, aunque sin alcanzar el acortamiento producido en la

metamorfosis espontdnea.

NF 53

/5
< Esfinter

pilorico”
7’

digestivo se organiza en eséfago (asterisco), estdmago (marcado con linea amarilla), intestino delgado
(ID); intestino grueso (IG) y recto (R). La zona anterior del intestino delgado forma un espiral externo el
cual invierte la direccién en el punto de zigzag (punta de flecha), formando un espiral en la parte
interna. (A) El tubo digestivo de un renacuajo premetamorfico (NF53) se muestra tanto in situ (inserto
superior) como extirpado. Notese que el intestino se encuentra girado 180° respecto a su posicion in
vivo. (C) Al final de la metamorfosis espontanea (NF 66), el tubo digestivo se ha acortado notablemente.
En Ay C se muestran insertos con los tubos digestivos en los estadios correspondientes. Barra =2 mm

A continuacidn, se realizd el examen histoldgico comparativo de la regién fundica del
estdmago de animales premetamaérficos no tratados (NF53) (), tratados con T3 por 24
hs (T324h) (Il) y 5 dias (T35d) (lll), asi como posmetamorficos que sufrieron

metamorfosis espontanea (NF66) (IV).

Para realizar el analisis se selecciond el fundus debido a que las modificaciones
morfohistoldgicas y funcionales que sufre el tracto anterior del tubo digestivo de
vertebrados para configurar el estémago, son claves para los cambios alimentarios de

estos organismos que pasan de una dieta herbivora a carnivora (Ishizuya-Oka y col.,
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1998). Los individuos NF53 y NF66 representan los puntos experimentales de control

de inicio y fin del ensayo de induccion de metamorfosis mediado por T3 exdgena.

A continuacidn, se realizd el examen histolégico comparativo de la regién findica del
estdmago de animales premetamorficos no tratados (NF53) (1), tratados con T3 por 24
hs (T324h) (Il) y 5 dias (T35d) (lll), asi como posmetamodrficos que sufrieron

metamorfosis espontanea (NF66) (IV).

Para realizar el analisis se selecciond el fundus debido a que las modificaciones
morfohistolégicas y funcionales que sufre el tracto anterior del tubo digestivo de
vertebrados para configurar el estémago, son claves para los cambios alimentarios de
estos organismos que pasan de una dieta herbivora a carnivora (Ishizuya-Oka y col.,
1998). Los individuos NF53 y NF66 representan los puntos experimentales de control

de inicio y fin del ensayo de induccion de metamorfosis mediado por T3 exdgena.

El andlisis por microscopia 6ptica de secciones semifinas del fundus, muestra que las
larvas NF53 (Figura 23a-d) presentan una mucosa fundica constituida por un epitelio
superficial columnar seudoestratificado regionalmente ciliado, con espesor de 70 a
100 um y un epitelio con apariencia glandular de espesor similar, rodeado de tejido
conectivo. Debajo de la mucosa, se ubican una delgada capa de tejido muscular y
finalmente, una capa serosa de aproximandamente 10 um de espesor entre ambas
(Figura 23d). Entre las glandulas en formacién, puede visualizarse tejido conectivo; sin
qgque se logre distinguir la submucosa, ni la muscular interna de la mucosa.
Adicionalmente al patron ciliado de las células superficiales, existen otros fenotipos
superficiales que presentan microvellosidades (Figura 23b). De manera singular, las
células ciliadas presentan una superficie apical plana y el citoplasma exhibe mayor
afinidad por el azul de toluidina. Las células ricas en microvellosidades poseen una
superficie apical abovedada o piriforme, con grandes nucleos escotados y nucléolos
prominentes. Ambos tipos celulares son ricos en gotas lipidicas y placas vitelinas,

caracteristicos de estadios tempranos del desarrollo.
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Figura 23. Morfologia de la regién fundica del estémago de X. laevis. Secciones sagitales del tubo
digestivo de 0,5 um de espesor tefiidos con azul de toluidina, de larvas premetamorficas (NF53 a-d,
control inicial), postmetamérficas (NF66 m-o, control final) y tratadas con T3 durante 24h (e-h) y 5 dias
(T35di-I).

En secciones transversales, el epitelio glandular putativo, presenta apariencia de
adendmeros serosos con células piramidales, de citoplasmas granulares intensamente
tefiidos con azul de toluidina y grandes espacios intercelulares. Rodeando los
adendmeros se observan células de tipo mioepitelial, abundante tejido conectivo
interglandular (Figura 23c) y numerosos vasos sanguineos (no mostrado). En los
adendmeros son frecuentes las figuras mitdticas (Figura 23c). Al finalizar Ia
metamorfosis espontanea y luego de un profundo remodelamiento del tubo digestivo,
la mucosa gastrica de los individuos de estadio NF66 (Figura 23m-o) presenta un
epitelio superficial de ~50um de espesor y otro glandular, de espesor variable debido a
la presencia de numerosos plegamientos (60 a 120 um). En este estadio se distingue
claramente la submucosa aglandular muy desarrollada, separada de la mucosa

glandular por la capa muscular de la mucosa. Las capas subyacentes también alcanzan
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un mayor grado de desarrollo, pudiendo distinguirse dos capas musculares: la
longitudinal y la circunferencial de ~20 um y por debajo la capa serosa de ~30 um de
espesor (Figura 230). El epitelio superficial simple sufre invaginaciones formando
numerosas criptas y presenta ahora una morfologia celular mas homogénea, con
células columnares de mayor altura, nucleos bien alargados, que se ubican en posicién
basal a la misma altura y paralelos al eje mayor de la célula. En su cara apical, estas
células presentan una forma abovedada, con gran concentracién de granulos esféricos
intensamente tefidos. Las células ciliadas practicamente han desaparecido (Figura
23n). Las glandulas son tubulares simples, estan rodeadas de células mioides y
presentan la morfologia caracteristica del tejido adulto. El fenotipo de las células
glandulares ha sufrido modificaciones, exhibiendo en este estadio una morfologia
cubica, citoplasmas con numerosos granulos, con nulcleos de cromatina laxa vy
nucléolos menos prominentes. Con la tincién de azul de toluidina, se distinguen dos
tipos de granulos: serosos esféricos, muy abundantes, de tamafio variable e
intensamente teflidos y mucosos menos numerosos, de mayor tamafio y escasamente

tefiidos (Figura 231).

La histologia del fundus de los animales tratados por 24 hs con T3 (Figura 23e-h),
exhibe una mucosa en la cual resulta mas dificil distinguir la regionalizacién de los
epitelios superficial y glandular, aunque pueden advertirse indicios de su plegamiento.
Se distingue claramente el engrosamiento de las paredes muscular y serosa,
alcanzando entre ambas espesores de aproximadamente 25um. La mucosa muestra la
coexistencia de dos tipos de células superficiales, una con nucleos grandes, escotados,
de nucléolos prominentes y ubicados a diferentes alturas. El segundo fenotipo,
presenta nucleos basales alargados que siguen el eje celular mayor. Muchas células
presentan alteraciones estructurales con nucleos picnéticos, del tipo apoptético
(Figura 23f). Se distinguen numerosos macréfagos con cuerpos apoptéticos dentro de
fagosomas (Figura 24). Las imadagenes histoldgicas de este punto experimental
muestran que es un estadio de transicion entre los epitelios que se observan en los
individuos control (NF53 y NF66) (Figura 23b,f y n). Las células ciliadas caracteristicas
de NF53 aln estdn presentes, pero contrastando con lo observado en el estadio NF53,

el fundus de los animales T324h exhibe células superficiales abovedadas, pero de
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morfologia variable y se incrementa el material granular, el cual a su vez es muy
irregular en tamafio y forma, se tifie intensamente y se ubica por encima del nucleo
(Figura 23f). A nivel glandular, las células se observan en estrecho contacto, su

cromatina es mas laxa y los nucléolos se tornan muy prominentes. Aun se observan

T3x24h A T3x5d

Figura 24. Regién fundica del estémago de Xenopus laevis. Cortes semifinos transversales al eje
longitudinal del tubo digestivo tefiidos con azul de toluidina. Se pueden observar los macréfagos con
cuerpos apoptoticos en fagosomas (indicados con una estrella en ambos cortes), en el tejido de
animales tratados con la hormona T3.

células piramidales con numerosos granulos del tipo seroso, coexistiendo con células
en divisidon y en apoptosis (Figura 23f). En la capa muscular se incrementa el nimero

de células mitéticas (Figura 23h).

Luego de 5 dias de tratamiento con T3 (Figura 23i-l), se acenttan los cambios iniciados
a las 24 hs. La mucosa exhibe un espesor de aproximadamente 120 um y si bien el
epitelio superficial comienza a diferenciarse del glandular, aun no se distingue la
muscular de la mucosa. Las capas muscular y serosa estan muy desarrolladas y en
conjunto alcanzan un espesor de unos 30 um (Figura 23i). Las células superficiales se
vuelven mas regulares en tamafio y de morfologia columnar, pero sus nucleos
contintan exhibiendo morfologia irregular, con nucléolos prominentes y cromatina
con distintos grados de compactacién. La regién supranuclear posee mayor nimero de
granulos, los cuales se observan mas homogéneos en forma y se tifen mas

intensamente (Figura 23j). El nUmero de figuras apoptodticas continta siendo elevado y
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aun se observan algunas células ciliadas, distribuidas muy espaciadamente. Se hace
mas pronunciado el alargamiento de las glandulas tubulares, mostrando en la regién
basal numerosas figuras mitdticas. Las caracteristicas del epitelio glandular en
diferenciacién son similares a las observadas en el tratamiento T324h (Figura 23k). A
pesar de los numerosos cambios registrados, el desarrollo de la submucosa y de la
muscular de la mucosa es escaso, diferenciandose en este punto, del desarrollo

alcanzado en la metamorfosis espontdanea (NF66) (Figura 23d, | y o).

7.2.1.2. Estudio ultraestructural de las uniones intercelulares en células del epitelio

gdstrico de X. laevis

Los resultados obtenidos mediante los estudios histolégicos muestran claramente que
el tratamiento con T3 provoca la remodelaciéon

del epitelio estomacal de X. laevis. Para evaluar . NF53 NF66

a nivel ultraestructural el posible impacto del 3
tratamiento sobre la estructura y localizacién
de los complejos de unién intercelulares del
epitelio estomacal y de ésta manera, analizar si
el mismo afecta la polaridad celular, se realizé
un analisis morfométrico de dichos complejos
por microscopia electrénica de transmision

(MET).

En el estadio NF53 se observa un epitelio
superficial compuesto por células ciliadas vy
mucosas. Como la mayoria de las células
epiteliales, éstas se encuentran unidas por

complejos de unidn, especificamente UEs, UAs

y Dms, ubicados secuencialmente en sentido

Figura 25. Distribucion de los complejos
apico-basal (Figura 25). En este estadio, todas de unién intercelular. Se muestran las

uniones estrechas (UEs), adherentes (UAs) y
las zonas intercelulares analizadas presentan desmosomas (Dms) en estadio larval (NF53)

) oo,ovya finalizar la metamorfosis (NF66). Barra:
UEs (Figura 26A), los que como se indicd 100nm.

precedentemente, constituyen el primer

elemento del complejo tripartito de unién apical, situado inmediatamente por debajo
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del lumen. Esta estructura se visualiza como una regidn relativamente extensa, en la
gue las membranas de las células adyacentes se acercan estrechamente, sin que se
logre discernir el espacio intermembrana. En algunos casos se observan los
caracteristicos puntos de contacto intermembrana (Figura 27). Por debajo se observan
las UAs, las cuales pudieron distinguirse en el 77% de las zonas estudiadas. Las mismas
presentan un espacio intermembrana promedio de 19 nm y en algunos casos, su
extension a lo largo de la membrana lateral se torna dificil de visualizar (Figura 26 y
Figura 27). En el 54% de las zonas analizadas, también pudieron observarse
desmosomas. Estos exhiben un espaciamiento intercelular caracteristico de 24 nmy en

su mayoria, se localizan alejados de las UEs y UAs apicales (Figura 25 y Figura 26).

A B
| aaoms "
; 100 - ) E o \
= ——— % £ o 7 :
: E 0] . 7
20 =10 % % %
NF53 T3x24h T3x5d NF66 NF53  T3x24h T3x5d  NF66

Figura 26. A. Anilisis de la ocurrencia de los distintos tipos de uniones intercelulares del epitelio
gastrico de X. laevis, durante el desarrollo espontdneo e inducido por T3 exdgena. B. Valores de
espacios intermembranas de UAs y Dms en los modelos estudiados.En cada tipo de uniodn,letras
distintas indican diferencias significativas (p < 0,05).

Luego de la metamorfosis espontdnea (NF66), la mayoria de las zonas de unién (77%)
presentd el complejo tripartito apical caracteristico de los epitelios maduros (Figura
25). Las UEs presentes en el 100% de las zonas analizadas, exhiben su morfologia
caracteristica. Las UAs muestran uniformidad y su extensidn se encuentra bien
definida. Las membranas se disponen paralelamente, delimitando espacios
intercelulares de aproximandamente 20 nm, sin exhibir diferencias estructurales
significativas con lo que se observa en el estadio NF53 (Figura 26 y Figura 27). Por su
parte los desmosomas se encuentran tanto formando parte del complejo tripartito en

la zona apical, como en las zonas basales. En ambos casos el espacio intermembrana es
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de aproximadamente 30 nm, sin que se verifiquen diferencias significativas con las

mediciones realizadas en el estadio NF53 (Figura 26 y Figura 27).

En el analisis de los espitelios estomacales de animales tratados con la hormona
durante 24 hs, se observa que, si bien el porcentaje de zonas intercelulares con UEs y
UAs se mantiene (Figura 25) se verifica una distensién significativa del espacio

intermembrana de éstas ultimas, que alcanzan valores promedio de 34 nm (Figura 26 y

Figura 27).

T3x24h

Figura 27. Ultraestructura de los complejos de unién en el epitelio estomacal de X. laevis, durante la
metamorfosis espontanea (NF53 y NF66) e inducida por T3 exdgena (T324h y T35d). Se muestra la
morfologia de las UEs delimitadas por asteriscos y la de las UAs delimitada por cabezas de flecha. Se
observa claramente una ampliacién del espacio intermembrana de las UAs (linea roja). En NF66 también
se muestra un Dm delimitado por flechas. Luego de 5 dias de tratamiento con T3 se observan
numerosas vesiculas endociticas (flecha gruesa). Barra: 100 nm.

En los epitelios de los animales tratados por 24 h con T3 se verificé una disminucién en
el numero de zonas con Dms (Figura 26), como asi también un aumento significativo
de la separacién intermembrana de dichos complejos. Se encontré que el tratamiento
provoca un incremento notable de vesiculas, de diversas caracteristicas, ubicacién y
tamafio (140 a 230 nm de didmetro), algunas muy proximas a la membrana plasmatica
(Figura 28). Esta ultima presentd pequefias invaginaciones, caracteristicas de procesos
endociticos. A su vez, en algunas células se distinguieron autofagosomas, en cuyo

interior se observan materiales con indices de electrodensidad variable (Figura 28).

En los animales sometidos a 5 dias de tratamiento con T3, se observé que mientras se
mantiene el numero y estructura de UEs, se verifica una disminucién notable del
numero de UAs (Figura 26). A su vez, el analisis de estas UAs muestra que los espacios

intermembrana sufren en promedio, una disminucidn significativa respecto al punto
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experimental de 24 hs, alcanzando valores cercanos a los de los estadios control inicial

y final (23 nm) (Figura 26 y Figura 27).

Figura 28. Reciclaje de complejos de unién por accién de T3 exégena, en animales tratados por 24 h
(A-C) y 5 dias (D-E). A. Autofagosoma con numerosos cuerpos electrodensos. B-E. Diferentes etapas de
endocitosis-exocitosis de posibles complejos de unién. MP: membrana plasmatica; V: vesicula. Barra:
100nm.

Por el contrario, se verificd un incremento de las zonas desmosomales respecto de lo
observado a las 24 hs, cuya estructura es similar a la observada en los epitelios de los
animales control. Coincidiendo con lo observado en los epitelios de los animales

tratados con T3 por 24 hs, también se observan vesiculas préximas a la membrana

plasmatica y zonas exhibiendo invaginaciones (Figura 28).
7.2.1.3. Evaluacion de los cambios en la expresion génica provocados por T3

Luego de analizar los efectos provocados por el tratamiento hormonal sobre la
morfologia externa de los animales, la anatomia del tubo digestivo y la histologia
estomacal, se analizé el modelo de induccién a nivel molecular, en particular, el efecto
sobre el proceso de transcripcion de dos genes claves y caracteristicos para evaluar la
adecuada respuesta de las larvas a T3: el receptor beta de hormona T3 (RTB) y la
proteina intestinal de unidn a los acidos grasos (I-FABP del inglés: Intestinal-type fatty
acid-binding protein). El primero es conocido por ser un gen de respuesta directa a T3
en los tejidos intestinales de X. laevis (Ranjan y col., 1994; Shie Ishizuya-Oka, 1997;
Buchholz y col., 2007). En los tejidos del estadio NF53 no se detectd la presencia de
transcriptos de este receptor. El andlisis realizado en animales tratados por 24 hs con
T3 aumentaron 0,6 veces los niveles de RTB-ARNm respecto al grupo control,
alcanzando valores superiores a 0,7 veces a los 5 dias de tratamiento con T3 Figura
29). Estos valores resultaron superiores a los observados al finalizar la metamorfosis

espontdnea (NF66), donde los niveles de RTB-ARNm son significativamente mayores
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(0,4 veces) a los verificados en el estadio NF53. En relacion con el gen de I-FAPB

también se ha caracterizado como sensible a T3, pero a diferencia de lo que ocurre con
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Figura 29 Niveles de expresién génica de RTBe I-FABP relativos al grupo control (NF53), en tubos
digestivos completos de larvas de X. laevis tratadas con T3 por 24 hs (T3x24h) y 5 dias (T3x5d) y de
animales metamorfoseados espontaneamente (NF66). Los niveles de ARNm se determinaron por sqRT-
PCR y se normalizaron en relacion a los niveles del grupo control (NF53). El analisis estadistico se realizé
calculando el intervalo de confianza del 95% del dato normalizado (barra de error) basado en Fay y
Gerow (2013). Los asteriscos indican diferencias significativas con el grupo control (NF53) (p < 0,05). El
gen constitutivo rlp8 fue empleado como control interno y normalizador de cada reaccion de sqRT-PCR.

RTB, su transcripcion en el epitelio intestinal de X. laevis es regulada negativamente
por la hormona, aunque esto ocurre después de las 24 hs del tratamiento (Shi y Hayes,
1994). En este trabajo se verificd una disminucién significativa del 40% en los niveles
de I-FAPB-ARNm en el grupo T3x5d. En contraste, no se detectaron diferencias
significativas respecto al grupo control a las 24 hs de tratamiento con T3 exdgena, en

los animales en los cuales su metamorfosis ocurre espontdaneamente (NF66).

7.2.2. Expresion génica de las moléculas de los complejos de adhesion en el tubo

digestivo de X. laevis inducidos con T3

A continuacidn, se evalud el impacto del tratamiento hormonal sobre los transcriptos
de las principales moléculas involucradas en los complejos de unidén presentes en
células epiteliales del tubo digestivo, fundamentalmente se evalud la respuesta en las
moléculas de las UAs. Por ello, se determinaron los niveles de transcripcion del

receptor transmembrana cadherina E y el de las moléculas de anclaje al citoesqueleto:
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[3-catenina, a-catenina y p120. Adicionalmente, dado que es sabido que los distintos
complejos de union intercelulares estan dindmicamente interrelacionados, se
evaluaron los niveles de expresion de la proteina transmembrana de UEs: ocludina y su

par citoplasmatico ZO1 (del inglés: Zonula Occludens 1 Protein).

En primera instancia se determinaron los niveles de expresidén génica basales de cada
molécula, en tubos digestivos de animales no tratados de los estadios NF53 y NF66,
puntos considerados inicial y final del modelo de induccion. Como se indico en la
seccién de M&M, las cuantificaciones de cada grupo de tubos digestivos para analizar
los niveles de transcriptos, se calcularon en relacién a los niveles de expresion del gen

constitutivo rlp8.

Los tubos digestivos de las larvas premetamorficas NF53, excepto los niveles promedio
de expresion de p120 y ocludina, los restantes exhibieron desviaciones estandar muy
elevadas. Asi, se verific6 que cadherina E exhibe niveles superiores de
aproximadamente un 38% respecto de los hallados para el gen de referencia. En
relacién con B-catenina, esos valores resultaron de aproximadamente un 36% y los de
a-catenina del 26%. En un analisis mas detallado, se verifica que estos valores incluyen
desvios de é6rdenes de magnitud que en algunos casos son préximos a los valores
promedio. Finalmente, en el caso de p120, los promedios en relacién con los del gen
de control interno rlp8, alcanzaron niveles del 67%. Las dos moléculas que se utilizaron
para caracterizar los perfiles de expresién génica de las UEs (ocludina y Z0-1),
exhibieron niveles de 44% y 54% respectivamente. Por el contrario, los valores
promedio de los niveles de expresidn génica respecto del gen constitutivo en los tubos
digestivos de los animales control del estadio NF66 exhibieron un alto grado de
homogeneidad, tanto para las moléculas caracteristicas de las UAs como para las de
UEs. En relacién con las primeras, cadherina E exhibid niveles del 80%, B-catenina del
75%; a-catenina del 40% y p120 del 65%. Ocludina y ZO1 mostraron niveles de

expresion de 70% y 65% respectivamente.

El segundo paso consistid en evaluar el efecto del tratamiento con T3 sobre la
transcripcién de las moléculas de UAs y UEs, previamente indicadas. Para ello, se
determinaron los cambios en los niveles de ARNm respecto de los detectados en el

grupo control (NF53), a las 24hs y 5 dias de tratamiento. El andlisis a las 24hs se realizé
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para determinar si estas son moléculas de respuesta temprana a T3; es decir, si sus
niveles de ARNm varian significativamente dentro de las 24hs de tratamiento

hormonal.

Como se observa en la Figura 30, las moléculas que forman el complejo de uniones
adhesivas dependientes de cadherina E, mostraron un incremento significativo en los
niveles del ARNm de cadherina E, - y a-catenina, y p120 dentro de las 24hs de

induccion, respecto de los observados en el estadio NF53.

I cadherina E

[ B-catenina

357 I a-catenina
70 p120-catenina

[  —— Nivel de ARNm del grupo control
3,0 - * NF53 T3x24h T3x5d NF66

Cadherina E
B-catenina
* a—catenina

p120-catenina

rip8

Niveles de expresion génica relativo al grupo control (NF53)

T3x24h T3x5d NF66

Figura 30. Niveles de expresién génica de cadherina E, B-catenina, a-catenina y p120, relativos al
grupo control inicial (NF53) en tubos digestivos completos de larvas de X. laevis tratadas con T3 por 24
hs (T3x24h), 5 dias (T3x5d) y control final (NF66). Los niveles de ARNm se determinaron por sqRT-PCR y
se normalizaron en relacion con los niveles del grupo control (NF53). El analisis estadistico se realizé
calculando el intervalo de confianza del 95% del dato normalizado (barra de error) basado en Fay y
Gerow (2013). Los asteriscos indican diferencias significativas con el grupo control (NF53) (p < 0,05). El
gen constitutivo rlp8 fue empleado como control interno y normalizador de cada reaccion de sqRT-PCR

Los valores de expresidn génica de cadherina E muestran incrementos significativos de
0,7 veces y se mantienen practicamente inalterados luego de 5 dias de tratamiento
(0,8 veces). Estos niveles alcanzan 1 vez de incremento al finalizar la metamorfosis

espontdnea (NF66).

Los niveles de expresidn de B-catenina a las 24hs de tratamiento hormonal exhibieron
incrementos significativos del orden de 0,7 veces respecto del grupo inicial. Esta

molécula alcanza valores de expresién de 1,4 veces a los 5 dias de tratamiento,
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mientras que en los animales que completaron la metamorfosis espontdneamente
(NF66), los niveles de expresidn se incrementaron 1 vez, respecto de los del estadio

NF53.

En relacién con oa-catenina, los niveles de expresién génica a las 24 hs se
incrementaron significativamente 0,8 veces respecto de los animales en estadio NF53.
A los 5 dias de tratamiento, esos niveles se mantienen practicamente inalterados (0,7
veces respecto de los animales del estadio NF53). Dichos niveles de expresion son
similares a los de animales que alcanzan la metamorfosis espontaneamente (0,7 veces

respecto de los obtenidos en el estadio NF53).

Para p120 también se verifica un incremento de alrededor del 10% respecto de los
valores verificados en el estadio NF53. Dicha tendencia se mantiene a los 5 dias de
tratamiento. Sin embargo, en los animales del estadio NF66 los niveles de expresién

génica no muestran cambios significativos respecto al grupo control.

A continuacién se evalud el efecto de T3 sobre la seleccion de moléculas que
participan en las UEs, ocludina y ZO1. Estas moléculas exhibieron una respuesta

diferencial al tratamiento hormonal (Figura 31).
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Figura 31. Niveles de expresién génica de ocludina y ZO1 relativos al grupo control (NF53), en tubos
digestivos completos de larvas de X. laevis tratadas con T3 por 24 hs (T3x24h) y 5 dias (T3x5d) y de
animales metamorfoseados espontaneamente (NF66). Los niveles de ARNm se determinaron por sqRT-
PCR y se normalizaron en relacién con los niveles del grupo control (NF53). El andlisis estadistico se realizé
calculando el intervalo de confianza del 95% del dato normalizado (barra de error) basado en Fay y Gerow
(2013). Los asteriscos indican diferencias significativas con el grupo control (NF53) (p< 0,05). El gen
constitutivo rlp8 se empled como control interno y normalizador de cada reaccién de sqRT-PCR.
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A las 24 hs, los niveles de expresion de ocludina aumentan significativamente 0,3 veces
respecto alcontrol. Luego de 5 dias de tratamiento se incrementa 0,6 veces; semejante
a los niveles alcanzados en animales que han completado su metamorfosis

naturalmente (NF66).

Con respecto a Z01, sus niveles de expresién no presentan diferencias significativas a
las 24 hs respecto al grupo control inicial (NF53), mientras que los animales tratados
con T3 luego detranscurridos los 5 dias, exhiben incrementos significativos del orden
de 0,2 veces respecto al mismo grupo control. En animales que han sufrido
metamorfosis espontanea (NF66) los niveles de expresidén tampoco presentan

diferencias significativas con las observadas en las larvas control del NF53.

7.2.3. Expresidon génica de moléculas que participan en la cascada de seiializacién

intracelular

Como se menciond precedentemente, otro de los objetivos de esta tesis, consistié en
analizar el efecto de T3 sobre la expresion de GTPasas pequefias, las cuales han sido
involucradas en el control dindmico del establecimiento y mantenimiento de las UAs
epiteliales. Para ello, se seleccionaron cuatro de las principales moléculas implicadas

en estos mecanismos: RhoA, Racl, Cdc42 y Rapl.

Tal como se describid en la introduccién, la formacién, mantenimiento y remodelacién
de las uniones y por lo tanto, de la morfogénesis y diferenciacion epitelial, requieren
un mecanismo altamente orquestado de activacion/desactivacion témporo-espacial de
estas GTPasas, en el cual estan involucrados los GEFs y GAPs. En funcién de estos
antecedentes y que cada uno de los GEFs y los GAPs tienen una cierta especificidad por
los miembros de la familia de proteinas G, se seleccionaron un GEF y un GAP regulador
de cada GTPasa pequeia analizada. La eleccidn se realizé dada la evidencia sobre la
localizacidn y las potenciales funciones de estas proteinas en las uniones bajo estudio.
El objetivo se centré en evaluar el efecto del tratamiento sobre sus niveles de ARNm y
por ende, determinar si son reguladas a nivel transcripcional y de qué modo, durante

la metamorfosis dependiente de T3.

En el caso de RhoA se estudiaron el GEF18 y el GAP p190; para Racl el TIAM (GEF) y
elGAP12; para Rapl C3G (GEF) y SPA1 (GAP) y para Cdc42 FRG (GEF) y Rich (GAP).
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En primer lugar, se determinaron los niveles basales de ARNm de estas proteinas en
tubos digestivos completos de larvas premetamorficas (NF53) y animales que han
completado su metamorfosis naturalmente (NF66). Los niveles de expresion de las
GTPasas pequenas en larvas premetamorficas, al igual que la mayoria de las moléculas
de adhesién celular, exhibieron desviaciones estdndar muy elevadas. RhoA exhibié
niveles de aproximadamente un 74% respecto de los correspondientes al gen de
referencia. Para Racl los niveles de expresidn resultaron cercanos al 23%. En relacién a
Rapl, esos valores resultaron de aproximadamente un 31% de los hallados para el gen
de referencia y para Cdc42 del 41%. En las muestras de estadio premetamarfico, no se
detectaron ninguno de los GEFs estudiados por sqRT-PCR y en el caso de los GAPs, de
los cuatro analizados solo se detectaron p190 y GAP12, cuyos niveles relativos al gen

de referencia fueron del 60 y 11% respectivamente.

En las muestras de los animales control del estadio NF66, los valores promedio de los
niveles de expresién génica de las GTPasas pequefias respecto del gen constitutivo,
también exhibieron un alto grado de homogeneidad, al igual que las moléculas de los
complejos de unién intercelular. En relacion a RhoA, esta exhibid niveles del 58%,
mientras que para Racl fueron del 37%; para Rapl del 70% y Cdc42 alcanzé valores del
52%, en relacidon con rlp8. Respecto a los GEFs, conforme avanza el proceso de
metamorfosis, se verificaron incrementos en la expresién génica de los activadores de
RhoA, Racl y Rap2, mientras que el GEF que regula Cdc42 tampoco pudo ser
detectado en este punto. Los niveles de expresién de GEF18 resultaron del 30%
respecto al gen de referencia, mientras TIAM presentd niveles de aproximadamente
45% y C3G del 18%. En relacion a los GAPs al final de la metamorfosis (NF66), mientras
p190 exhibid niveles de expresidn de 67% respecto al gen rlp8, GAP12 alcanzd un 40%
y Rich es detectado en este punto en niveles cercanos al 46%. En contraste, SPAl

tampoco pudo detectarse hacia el final de la metamorfosis.

Una vez establecidos los niveles de expresion de estas moléculas en animales sin
tratamiento, el siguiente paso consistié en analizar el efecto de T3 sobre los niveles de
ARNm de este conjunto de GTPasas pequefas y sus moléculas reguladoras en animales
tratados, tanto durante 24 hs, como 5 dias. Los resultados del efecto de T3 sobre la

expresion de las GTPasas pequeias se resumen en la Figura 32. Se verifica que las
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distintas GTPasas pequefias estudiadas exhiben un comportamiento de expresion

diferencial.

Los niveles de expresion de RhoA a las 24 hs de tratamiento hormonal no exhibieron
cambios respecto del grupo inicial. Sin embargo, a los 5 dias de tratamiento, se verificd
una disminucion significativa respecto al grupo control, lo que se repite en los

animales que completaron la metamorfosis espontaneamente (NF66).

Los valores de expresion génica para Racl obtenidos a las 24 hs con T3 muestran
incrementos significativos de 1,2 veces respecto a los observados en el estadio NF53.
Dichos niveles disminuyen luego de 5 dias de tratamiento (0,5 veces respecto de los
niveles hallados en el estadio NF53), aunque aun muestran diferencias significativas
respecto al control inicial. De particular interés resultd este comportamiento de Racl
el cual es muy semejante al que exhiben los animales del estadio NF66, en los que el

incremento alcanzé 0,6 veces respecto a los verificados en el estadio NF53.

3,5 7
I I RhoA
[ B Ract
3,0 { [ Rept
F ] cdca2
| —— Nivel de ARNm del grupo control
* NF T3x T3x NF
53 24h 5d 66

RhoA

Racl

* Rapl

*
- % Cdea2

* rlp8

Niveles de expresion génica relativo al grupo control (NF53)

T3x24h T3x5d NF66

Figura 32. Niveles de expresion génica de las pequefias GTPasas relativos al grupo control (NF53),
en tubos digestivos completos de larvas de X. laevis tratadas con T3 por 24 hs (T3x24h) y 5 dias
(T3x5d) y de animales metamorfoseados espontaneamente (NF66). Los niveles de ARNm se
determinaron por sqRT-PCR y se normalizaron en relacién con los niveles del grupo control (NF53). El
analisis estadistico se realizé calculando el intervalo de confianza del 95% del dato normalizado (barra
de error) basado en Fay y Gerow (2013). Los asteriscos indican diferencias significativas con el grupo
control (NF53) (p < 0,05). El gen constitutivo rlp8 se empled como control interno y normalizador de
cada reaccién de sqRT-PCR.
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En relacién con Rapl, luego de 24 hs de tratamiento sus niveles de expresion
resultaron 0,34 veces mas altos y estadisticamente significativos respecto al estadio
NF53. Dicha tendencia incremental se mantuvo a lo largo del tratamiento, alcanzando
niveles significativosde 1,1 veces respecto al nivel de expresién del grupo inicial. Estos
valores resultaron similares a los verificados en los animales que alcanzaron la

metamorfosis naturalmente.

Los niveles de expresion de Cdc42 en los animales tratados con T3 durante 24 hs,
muestran aumentos significativosde 0,3 veces respecto al grupo control, el cual se
mantiene sin variaciones en los animales tratados con T3 durante 5 dias y resultaron

similares a los exhibidos en los animales del estadio NF66.

Adicionalmente se evalud la respuesta de sendos GEFs y GAPs al tratamiento hormonal
(Figura 33). Como se reporté para los animales control, tanto el GEF de Cdc42 (FRG)
como el GAP de Rapl (SPA1), no se detectaron en los tubos digestivos de animales
tratados con T3, situacion que se repitié en los animales que llegaron al final de la
metamorfosis naturalmente y por lo tanto, no se representan en los histogramas

correspondientes.

En relacién a GEF18, luego de 24 hs de tratamiento, sus niveles de expresion
mostraron un incremento significativo de 0,2 veces respecto al estadio NF53, mientras
gue en los animales tratados durante 5 dias con T3 se incrementaron 0,5 veces. En los
animales de estadio NF66 los niveles de este GEF exhibieron aumentos de 0,3 veces

respecto al control inicial.

Los valores de expresion génica obtenidos para TIAM muestran incrementos de 0,14
veces respecto de los observados en el estadio NF53. Para esta molécula, dichos
niveles de expresion en animales sometidos a 5 dias de tratamiento con T3 se
incrementaron 0,6 veces respecto de los niveles hallados en el estadio NF53. La
expresiéon de TIAM en el estadio NF66, alcanza incrementos de practicamente 0,5

veces respecto a los verificados en el estadio NF53.

Los niveles de expresién de C3G, al igual que en los animales control inicial, tampoco
se detectaron en animales tratados por 24 hs con T3. Sin embargo, luego de 5 dias de

tratamiento, se verificaron incrementos de 0,33 veces respecto al grupo control. En los
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Figura 33. Niveles de expresién génica de los GEFs y GAPs relativos al grupo control (NF53) en tubos
digestivos completos de larvas de X. laevis tratadas con T3 por 24 hs (T3x24h) y 5 dias (T3x5d) y de
animales metamorfoseados espontaneamente (NF66). Los niveles de ARNm se determinaron por sqRT-
PCR y fueron normalizados en relacién con los niveles del grupo control (NF53). El analisis estadisticose
realizé calculando el intervalo de confianza del 95% del dato normalizado (barra de error) basados en
Fay y Gerow, (2013), los asteriscos indican diferencias significativas con el grupo control (NF53) (p <
0,05). El gen constitutivo rlp8 fue usado como control interno y normalizador de cada reaccién de sqRT-
PCR.

animales que alcanzaron la metamorfosis naturalmente estos incrementos fueron

levemente inferiores (0,2 veces).

Al analizar el efecto de T3 sobre los niveles de expresion de los GAPs, se observé que
p190 exhibe incrementos significativos de 0,15 veces respecto a los animales de
estadio NF53, mientras que caen en los animales tratados durante 5 dias, mostrando
decrementos de su expresion del orden de 0,17 veces. Al final de la metamorfosis,

estos niveles son 0,13 veces mayores que los de los animales del estadio NF53.

En el caso de GAP12, luego de las 24 hs no se verificaron aumentos significativos en los
niveles de expresién, mientras que luego de 5 dias con T3 éstos alcanzaron 5,5 veces
los del grupo control. En tubos digestivos de animales de estadio NF66 estos niveles no

mostraron diferencias significativas con el grupo de estadio NF53.

No se detectd expresidn génica de Richl en los animales tratados con T3, mientras que
en los tubos digestivos de los animales que alcanzaron el final de la metamorfosis
espontaneamente se detecté con niveles de aproximadamente 0,5 veces respecto a

los animales de estadio NF53.

Como se indicd en la introduccidn, adicionalmente a la regulacién de las GTPasas
pequeias por GEFs y GAPs, se suma la que depende de las modificaciones
postraduccionales, tales como prenilacion por adicién de grupos farnesilo y geranil-

geranilo. Estos actlan como anclas lipidicas de estas proteinas a la membrana,
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determinando su localizacién submembranosa en las zonas de unién. La enzima
encargada de esta modificacion es la transferasa geranil-geranilo (PGGT), miembro de

la familia de las transferasas de grupos prenilo.

Debido a la funcidn de la PGGT asi como el rol de la organizacién del citoesqueleto en
el establecimiento y mantenimiento de las UAs, para complementar el analisis, se
determiné el efecto de la hormona T3, sobre los niveles de transcripcidon de la enzima
responsable de las modificaciones de los extremos carboxilo de las GTPAsas pequenfas.
Adicionalmente, se evaluaron los niveles de expresién de ARP2, que codifica una de las
proteinas integrantes del complejo Arp2/3. Tal como se indicé en la introduccién, es
ampliamente aceptado que este complejo esta estrechamente relacionado con los
procesos de ramificacion de la actina-f cortical, crucial en el establecimiento de las

UAs.

En primer lugar se determinaron los niveles de expresidn basal de ambas moléculas.
Los niveles de expresion de PGGT en tubos digestivos completos de animales del
estadio NF53, fueron relativamente bajos, del orden de 8% respecto al gen rlp8;
incrementandose a niveles del 36% respecto del gen control al finalizar la
metamorfosis. En contraste, Arp2 en animales de estadio NF53 presentd niveles de
expresiéon de casi un 80% respecto a los de rlp8, los cuales se mantienen

practicamente sin cambios en los animales de estadio NF66.

A continuacidn, se evalud la respuesta a nivel transcripcional de estas moléculas ante
el tratamiento con T3, por 24 hs y 5 dias. Como puede observarse en la Figura 34, la
expresion génica de la enzima PGGT no mostrd cambios significativos a las 24 hs con
T3, mientras que a los 5 dias de tratamiento se verificaron incrementos
estadisticamente significativos que alcanzan valores hasta 6 veces superiores a los
niveles del grupo control; los cuales, son similares a los detectados en los animales al
final de la metamorfosis (NF66). Por otro lado, el gen ARP2 no respondié al
tratamiento hormonal aplicado, manteniéndose sin cambios respecto al grupo control

durante todo el tratamiento.
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Figura 34. Niveles de expresién génica de PGGT y ARP2 relativos al grupo control (NF53), en tubos
digestivos completos de larvas de X. laevis tratadas con T3 por 24 hs (T3x24h) y 5 dias (T3x5d) y de
animales metamorfoseados espontaneamente (NF66). Los niveles de ARNm se determinaron por
sqRT-PCR,se normalizaron con los niveles del grupo control (NF53) y luego se analizaron
estadisticamente mediante el célculo del intervalo de confianza del 95% del dato normalizado (barra de
error) basado en Fay y Gerow (2013). Los asteriscos indican diferencias significativas con el grupo
control (NF53) (p <0.05). Se empled Rlp8 como gen de control interno y normalizador de cada reaccién
de sqRT-PCR.

7.2.4. Busqueda de secuencias consenso de los ERTs en los genes estudiados a nivel

transcripcional en Xenopus

Como se ha detallado en las secciones precedentes, se determiné que la transcripcién
de algunos de los genes estudiados en esta tesis, es regulada por T3. En algunos casos,
dicha induccidn se produce dentro de las 24 hs del tratamiento con T3 mientras que en
otros la respuesta se da en los animales tratados durante 5 dias. Los receptores de T3
son factores de transcripcién que actlan sobre secuencias especificas denominadas
elementos de respuesta directa a T3 (ERT), presentes en los genes que responden a
esta hormona. Por este motivo y para corroborar la accién regulatoria de T3 sobre los
genes estudiados, se rastred la presencia de secuencias ERT en los mismos. Para ello,
se realizd una busqueda in silico basada en una PWM construida a partir de secuencias
de ERTs conocidos en Xenopus (Das y col., 2009) (Figura 35). Si bien en la actualidad el
genoma de Xenopus laevis estd secuenciado completamente, ni los inicios de

transcripcién ni las regiones promotoras de los genes analizados en esta seccién han
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sido definidos. Por ello, tomando como referencia el inicio de la secuencia publicada
en la Xenbase, se realizo la busqueda de los ERTs putativos en la secuencia gendmica,
desde 5 kb corriente arriba a 10 kb corriente abajo de ese punto de referencia. Las
secuencias génicas publicadas de las moléculas estudiadas, cuentan con fragmentos
del 5y 3°'UTR vy la regidn codificante completa, excepto la de cadherina E que sélo

incluye las regiones codificantes (Figura 36).

De los genes de las moléculas que conforman las UAs y que ante el tratamiento con T3,

exhiben cambios significativos en sus niveles de expresidn génica, cadherina E, B-y a-

A PARTE 1 PARTE 2
PAAF1 ERT7 AAACCA nnnn AGGTTA
PAAF1 ERT8 GGGCIG nnnn GGGTCA
NFIX ERT5 AAGTCA nnnn AGTTTG
Colagenasa 3 ERT6 AGGTCT nnnn GTGICA
Colagenasa 3 ERT7 AGGGCA nnnn AGATCA
ADNasall3 ERT9 AGGTTA nnnn AGGTTG B
Deiodinasa 11l ERT2 AGGTCA nnnn TAGGTA
Deiodinasa 11l ERT3 ATGTAA nnnn GGGTCA Parte 1 Parte 2
Deiodinasa 11l ERT4 GGGTCA nnnn GGGCAA
Deiodinasa 11l ERT5 GGGTCA nnnn GTGTTG ! !
Deiodinasa Il ERT8 AAGTCA nnnn AGGACA T
Ciclina J ERT3 AGGTTA nnnn GGGACA _'_cQ___ NN TN
Ciclina J ERTS GGGTAA nnnn GGGTTT ' : ! ! ’ * ) ! : ! ‘ ’ °
Posicion
Gen 12-1b ERT4 TAGTAA nnnn AGGTCA
Gen 12-1b ERTS AGGTCA nnnn GGGACA
Gen 12-1b ERT8 AGGTTA nnnn AGGTAG
REV1 ERT4 GGGTCA nnnn AAGGCC
TH/bZIP ERT1 GGGTTA nnnn AGGTGA
TH/bZIP ERT2 AGTTCA nnnn AGGCTG
RTPB ERT AGGTCA nnnn AGGACA
KLF9 ERT AGTTCA nnnn AGGACA

Estromielisina 3 ERT AGGTCA nnnn AGGTGA

Figura 35. Secuencias consenso de los ERTs en genes de respuesta a T3 en Xenopus. A. Secuencias de
17 ERTs identificados experimentalmente en X. tropicalis y 5 en X. laevis (Ultimos 5 de la lista). B.
Representacion grafica de la PWM generada a partir de las secuencias de A y utilizando el software
INSECT. Las posiciones de los residuos en cada ERT se muestran en el eje horizontal y las frecuencias
relativas de las 4 bases en cada posicidn, como bits de color en el eje vertical.

catenina presentan ERTs putativos (Ver Tabla 6 y Figura 36). En el caso de las
moléculas de UEs, sélo ocludina presenta ERTs putativos. En contraste, la mayoria de
las GTPasas pequefias y las moléculas reguladoras estudiadas presentan ERTs
putativos, a exepcion del GEF de RhoA (GEF18) y el GAP de Cdc42 (Rich). Finalmente,

no se identificaron ERTs putativos en los genes ARP2 y PGGT.
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Tabla 6. Resumen de los resultados de la prediccion de elementos de respuesta a T3

. Comparacion
Comportamiento .

Molécula respecto a T3* ERTs putativos con secuencia consenso Ubicacion
P AGGTCANNnnAGGTCA
Cadherina E 124h® ERT TGAATTnnnnTACCCT 5-UTR
B-catenina ’[‘24h® ERT TTACTInnnnCTACCT Intrén 1
UA ERT1 AGTTTANNNNAGGAGA 5 -UTR
S
a-catenina ’[‘24h® ERT2 AGTITANNNnAGGATA Intrén 1
ERT3 TGGTAANNNNGGGGTA Intrén 1
p120 N24h No encontrado - -
UE ocludina N24h ERT AAGCCANNNNGGGGTA Intrén 1
s
201 N5d No encontrado - -
RhoA J'5d ERT TGACTAnnnnTAGCCC 5°-UTR
RhoA GEF-GEF18 N24h No encontrado - -
GAP-p190 124h ERT TAAACTANNNTAACAT 5 -UTR
Racl /[\24h® ERT TGAATTnnnnAGACCC Intrén 1
ERT1 AGTTTANNNNAGGTGA 5 -UTR
GEF-TIAM N24h
Racl ERT2 AGTTTANNNNnGGGCCA Intrén 2
ERT1 TAATCTnnnnITTCCT Intrén 1
GAP-GAP12 N5d
ERT2 TTAACTnnnnTTACCC Intrén 1
Rapl N24h ERT TAACTCnnnnCTACCT 5°-UTR
ERT1 GGTTCANNNNAGGGTA Intrén 1
Rap1l GEF-C3G N5d
ERT2 TGGCTTNNNnTIGTCCT Intrén 1
GAP-SPA1 n/d ERT AGGCAANNNNAAGTTA Intrén 1
Cdc42 N24h ERT TTACTTnnnnGGACCT Intrén 1
Cdca2 GEF-FRG n/d ERT GGTTCANNNNAGGAAA Intrén 2
GAP-Rich n/d No encontrado - -
ARP2 N24h No encontrado - -
Otras
PGGT N5d No encontrado - -

*Se consideraron aquellos genes que mostraron cambios estadisticamente significativos respecto del
control (NF53) (p < 0,05). Las diferencias significativas no necesariamente implican que cumplen con el
umbral establecido para ser considerados genes de respuesta temprana (®, ver discusion).
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Figura 36. Resultados del andlisis in silico del rastreo de secuencias génicas ERT. Representacion
esquematica de las secuencias publicadas en Xenbase de los genes en estudio, tomando como punto de
referencia al primer nucledtido publicado (cabeza de flecha). Los ERTs encontrados se muestran como
rectangulos verdes con una flecha superior indicando su orientacién.
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8. DISCUSION

Las investigaciones de esta tesis de doctorado se desarrollaron con el objetivo de
profundizar los hallazgos de nuestro grupo, en relacién con los procesos de adhesién
celular mediados por cadherina E, las moléculas que conforman el complejo de anclaje
al citoesqueleto y algunas de las implicadas en la regulacién de dichos complejos,
durante el desarrollo metamérfico de anfibios anuros. En una primera etapa, los
estudios se focalizaron en el intento de analizar el comportamiento de estas moléculas
en una especie autéctona de anfibios, el sapo Rhinella arenarum. En particular, se
intentaron corroborar mediante andlisis de expresion génica, los estudios
morfométricos desarrollados por lzaguirre (2003), los cuales mostraron las
modificaciones en los patrones de expresion de cadherina E, B- y a-catenina en el
epitelio del estémago de R. arenarum, tanto en condiciones normales como bajo

tratamiento con HT.

Como objetivo general se planted la demostracion del rol fundamental que tiene el
reclutamiento de cadherina E inducido por la HT, para el establecimiento de la
polarizacidon y diferenciacién epitelial del tracto digestivo. En particular, resultdé de
interés determinar si cadherina E, -, a-catenina y p120 son genes de respuesta
temprana al estimulo desencadenado por la hormona T3, asi como la incidencia de
esta hormona sobre las UAs, la polarizacién y la diferenciacidon epitelial del tracto
digestivo. Adicionalmente, para avanzar en la comprensién de los mecanismos
moleculares de dichos procesos, se analizaron las vias de activacion transcripcional
diferencial de un grupo de GTPasas pequefias, moduladoras del citoesqueleto celular

asociado.

Debido a las dificultades encontradas en los estudios planificados originalmente con R.
arenarum, la mayor parte de los estudios se completaron en X. laevis, una especie

ampliamente utilizada en las investigaciones de biologia del desarrollo.

Un organismo multicelular no es meramente una coleccion de tipos celulares
aleatoriamente distribuidos. El desarrollo involucra no sélo la diferenciacién celular,

sino también su morfogénesis en arreglos multicelulares, tales como tejidos y 6rganos.
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Cuando se observa la anatomia detallada de un tejido, claramente se distingue una

organizacién intrincada y precisa de numerosos tipos celulares.

En los embriones de vertebrados hay esencialmente dos grupos de células: las
epiteliales, las cuales estdn estrechamente conectadas entre si formando |dminas o
tubos y las mesenquimatosas, que carecen de conecciones mutuas y operan como
unidades individuales (Gilbert, 2000). La morfogénesis se produce a través de un
repertorio limitado de procesos en estos tipos celulares: (1) nimero y direccién de las
divisiones celulares; (2) cambios en la forma celular; (3) movimiento celular; (4)
crecimiento celular; (5) muerte celular y (6) cambios en la composicién de la

membrana y la matriz extracelular.

Serian al menos dos las principales vias por las cuales las células se comunican entre si
para desencadenar la morfogénesis. La primera se da a través de substancias
difusibles, que son producidas por un tipo de células que actian sobre otras. Estas
substancias incluyen hormonas, factores de crecimiento y morfégenos. La segunda,
involucra el contacto entre las superficies de células adyacentes. Durante el periodo de
organogénesis, tanto células individuales, como agrupadas, cambian sus posiciones
relativas y se asocian con otros tipos celulares. Asi, la formacidn de tejidos y érganos
implica la interaccion selectiva de células vecinas para crear los arreglos necesarios de

los diferentes tipos celulares.

Los eventos moleculares que median el reconocimiento selectivo de las células y su
formacion en tejidos y érganos ocurren a nivel de la superficie celular. Mientras que el
paradigma dominante de la genética del desarrollo es la expresidn diferencial de los
genes, el de la morfogénesis involucra la afinidad diferencial de las células. Estas
afinidades pueden ser por la superficie de otras células o por las moléculas de la matriz

extracelular.

Un epitelio simple es un rasgo conservado de todos los metazoos y es un tejido
esencial para la multicelularidad organizada. Comprende una monocapa, que a
menudo toma forma tubular, de células polarizadas que rodean un espacio luminal,
separando el interior del organismo de su ambiente circundante. El citoesqueleto, las
organelas citoplasmaticas y los dominios de la membrana plasmatica estan

organizados asimétricamente, con la membrana plasmatica apical limitando el lumen'y
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las membranas basolaterales que contactan con la matriz extracelular y las células
vecinas (Gumbiner, 2005; Bryant y Mostov, 2008; Nelson y col., 2013). Los complejos
de adhesién célula-célula mantienen juntas a las células epiteliales y una MEC rodea
los tubos epiteliales. La ruptura de la polaridad epitelial y de la adhesién célula-célula
causa defectos del desarrollo y diversas patologias en tejidos adultos (Watabe vy col.,
1994; Larue y col., 1994, 1996; Kane y col., 1996; Bullions y col., 1997; Torres y col.,
1997; Benjamin y Nelson, 2008; Stepniak y col., 2009; Marchiando y col., 2010).

Los epitelios simples anteceden el origen de los metazoos y se cree constituyeron los
primeros tejidos organizados en la evolucidon de los seres vivos. Al presente se postula
la existencia de dos linajes diferentes de unicontes responsables del desarrollo
independiente de la multicelularidad: los amoebozoos (eucariotas, tal como el moho
del fango Dictyostelium) y los opistocontes (eucariotas, tales como metazoos,
coanoflagelados y hongos). Entre los representantes actuales del primer linaje se ubica
a Dictyostelium discoideum, un organismo que ante condiciones ambientales adversas
desarrolla una punta de epitelio polarizado para formar un cuerpo fructifero, a partir
del agregado de amebas (Dickinson y col., 2011). En el segundo linaje, el representante
clave es el epitelio simple que constituye el tejido central de todos los metazoos. La
camara alimentaria de los poriferos (esponjas) estd tapizada con un epitelio
(coanodermo) conformado por coanocitos polarizados que direccionalmente absorbe
nutrientes del agua (Leys y Hill, 2012) y los placozoos como Trichoplax adhaerens
consistente de varios miles de células arregladas en una bicapa epitelial, de las cuales
la ldmina ventral es requerida para la absorcion de nutrientes (Srivastava y col., 2008;
Schierwater y col., 2009). En animales morfolégicamente complejos como los
mamiferos, los epitelios definen la arquitectura tisular y regulan funcionalmente
diversos érganos tales como pulmoén, estdmago, intestino y rifiones. Asi, la formacion
de un epitelio polarizado simple es un requerimiento clave para la evolucién de la
multicelularidad organizada y la diversificacién funcional de los tejidos (Cereijido y col.,

2004).

Dado el rol evolutivo y funcional de los epitelios, el conocimiento de los mecanismos
gue rigen su estructura y su funcién son claves en la biologia de los metazoos. Las

células epiteliales se caracterizan por fuertes interacciones adhesivas célula-célula
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mediadas por uniones, sitios adhesivos especializados en los cuales una variedad de
glicoproteinas transmembrana establecen una interfaz con el citoesqueleto. Si bien
cada tipo de unién tiene su propio mecanismo de formacion, regulacién y funcidn,
existe una amplia comunicacién entre ellas, influencidndose mutuamente en su
dinamica y propiedades de sefializacion. Entre los complejos de unidn se encuentran
las UAs dependientes de cadherinas, las cuales son cruciales para la organizacion
general, dindmica y fuerza de los contactos intercelulares (Gumbiner y col., 1988;
Perez-Moreno y Fuchs, 2006; Takai y col., 2008; Franke, 2009). En particular, cadherina
E tiene un rol fundamental en la biogénesis epitelial, regulando especificamente la
sefializacion celular y la formacién de otras uniones. En vertebrados, la formacién y
mantenimiento de las UAs son reguladas por diversos factores, entre ellos las

hormonas tiroideas (lzaguirre, 2003).

La hormona tiroidea T3, juega un papel muy importante en la diferenciacion,
desarrollo y metabolismo de la mayoria de los tejidos de los vertebrados. Actta sobre
las células diana a través de receptores nucleares, que son factores de transcripcién
dependientes de ligando, pertenecientes a la superfamilia de los receptores nucleares.
Por lo tanto, T3 regula de forma directa la expresidon de un nimero limitado de genes

especificos.

Como se indicd precedentemente, la morfogénesis epitelial es un proceso que ha sido
extensamente estudiado, desde diversas perspectivas y desde hace muchos afios. Por
un lado, la dinamica en la formacion y el mantenimiento de las UAs es blanco de
numerosos estudios, asi como su interrelacion con otros complejos de unién y con
diversas vias de sefializacién intracelular involucradas en la determinacidn del fenotipo
epitelial. Por otro lado, el rol que desempefia la hormona T3 en la diferenciacién
celular durante la morfogénesis de vertebrados también es el tema de trabajo de
numerosos investigadores. En esta tesis se obtuvieron resultados en un sistema in
vivo, que se cree ayudaran a la comprensién del complejo entramado de moléculas y
vias de sefalizacién que intervienen de manera sincronizada para la determinacion del

fenotipo epitelial durante la organogénesis.
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8.1. Secuencia nucleotidica de B-catenina de Rhinella arenarum

Rhinella arenarum ha sido utilizado en Argentina en diversos campos de investigacién
(fisiologia, histologia, embriologia, ecotoxicologia, etc.) a partir de la década del 40/,
desde el primer premio Nobel argentino Bernardo Houssay (Houssay y col., 1942)
hasta prestigiosos grupos de la actualidad (Ferrari y col., 2009; Rosenbaum vy col.,
2012; Toranzo y col., 2014, Jungblut y col., 2012). Desde hace varios afos, esta especie
ha sido seleccionada por nuestro grupo como uno de los modelos experimentales de
estudio de los procesos de adhesion celular ya que, entre otras caracteristicas, posee
desarrollo embrionario y larval externo, asi como un tamafio adecuado para realizar
estudios del desarrollo y morfométricos. Desde el comienzo de este trabajo de tesis,
uno de los principales obstdculos emergentes consistié en la carencia de datos
gendmicos de la especie. Sin embargo, a pesar de esta dificultad, se decidié continuar
trabajando con ella, no solo para avanzar con los estudios, sino también porque a nivel
mundial existe consenso que es necesario realizar estudios sistematicos utilizando
modelos de organismos alternativos, morfolégicamente divergentes, ya que el uso de
un pequefio numero de modelos animales tradicionales resulta insuficiente para la
comprensién de la evolucion de la diversidad morfoldgica y genética de los seres vivos
(Carroll y col, 2001; Xavier-Neto y Behringer, 2005; Behringer y col, 2006; Rojas-
Cartagena y col., 2007; Philipp y Kimble, 2009; Sun y col, 2011). La posibilidad de
aportar datos de esta especie, es importante para dilucidar los mecanismos

moleculares que subyacen a las diferencias morfoldgicas entre especies.

Para intentar obtener las secuencias, o parte de ellas, de los ARNms de las moléculas
gue forman los complejos de adhesidon célula-célula, se elabord una estrategia
bioinformdtica de disefio de cebadores para dos moléculas claves: cadherina E y 3-
catenina. Dicho procedimiento se basé principalmente en la secuencia de Xenopus
laevis, especie filogenéticamente cercana a R. arenarum. De los intentos realizados con

estas dos moléculas, sélo se obtuvo un fragmento del ADNc de [-catenina.

El producto obtenido por PCR, fue secuenciado y comparado con los homdlogos de
ocho vertebrados, mostrando un alto nivel de identidad (Galetto y col., 2012). La
comparacion de los ARNms de B-catenina con los de varias especies, muestra que el

tamano de la regién codificante exhibe un alto grado de similitud entre ellas, aunque

127




difieren los tamafios de los extremos 5 y 3" no codificantes. El ADNc de B-catenina de
Xenopus laevis tiene 3.445 pb de los que, 249 pb corresponden al UTR-5', 850 pb al
UTR-3' mientras que la secuencia codificante estd comprendida entre las bases 250 y

2.595, codificando una proteina de 781 residuos de aminoacidos (McCreay col., 1991).

La secuencia de (-catenina resultd altamente conservada, con una region N-terminal
de aproximadamente 130 residuos de aminoacidos, una regién central de 550 con 12
repeticiones armadillo (ARM), y una regién C-terminal de 100 residuos de aminodcidos
(Huber y col., 1997; Xing y col., 2008). La secuencia de Rhinella arenarum obtenida
(aminoacidos 9 al 185), incluye casi completamente la regién N-terminal y la primera
repeticion armadillo de B-catenina. Ambos segmentos son cruciales para mediar las
interacciones proteina-proteina e incluyen el sitio de unién a a-catenina, a través del
residuo Tyr-142; los sitios de ubiquitinacidén/acetilacion de Lys-19 y Lys-49 y un motivo
de fosforilacidon consenso de la glucégeno sintetasa quinasa 3B (GSK3). Esta regién de
B-catenina habilita su funcién de andamio para interacciones multiproteicas (Aberle y
col., 1994; Hulsken y col., 1994; Pai y col., 1996; Fukata y col., 1999; Huber y Weis,
2001). La secuencia entre la region N-terminal y la primera repeticion armadillo
(aminoacidos 118 a 146) es el sitio de unidn a a-catenina (Aberle y col., 1994, 1996.),
gue segun los resultados bioinformaticos obtenidos en esta tesis, exhiben un 100% de
conservacion entre las diferentes especies analizadas. En esta secuencia se encuentra
el residuo Tyr-142, esencial tanto para la interaccién con a-catenina (Aberle y col.,
1996; Piedra y col., 2003), como para la estabilizacion del complejo de B-catenina/a-
catenina. Asimismo, se determind que su fosforilacion mediada por las tirosinas
quinasas Fer o Fyn, impide la formacion del complejo entre dichas cateninas (Pokutta y
Weis, 2000; Piedra y col, 2003). Se sabe ademds, que los sitios de
ubiquitinacion/acetilacion Lys-19 y Lys-49 y el motivo de fosforilacion consenso de
GSK3 estan altamente conservados e implicados en la degradacion de B-catenina por la
via de la ubiquitina-proteasoma, la cual a su vez estaria involucrada en la regulacion de
la via candnica de sefalizacion Wnt (Aberle y col., 1997; Wolf y col., 2002; Winery col.,
2006; Ge y col., 2009). Adicionalmente al residuo de Tyr-142, la region N-terminal de
vertebrados posee el residuo Tyr-86, que en la secuencia obtenida para R. arenarum es

reemplazado por un residuo fenilalanina (Phe). Este hallazgo resulté de especial
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interés ya que Roura y col. (1999) demostraron que el cambio de dicho aminodcido no
modifica la unién entre [-catenina y cadherina E, al emplear estudios in vitro con
mutantes puntuales Tyr-86—>Phe. Si bien Tyr-86 es un buen sustrato para pp60c-src, su
cambio por fenilalanina no modifica significativamente la interaccion con cadherina E,
mostrando constantes de asociacion y afinidad similares a las de tipo salvaje.
Posteriormente, Hu y col. (2001) sugirieron que la fosforilacién de Tyr-86 en la
proximidad del sitio de unién a a-catenina, disminuiria la afinidad entre ambas

cateninas, aunque esta hipétesis no pudo ser corroborada (Piedray col., 2003).

Adicionalmente, en la secuencia de R. arenarum, se observaron otros cambios de
aminodcidos respecto a la secuencia consenso de vertebrados, tales como Glu-
53->Asp y Glu-77->Asp, los cuales podrian no tener efectos sobre la funcién de B-
catenina, debido a que ambos aminoacidos presentan propiedades similares. A
diferencia de los cambios anteriores, la sustitucién de Ser-73->Pro también detectada
deberia ser estudiada mas profundamente. Sin embargo, a pesar que su implicancia
debera ser analizada, se puede hipotetizar que dicho cambio no tendria efectos sobre
la estructura y funcionabilidad de la proteina ya que, si bien la pérdida de un residuo
serina podria tener efectos por ser un potencial blanco de quinasas, no hay reportes
gue indiquen que Ser-73 sea uno de ellos. Por el contrario, los residuos Ser-33,37,45y
Thr-41, son sitios de fosforilacion de la GSK-3 y se encuentran conservados desde
Drosophila a humanos (Peifer y col., 1994; Liu y col., 2002), incluyendo a R. arenarum.
La mutacion que resulté en la sustitucién del residuo Ser-73 por Pro, posee una muy
alta probabilidad de ocurrencia ya que podria ser el fruto de una mutacion puntual,
esto es, la sustitucién de una Unica base en el coddén de Ser, que pudo resultar en la
produccidn de uno para Pro. Esto es asi ya que cualquiera de los cuatro codones para
Ser (UCU, UCC, UCA, UCG) puede mutar a codones para Pro (CCU, CCC, CCA, CCG), por

una Unica mutacion de transicion.

La obtencidn de esta secuencia de B-catenina de R. arenarum permitié avanzar con el
estudio de sus niveles transcripcionales, tanto en condiciones de metamorfosis

espontanea como inducida por hormona T3 exdgena.

B-Catenina es una molécula muy importante en diversos procesos celulares, cualquier

alteracion en su estructura, funcionalidad o localizacidon intracelular tiene Ia
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potencialidad de desencadenar numerosas malformaciones durante la embriogénesis,
como alteraciones en el mantenimiento normal de los tejidos y carcinogénesis, entre
otras patologias (McCrea y col., 1993, lzaguirre y col., 2001; Varallo y col., 2003;
Bowley y col., 2007; Jamieson y col., 2012).

Debido a estas razones, [B-catenina es considerada como una molécula central de
numerosos estudios estructurales y funcionales, cuyos objetivos estan focalizados en
desentrafiar la cascada de eventos que regulan la morfologia y funcionamiento normal
de los tejidos animales. En este contexto, la secuencia de -catenina obtenida en esta
tesis constituye un aporte sustancial que confirma algunas de las hipdtesis sobre la
actividad de esta molécula y al mismo tiempo, abre el escenario futuro de lineas de

analisis aun no exploradas.

En los dultimos afios y con el advenimiento de numerosas herramientas
bioinformaticas, se dié especial importancia al estudio del origen evolutivo de [3-
catenina. Si bien dentro de los metazoos esta molécula exhibe un alto grado de
conservacion, experimentd cambios en algunos linajes, particularmente por
duplicacién génica. Asi, se postula que en vertebrados y a partir de un ancestro comun
con el resto de metazoos no vertebrados, y-catenina se habria originado por
duplicacion del gen de [-catenina. Se hipotetiza que y-catenina podria tener roles
diferentes a -catenina, tanto en la sefalizacién de la via Wnt (Maeda y col., 2004)
como en su funcién adhesiva, ya que en los Dms frecuentemente se encuentra
vinculando desmogleinas y desmocolinas al citoesqueleto y sélo en algunos sistemas
tisulares en las UAs junto a B-catenina (Witcher y col., 1996; Williams y col., 2000;
Schneider y col., 2003). Por otro lado, en los nematodos Caenorhabditis elegans y C.
briggsae se detectd una duplicacién génica que se postula habria originado tres
ortélogos de P-catenina, denominados BAR-1, WRM-1 y HMP-2. Cada una de estas
moléculas habria retenido una Unica funcién de las presentes en las [-cateninas
ancestrales. BAR-1 y WRM-1 cumplirian funciones en la via Wnt, mientras que HMP-2
retendria su rol en la integracién de los complejos adhesivos (Korswagen y col., 2000;

Natarajany col., 2001; Zhao y col., 2011).

A partir de estos hallazgos, algunos autores sugieren que un Unico gen de [3-catenina

en el Ultimo ancestro comun de los metazoos, cerca de 700 millones de anos atras,
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habria cumplido funciones tanto en los procesos de adhesidon célula-célula, como en
los de sefializacién, postuldandose que en ciertas especies, sus duplicaciones habrian
facilitado su evolucién, dotandola de nuevas funciones no caracterizadas

completamente (Schneider y col., 2003).

Hasta el afio 2000, numerosos estudios estructurales y funcionales realizados sobre 3-
catenina sugerian que esta proteina es exclusiva de los metazoos. En la actualidad,
estudios realizados en protistas unicelulares como Dictyostelium discoideum aportan
nuevas evidencias que sugieren su presencia predatando la aparicién de las cadherinas
y sugiriendo una funcién primitiva implicada en la adquisicion temporal de uniones
entre organismos unicelulares. Como se indicé previamente, Dictyostelium es capaz de
formar cuerpos fructiferos en condiciones limitantes, a partir de procesos
morfogénicos que llevan a la formacion de un epitelio polarizado, para el cual o-y -
catenina serian esenciales. En este organismo no se detectaron cadherinas cldsicas ni
proteinas de polaridad o de la via de sefializacion Wnt (Grimson y col., 2000; Coates y
col., 2002; Dickinson y col., 2011). Estos antecedentes permiten ubicar a [-catenina
como una molécula clave para dilucidar la transicion hacia la pluricelularidad de los
metazoos. Ademas de las P-cateninas de metazoos, se encontraron potenciales
homélogos en otros organismos, tales como las proteinas Arabidillo-1 y -2 de
Arabidopsis thaliana (Coates, 2003) y Volcadraf-41528 del alga verde Volvox carteri
(Prochnik y col., 2010). Ambas moléculas pertenecientes al Reino Vegetal y la proteina
vac8p de Saccharomyces cerevisiae del Reino Fungi (Wang y col., 1998), sugiriendo que
[3-catenina pudo haber existido en el ultimo ancestro comun que dio origen a algas

verdes, plantas, hongos y animales.
8.2. Evaluacion del modelo de induccion en anfibios

Para evaluar el efecto de la hormona T3 sobre los complejos de UAs del epitelio
estomacal, se aplicé un modelo de induccién a la metamorfosis, sometiendo a la
accién de la hormona T3 exdgena, a larvas premetamdrficas de dos especies de

anfibios, Rhinella arenarum y Xenopus laevis.

Los resultados demuestran claramente que la metamorfosis de estos anuros es

dependiente de esta hormona. El tratamiento con T3 durante 5 dias produjo una
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profunda remodelacién craneal, el desarrollo de los miembros posteriores y una
extensa remodelacion y acortamiento del tubo digestivo. Se obtuvo una disminucion
significativa de las longitudes total, de la regién cabeza y tronco asi como de la cola de
los renacuajos, aunque la reabsorcién completa de esta uUltima no se produjo, con la
magnitud observada en la metamorfosis espontdnea. Estos resultados son
coincidentes con los obtenidos previamente (Tata, 1968; Dodd y Dodd, 1976; Shi y
Hayes, 1994; Izaguirre, 2003; Ishizuya Oka y col., 2003; Buchholz y col., 2003 y 2007;
Das y col., 2006; Fu y col., 2007). Adicionalmente, las larvas exhibieron importantes
cambios morfoldgicos en sus extremidades posteriores, pasando de una estructura sin
divisiones a un miembro articulado como el de los ejemplares adultos, con sus cinco

digitos completamente diferenciados.

La reabsorcion de la cola, es el ultimo de los cambios experimentados por los
renacuajos en el climax metamorfico, donde los niveles de hormona alcanzan los picos
maximos. En los modelos de induccion aplicados en esta tesis, las larvas no
reabsorbieron completamente su cola, probablemente por la concentracidon de
hormona empleada y/o el tiempo de tratamiento aplicado. Este comportamiento
refleja claramente que el efecto de la T3 es dependiente del érgano, asi como del
estadio del desarrollo y crecimiento (Shi, 2000). Segun Smith y Tata (1976), la
reabsorcion inducida por T3 en renacuajos premetamaérficos requiere un periodo de
aproximadamente dos dias, en presencia de 50 a 500 nM de hormona, es decir

concentraciones superiores a las utilizadas en este trabajo de tesis.

Se verifico a su vez, que las dimensiones del tubo digestivo se reducen notablemente,
tanto en diametro como en longitud. Si bien dicha disminucién no alcanzé los niveles
producidos durante la metamorfosis espontdnea, los cambios respecto al control son
notables y significativos. El acortamiento abrupto del intestino de anuros durante la
metamorfosis se ha documentado previamente. Dicha reduccién varia segun las
especies, con rangos que van desde 58% para Rana temporaria (Janes, 1934) hasta
valores maximos de 85% en Rhinella arenarum (lzaguirre, 2003) y 90% en Alytes
obstetricans (Dauca y Hourdry, 1985). Para Xenopus laevis los valores reportados son
del 58% y 76% a los 5 y 7 dias de tratamiento con T3 10 nm repectivamente, siendo el

segundo valor del orden de la reduccidon encontrada en la metamorfosis espontanea
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(Schreiber y col., 2005). Ambas variables resultan superiores a las utilizadas en esta
tesis. Ademas de la reduccidn de la longitud del tubo digestivo, el diametro también
decrece, lo cual se corresponde con el acortamiento de las fibras musculares
individuales (Schreiber y col., 2005) y expresan respuestas comparables a las obtenidas
por lzaguirre (2003) en Rhinella arenarum y por Schreiber y col. (2005) en Xenopus

laevis.

Estos resultados permitieron comprobar la efectividad del tratamiento. Aun cuando las
condiciones ensayadas no llevaron a una metamorfosis completa, no quedan dudas
gue indujeron la iniciacidon precoz del proceso, promoviendo profundos cambios tanto

en érganos externos como internos.

Como se expresé previamente, la remodelacion del tubo digestivo durante la
metamorfosis es un excelente modelo para analizar el control diferencial sobre los
procesos moleculares que llevan a la transicién de un epitelio larval a uno adulto.
Dicha remodelacion implica procesos biolégicos bien establecidos como proliferacion y
diferenciacion celular, como asi también la remociéon de una fraccién de los tejidos
larvales por muerte celular programada (Shi e Ishizuya-Oka, 1996; Ishizuya-Oka y

Ueda, 1996; Tata, 1994; Ishizuya-Oka y col., 1998; Shi, 2000).

El andlisis histoldgico del tejido estomacal de Xenopus laevis correspondiente a los
controles sin tratamiento, mostré las caracteristicas tipicas de cada estadio. Asi, en
larvas de estadio NF53 se observd un epitelio superficial pseudoestratificado
regionalmente ciliado, debajo del cual se ubican el epitelio glandular, una delgada capa
de tejido muscular y una tudnica serosa. En este estadio no se indentifican la
submucosa ni la muscular de la mucosa. Contrastando con esta histologia, en el
estdmago de las larvas que se encuentran finalizando la metamorfosis espontdnea
(NF66) se distinguen cambios drasticos, tales como numerosos plegamientos
epiteliales con desarrollo de una mucosa, con las caracteristicas de un epitelio gastrico
adulto (Wiechmann y Wirsig-Wiechmann, 2003). Estos resultados son concordantes
con descripciones reportadas previamente para esta especie (Fox y col.,, 1972;
Ishizuya-Oka y Shimozawa, 1989; Chalmers y col., 1998; Ishizuya-Oka y col., 1998;
Smith y col.,, 2000; Lametschwandtner y col.,, 2012). Los cambios histologicos se
acompaian de cambios funcionales, tales como la sintesis de pepsinégeno activo en el
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epitelio glandular y granulos de mucigeno en las células superficiales hacia el final de la
metamorfosis (Ishizuya-Oka y Shimozawa, 1990; Onimuna y col., 1991; Ishizuya-Oka y

col., 1998).

Los cambios morfoldgicos del epitelio estomacal en el punto experimental de 24hs
incluyen regiones con células sufriendo procesos de muerte celular programada y
concomitantemente, células en divisién. Asimismo, se verificd un engrosamiento de las
capas muscular y serosa. En los animales sometidos a 5 dias de tratamiento, aun
pueden observarse células apoptdticas asi como procesos proliferativos en los tejidos
gldndular, muscular y conectivo. Aun cuando todas las capas muestran un
engrosamiento, no se observa un desarrollo completo de la capa submucosa, ni de la
muscular de la mucosa. Esta progresion temporal del proceso de remodelaciéon
inducido por T3, se corresponde con el observado por Ishizuya-Oka y col. (1998)
durante la metamorfosis espontdnea, principalmente en estadios cercanos al climax

metamorfico (~NF60).

Si se considera el desarrollo de la capa muscular de la mucosa, se observa que el tejido
a los 5 dias adquiere caracteristicas de un tejido gastrico de estadios cercanos al NF63.
De estudios ultraestructurales se conoce que esta capa comienza a desarrollarse recién
en ese punto de la metamorfosis, a partir del cual se observa una diferenciacion
tipoldgica y morfoldgica de las células de la ldmina propia y de la submucosa (Ishizuya-
Oka y Shimozawa, 1989). En funcién de estas observaciones, se hipotetiza que el
desarrollo de la muscular de la mucosa influenciaria la diferenciacién del tejido

conectivo subyacente.

A su vez, en concordancia con los resultados obtenidos en esta tesis, los ensayos de
induccion con T3 realizados sobre cultivos de explantes de estémago, mostraron una
remodelacién gradual a partir de los 7 dias. Se requiriéd un periodo de tratamiento
mayor para observar la sustitucion total de las células epiteliales larvales por las

juveniles y la disminucidn de las células apoptéticas (Ishizuya-Oka y col., 1998).

Estos antecedentes indicarian que para provocar una remodelacién completa del
tracto digestivo de anuros, se requiere extender los tiempos de tratamiento. Sin
embargo, si bien el tratamiento durante 5 dias con T3 no promueve la remodelacion

completa de los tejidos gastricos, claramente se verifica una tendencia que lleva hacia
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su consecucién, induciendo una importante remodelacién, semejante a la observada

durante la metamorfosis espontanea.

No menos importante, es el hecho que los cambios observados en el tratamiento
aplicado son concordantes con el interesante y altamente aceptado modelo actual,
sobre los mecanismos y fenotipos celulares que intervienen en la remodelacién del

tejido epitelial del tubo digestivo (Hasebe y col., 2013).

Como ya se ha expresado, los mecanismos moleculares y los genes involucrados en la
metamorfosis dependiente de T3 sdélo han sido extensivamente estudiados a nivel
intestinal. El intestino larval de Xenopus es una estructura tubular sencilla, compuesto
por una monocapa de células epiteliales larvales con escaso desarrollo de los tejidos
conjuntivo y muscular, excepto en la zona que presenta un Unico pliegue, el tiflosol,
donde el tejido conectivo es abundante (McAvoy y Dixon, 1977; Ishizuya-Oka y

Shimozawa, 1987; Shi e Ishizuya-Oka, 1996) (Figura 37A).

Hasta hace relativamente poco tiempo, la secuencia de eventos y los tipos celulares
gue intervienen en el reemplazo del epitelio larval por el adulto ha sido fuente de
controversias. Mientras que Schreiber y col. (2005) postularon que las células
progenitoras del epitelio adulto derivan de un grupo de células epiteliales larvales,
Ishizuya-Oka y Shi (2005) propusieron que este tejido deriva de una subpoblacién de
células madres adultas localizadas entre el epitelio larval y el tejido conectivo. En la
actualidad, el grupo de Shi propone una teoria integradora y que explica mejor la
coexistencia de eventos altamente antagoénicos. Dicha teoria sostiene que algunas
células epiteliales larvales escapan de la muerte celular y bajo la accién de T3, se
desdiferencian adoptando las caracteristias de las células madres adultas, las que por
proliferacién y diferenciaciéon posterior originan un epitelio con multiples pliegues,
rodeado de una capa de tejido conectivo y una muscular prominentes (Figura 37B)
(Ishizuya-Oka y col., 2009; Hasebe y col.,, 2013). Dicho proceso guarda grandes
similitudes con el que sucede en el intestino postembrionario murino, durante su
maduraciéon dependiente de HT (Ishizuya-Oka y Shi, 2011; Shi y col., 2011). Como se
observa en el tejido gastrico, también a nivel intestinal se incrementa el grosor de los
tejidos conectivo y muscular (McAvoy y Dixon, 1977; Shi y Ishizuya-Oka, 1996; Ishizuya-
Oka y Shimozawa, 1987).
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Los mecanismos por los cuales T3 induce estos cambios a nivel intestinal, se discuten
desde fines de los afios 90" en varios trabajos. En éstos, se sostiene que las
transformaciones son dependientes de las interacciones de los tejidos involucrados,
especialmente los que se dan en la interfaz de los tejidos epitelial y conectivo
(Ishizuya-Oka y Simozawa, 1992; 1994) y entre el tejido epitelial y la matriz extracelular

(Vulkicevicy col., 1992; Brown y Yamada, 1995; Werb y col., 1996).

A nivel molecular, los eventos que llevan a la remodelacién intestinal pueden

clarificarse evaluando las funciones de los genes intestinales de respuesta a HT. Dadas
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Figura 37. A. La ilustracién muestra los cambios del intestino de las larvas de X. laevis durante la
metamorfosis. Las capas de tejido conectivo y muscular (marrén) se engrosan durante la remodelacién,
mientras que las células epiteliales larvales sufren apoptosis o desdiferenciacion a células progenitoras
adultas (azul oscuro), las cuales rapidamente proliferan para formar el epitelio superficial adulto.
Durante la prometamorfosis (NF57) el intestino se compone principalmente de una monocapa de células
epiteliales larvales con escaso tejido conjuntivo y muscular, excepto en el tiflosol. En el inicio del climax
(NF 60), la mayor parte de las células epiteliales larvales mueren por apoptosis. Al final de la
metamorfosis (NF 66), se forma el epitelio adulto con mdiltiples pliegues.B. Modelo propuesto sobre el
rol de T3 durante la remodelacion del intestino de Xenopus laevis. Durante la metamorfosis, T3 actua
directamente (1) en el epitelio de las larvas asi como (2) en el resto de los tejidos intestinales, induciendo
muerte celular programada. Un pequeiio nimero de células dentro del epitelio se desdiferencian al
recibir la sefial de T3 para producir células progenitoras proliferantes. Adicionalmente, T3 induce la
remodelacidn de la matriz extracelular, promoviendo interacciones célula-célula y célula-matriz, que
promueven la formacién de los nichos de células madre que originaran las células epiteliales adultas.
Adaptada de Hasebe y col., 2013.
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las similitudes antes mencionadas entre la remodelacién los epitelios intestinal y
gastrico de X. laevis, es evidente que podrian estar regidos por mecanismos

semejantes.

En el intestino de X. laevis se aislaron varios genes de respuesta a HT (Shi y Brown
1993; Amano y col., 1998; Shimizu y col., 2002; Bulcholz y col., 2007). La accién de T3
se demostré tanto sobre el epitelio, como sobre el resto de los tejidos intestinales,
principalmente sobre el tejido conectivo subyacente y también para la formacion de
células madre adultas. A partir de los estudios de Ishizuya-Oka y Shimozawa (1992), se
postulé la existencia de interrelaciones entre células epiteliales y conectivas durante el
desarrollo inducido por T3. Dicha suposicidén se basé en el gran desarrollo del reticulo
endopldsmico de los fibroblastos presentes en primordios epiteliales adultos
proliferantes, tanto in vivo como in vitro. Estos hallazgos llevaron a considerar la
posibilidad de que los fibroblastos secretasen algin(os) factor(es) clave(s) para el
desarrollo del epitelio adulto. El andlisis por inmunohistoquimica de los genes
inducidos por T3, mostré posteriormente que los perfiles de expresion de la proteina
morfogenética 6sea (BMP-4) se correlaciona estrechamente tanto espacial como
temporalmente, con la presencia de los fibroblastos (Ishizuya-Oka y col., 2001a). Se
observaron maximos niveles de expresién génica de BMP-4 cuando los primordios
proliferan activamente, disminuyendo conforme avanza la diferenciacién. Los estudios
preliminares de los efectos de BMP-4 en células en cultivo, sugieren que desempefia
un papel importante en la diferenciaciéon de primordios epiteliales adultos en el
epitelio intestinal. A su vez, estudios empleando intestino embrionario de aves
demostraron que la proteina sonic hedgehog (Shh) secretada por el endodermo induce
la expresion mesenquimatica de BMP-4 (Roberts y col., 1995, 1998; Sukegawa y col.,
2000). En X. laevis la expresidon postembrionaria de BMP-4 no estaria regulada
positivamente directamente por HT, sino a través de un(os) factor(es) epitelial(es) no
determinado(s) (Ishizuya-Oka et al., 2001b). En contarste, se encontré que en Xenopus
la expresiéon de Shh se encuentra bajo la regulacién directa de HT en el epitelio adulto
(Shi y Brown, 1993; Stolow y Shi, 1995) y exhibe elevados niveles de expresion en los
primordios epiteliales adultos (Ishizuya-Oka y col.,, 2001b). Evaluados en conjunto

estos hechos, se deduce que la HT regula positivamente la expresién de Shh, el cual a

137




su vez induce la expresiéon de BMP-4 en los fibroblastos subepiteliales, los cuales
secretarian factor(es) clave(s) para el desarrollo del epitelio adulto. Como soporte a
esta secuencia de eventos, se demostré que la adicién de Shh exdgeno al medio de
cultivo celular de X. laevis, promueve la proliferacién celular epitelial y del tejido
conectivo (Ishizuya-Oka y col., 2001b). Por lo tanto, la via de sefializacién Shh/BMP
juega un papel clave en las interacciones de los tejidos epitelial y conectivo, esenciales

para el desarrollo del epitelio adulto durante la remodelacion intestinal.

Ishizuya-Oka y col. (2003) analizaron en el intestino X. laevis, la expresién de Musashi-1
(Msi-1), un marcador de células madre epiteliales de mamiferos y demostraron que su
expresidn esta regulada positivamente por HT. Asi, mientras su expresion es débil en el
epitelio de las larvas aumenta significativamente en células progenitoras del epitelio
adulto (Ishizuya-Oka y col., 2003; Schreiber y col., 2005). Estos resultados refuerzan la
hipdtesis de que, las células madres progenitoras del epitelio adulto de anfibios son
analogas a las presentes en el intestino de mamiferos, sugiriendo que la regulacién del
desarrollo de estas células madres intestinales se encuentra altamente conservada.
Adicionalmente, los autores sostienen que los bajos niveles de ARNm-Msi-1 en el
epitelio larval premetamérfico, son consistentes con el hecho de que estas células
parcialmente diferenciadas podrian tornarse proliferativas por desdiferenciacién y

finalmente originar las células progenitoras adultas.

Diversos estudios demostraron a su vez, que en el inicio de la remodelacién
metamorfica intestinal, se produce un aumento de permeabilidad de la lamina basal y
de la degradacion de la matriz extracelular circundante, debido a la participacion de
metaloproteinasas de matriz (MPM), tales como colagenasas, gelatinasas y
estromelisinas (Ishizuya-Oka y Shimozawa, 1987; Woessner, 1991; Matrisian, 1992;.
Birkedal-Hansen y col., 1993; Barret y col., 2004; McCawley y Matrisian, 2001; Fu y col.,
2007). Como consecuencia, aumentan los contactos celulares entre los primordios
epiteliales adultos y el tejido conectivo (Ishizuya-Oka y Shimozawa, 1987) y progresa la

remodelacion del 6rgano.

De los genes de MMPs identificados previamente como de respuesta a HT, la
estromelisina-3 (ST3 o MMP-11) es el Unico cuya expresion se correlaciona
estrechamente tanto espacial, como temporalmente con el inicio de la remodelacion
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epitelial y la modificacion de la l[dmina basal (Patterton y col., 1995; Stolow y col.,
1996; Damjanovski y col., 1999). Experimentos in vivo e in vitro demostraron que ST3
interviene en la remodelacion epitelial, aunque sus efectos sobre el epitelio adn no se
determinaron. Recientemente, se identificdé que una proteina receptora de laminina
(67 kDa) presente en la ldmina basal es un sustrato de la ST3 (Amano y col., 200543, b).
De acuerdo a estos resultados, un posible escenario seria que la HT induzca la
expresion especifica de ST3 en el tejido conectivo, que a su vez alteraria las
interacciones epiteliales: célula-MEC por escision del receptor de laminina,
provocando la transduccién de sefales que conduce a cambios celulares en los

epitelios larvales.

Si bien los mecanismos de remodelacién del tubo digestivo durante la metamorfosis se
estudiaron extensivamente (Duesberg, 1906; Bowenrs, 1909; Swingle, 1918; Kuntz,
1924; Lambertini, 1929; Blacher y col., 1931; Janes, 1934; Barrington, 1946; Griffiths,
1961; Shi, 2000; Ishizuya-Oka y Shi, 2005; Ishizuya-Oka y col., 2009; Heimeier y col.,
2010; Sirakov y Plateroti, 2011), el analisis de las interacciones celulares mediadas por
moléculas adhesivas ha sido escasamente abordado. Estas interacciones resultan
criticas para llevar a cabo movimientos morfogenéticos de intercalacién, ingresién,
egresidn y migracion celular, que en conjunto conducen a la remodelacién del epitelio

gastrico.

Por este motivo, se hipotetizd que dichos procesos dependen de manera critica del
ensamble y desensamble del sistema de adhesidn célula-célula mediado por
cadherinas (Schock y Perrimon, 2002; Izaguirre, 2003). En funcidn de este postulado, y
para profundizar el estudio, se propuso analizar el efecto del tratamiento con T3 sobre
la ultraestructura de los complejos de unién intercelular. En los epitelios polarizados, la
presencia del complejo tripartito apical (UE, UA y Dm), descripto originalmente por
Farghuar y Palade (1963), es una caracteristica de su madurez funcional, ya que no
s6lo garantizan la adhesién entre células sino que se erigen como barrera epitelial y

determinante de la polaridad y funcionalidad (Knust y col., 2002).

Si bien la morfologia ultraestructural de las UAs son similares entre diferentes especies

animales (Harris y Tepass, 2010), existen escasos estudios in vivo que analicen la
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remodelacién de las UAs ultraestructuralmente. En particular, no se encontraron

reportes que las estudien a este nivel durante la metamorfosis de anuros.

En los estadios control (NF53 y NF66) se observé la presencia de los tres tipos de
union, con caracteristicas morfolédgicas y morfométricas similares a las reportadas en
la bibliografia. En las micrografias electrénicas de transmisidn, las UEs se observan
como una serie de contactos puntuales, descriptos en la bibliografia como "besos"
(Cereijido y col., 1993; Fujimoto, 1995). Dicha morfologia se condice con la hallada al
analizar la estructura intramembrana mediante la técnica de microscopia electrdnica
de congelacion y fractura, donde los contactos célula-célula coinciden con filas de
particulas que forman fibrillas ramificadas alrededor de cada célula. Ademas, la
microscopia inmunoelectréonica revelé agregados lineales de la proteina
transmembrana ocludina dentro de las fibrillas, las cuales parecen asociarse entre las
células y sellar el espacio paracelular (Fujimoto, 1995). Cada contacto o barrera lineal,
es probable que contribuya a la resistencia en la via paracelular porque cuando se
comparan tejidos, el numero de fibrillas se correlaciona con la resistencia eléctrica y la

impedancia paracelular (Claude, 1978; Reuss, 1991).

Las UAs del epitelio gastrico de los animales control exhibieron una morfologia similar
a la descripta por Farghuar y Palade (1963). Esta regién presenta las membranas de
células vecinas dispuestas paralelamente, extendiéndose por distancias de 0,2 a 0,5
um de longitud, mientras que el espacio intermembrana esta en el rango reportado
para estas uniones (entre 150 y 300A) (Farquhar y Palade, 1963; Fawcett y McNutt,
1969; McNutt y Weinstein, 1973; Miyaguchi, 2000). Llamativamente, dichos valores de
espacio intermembrana coinciden con los reportados por Harrison y col. (2011), al
estudiar por cristalografia los ectodominios completos de las cadherinas clasicas E, Ny
C. Estas estructuras cristalograficas revelaron la organizacién extracelular de las UAs,
las cuales presentan una capa molecular ensamblada a través de dos interfaces: una
mediante interacciones trans por el intercambio de cadenas entre los dominios EC1 de
cadherinas opuestas y una interfaz lateral cis, en la que una superficie de dominio EC1
diferente interactia con una regién del dominio EC2 de una molécula vecina. La
geometria de esta capa molecular es consistente con la teoria de que las cadherinas

adhesivas emanan de membranas opuestas y sugiere una separacion intermembrana
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de 185 a 262 A. Es probable que estos valores correspondan a un rango continuo de
posibles distancias intermembrana, ya que el modelado molecular mostré que la
diferencia en el espaciamiento entre las tres cadherinas se debe a la curvatura de los
ectodominios, la cual probablemente sea variable a pesar de la rigidizacion por la
union del calcio en las regiones interdominio. En el mismo trabajo, utilizando
liposomas recubiertos con ectodominios de cadherinas, se evaluaron las estructuras
establecidas por microscopia electrénica, observando un arreglo consistente con la

disposicion reticular exhibida por los cristales.

En los Ultimos afos, se realizaron grandes esfuerzos para dilucidar el mecanismo por el
cual los monémeros de cadherina E se organizan en clisteres en las UAs. Mediante
técnicas de microscopia dptica y electrénica, se estimé que la densidad de moléculas
estd en el rango de 14-24 moléculas/100 nm? (Hirokawa y Heuser, 1981; Miyaguchi,
2000; McGill y col., 2009). Utilizando técnicas de microscopia de superresolucion, en
combinacidn con mutaciones funcionales que alteran la estructura de cadherina E, se
determind que las moléculas se agrupan en clUsteres de aproximadamente cinco
moléculas. Estos se establecen independientemente que las interacciones sean cis o
trans, estan delimitados por un mallado de actina F cortical y son los precursores de
uniones adhesivas trans que finalmente componen la UA madura. Estos datos indican
qgque las UAs tienen una organizacién heterogénea en clusteres de cadherinas,
distribuidos a través de la zona de unién (Wu y col., 2015). Esta organizacion modular
puede ser importante para la rdpida reorganizacion de las UAs durante Ia

morfogénesis (Harris y Tepass, 2011; Wu y col., 2015).

Los Dms de los animales control (NF53 y NF66) también exhiben una morfologia
caracteristica. Su estructura es electrodensa, altamente organizada y de menos de 1
um de didmetro. Presentan una region central que se extiende por el espacio
intercelular entre las células opuestas, separando dos placas citoplasmaticas idénticas
asociadas con la red de filamentos intermedios. Por estudios de microscopia
electrénica se ha establecido que el espacio intermembrana de los Dms es de
aproximadamente 34 nm (Al-Amoudi y col., 2004). En dichos espacios se observan
puentes cruzados que se extienden hacia la membrana plasmatica en la linea media

densa (Rayns y col., 1969). Esta linea seria el resultado de la disposicion altamente
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organizada de los dominios extracelulares de las cadherinas desmosémicas (Garrod y
col., 2005). Estos ectodominios ademds de exhibir ordenamiento en el plano Z,
muestran arreglos en las direcciones X e Y. A su alrededor, el material electrodenso
muestra un patron punteado que describe una matriz cuadriculada. Estudios ulteriores
demostraron, mediante modelado por homologia de las cadherinas desmosdmicas
(Boggon y col., 2002), que esta disposicion semicristalina proporciona un modelo
racional del material intercelular de los Dms en las direcciones X, Z e Y (Garrod y col.,

2005).

A nivel morfométrico, se encontraron diferencias porcentuales en la cantidad y
distribucion de Dms entre los estadios control, observandose incrementos del orden
del 26% al final del climax metamorfico. En el estadio premetamérfico (NF53), ademas
de la escasez de zonas epiteliales con Dms, cuando estan presentes, en su mayoria se
encuentran ubicados alejados de las UEs - UAs y en consecuencia, los complejos
tripartitos apicales son proporcionalmente escasos. Por el contrario, al finalizar la
metamorfosis espontdnea, el 80% de las zonas analizadas exhiben el complejo apical
caracteristico. Si bien el epitelio larval es funcional en el estadio NF53, el mismo se
encuentra en un proceso de diferenciacién dinamico y por lo tanto, requiere un alto
grado de flexibilidad y maleabilidad en términos de la motilidad celular hasta
completar su desarrollo (Garrod y Chidgey, 2008). Los Dms son las uniones tisulares
gue les confieren estabilidad y resistencia al estrés mecanico al que estdn sometidos
(Garrod y Chidgey, 2008; Desai y col., 2009). Este conjunto de hechos, resulta
coherente con los resultados observados en esta tesis. Adicionalmente, se ha
reportado que en algunos epitelios de 6rganos en desarrollo, como el de los tubulos
renales, los componentes desmosdmicos se expresan muy tempranamente, aunque su
morfologia posee una organizacidon rudimentaria. Esto sugiere que para facilitar las
modificaciones de los contactos célula-célula, la adhesion mediada por los Dms seria
labil durante la morfogénesis, proporcionando la movilidad celular requerida para que
se completen los procesos organogénicos (Garrod y Fleming, 1990). Mas
recientemente Garrod y Kimura (2008) demostraron que conforme avanza el
desarrollo los Dms de la epidermis murina, pasan de una configuracién flexible,

dependiente de calcio, a una independiente de este catidén, corroborando que la
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morfologia de este tipo de uniones cambia durante el desarrollo de los érganos segun

los requerimientos funcionales.

De la literatura revisada, excepto el trabajo pionero de Decker (1976) en el que
demuestra la induccién de la formacién de las uniones en hendidura mediadas por T3,
no se encontraron reportes que evaltien dicho efecto sobre los complejos de unién. En
este sentido, los hallazgos de esta tesis constituyen uno de los escasos estudios que
demuestran importantes cambios en el complejo tripartito apical, luego del

tratamiento con esta hormona.

A partir de las 24 hs se observd un aumento significativo del espacio intermembrana
de las UAs y una disminucién ain mayor de las zonas con Dms. Esto ultimo, como ya se
discutié precedentemente, es caracteristico de los epitelios en desarrollo, en los que
las células deben poseer un elevado grado de movilidad para completar Ia
organogénesis. En los epitelios de los animales sometidos al tratamiento hormonal
durante 5 dias, las zonas con UAs disminuyen, pero la amplitud de los espacios
intermembrana de las que se logran visualizar, poseen valores similares a los
encontrados en controles del final de la metamorfosis (NF66). Paralelamente, las
regiones en las que se encuentran los Dms aumentan, indicando que el tejido se
encuentra en estado avanzado de remodelacién, adquiriendo las caracteristicas de los
epitelios maduros con la totalidad de sus complejos de unién. A diferencia de lo
observado en las UAs y los Dms, las UEs no exhiben cambios significativos con el

tratamiento.

Utilizando agregados de liposomas recubiertos con ectodominios de cadherina E del
tipo salvaje, Harrison y col. (2011) realizaron un extenso estudio cristolografico de la
arquitectura extracelular de las UAs. En dicho estudio, pese a que en estas estructuras
artificiales las moléculas de cadherina se posicionan periédicamente de forma analoga
a la disposicidon encontrada en las estructuras cristalinas, exhiben espacios
intermembrana entre 300 y 340 A, valores que resultan mayores a los que se observan
en los estudios cristalograficos. Los autores atribuyen dicha diferencia a la presencia
de un segmento de la regién extracelular desordenado, aunque también podria
especularse sobre artefactos resultantes de las técnicas de preparacion.

Adicionalmente, utilizando mutantes incapaces de formar interacciones cis, las
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micrografias mostraron un material electrodenso, sin rasgos identificables, en el
espacio entre los liposomas adherentes. Esto contrasta con las estructuras ordenadas
observadas en la union cuando los liposomas fueron recubiertos con proteinas de tipo
salvaje. La distancia intermembrana fue mayor para los liposomas adherentes con
cadherinas mutantes, lo que indicaria que las cadherinas mutantes son incapaces de

formar estructuras ordenadas.

La capacidad de las uniones adhesivas para resistir las fuerzas de tensién, constituye
una funcidon central de las cadherinas clasicas. Asi, mediante mediciones de fuerza-
distancia se identificaron tres tipos de interacciones adhesivas cadherina-cadherina
(Sivasankar y col., 2001; Zhu y col., 2003). Dos de ellas son consistentes con los datos
biofisicos y ultraestructurales existentes. Mientras las distancias de 39 nm son
consistentes con la configuracion de dimeros de intercambio de cadena bajo tensién
(Sotomayor y Schulten, 2008), las de 32 nm son distancias geométricamente
consistentes con la conformacién de los denominados dimeros X (Leckband y
Prakasam 2006; Hong y col., 2011). Se postula que ambas conformaciones de
dimerizacion estarian involucradas con la remodelacion dinamica de las UAs, siendo
cruciales tanto para los procesos morfogenéticos normales, como patolégicos. Los
trabajos de Hong y col. (2011), demostraron que las interacciones de intercambio de
cadena conforman fuertes uniones adhesivas entre las cadherinas que conducen a
conexiones intercelulares firmes. Por el contrario, para el desensamble de las UAs, las
cadherinas se reconfigurarian estructuralmente adoptando una disposicién de dimero
X. Se postula que la transicién entre ambas cofiguraciones estaria controlada por las

fuerzas de traccién intercelulares y/o por la alineacidn lateral de cadherinas.

En los estudios morfométricos desarrollados en la presente tesis, las distancias
intercelulares observadas luego de 24 hs de tratamiento con T3, se encuentran en el
rango de las reportadas para la conformacion de dimeros X, implicadas en el
desensamble de las UAs. Estos andlisis permiten concluir, que el aumento del espacio
intermembrana de las UAs a las 24 hs de tratamiento con T3, representan procesos de
reconfiguracién estructural de las regiones extracelulares, seguidos del desensamblaje
del complejo adhesivo, fendmeno que se corrobora en los epitelios de los animales

tratados durante 5 dias, en los que disminuyeron las zonas con UAs.
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En este sentido, es sabido que una de las caracteristicas de las UAs es el dinamismo
con que pueden reconfigurarse, tanto en in vivo como in vitro (Fujita y col., 2002; Pilot
y col., 2006; Carvey y col., 2008; de Beco y col., 2009). Estas uniones se ensamblan,
desensamblan y rearreglan en funcién de una variedad de situaciones. Un mecanismo
clave para la modulacién de las fuerzas de adhesion, se basaria en la concentracién
molecular de cadherina en la membrana plasmatica. Estos niveles son funcién del
equilibrio entre los procesos de endocitosis-degradacidon que conducen a su remocién
(Le y col., 1999; Cano y col., 2000) y los de sintesis-reciclado que aumentan el pool de

cadherina disponible en la membrana plasmatica (Yanagisawa y col., 2004).

Los procesos de endocitosis de cadherina fueron descriptos inicialmente en células
endoteliales sometidas a estrés oxidativo o deplecién de calcio extracelular (Alexander
y col.,, 1998; Kevil y col,, 1998). Numerosos estudios posteriores permitieron
generalizar este proceso como mecanismo responsable de la remodelacién y/o el
desensamblaje de las UAs en diversos tipos celulares y en distintos organismos
modelo. En los Ultimos afios se verificaron importantes avances en la comprension de
los mecanismos moleculares implicados (Bryant y Stow, 2004; D'Souza-Schorey, 2005;
Ivanov y col., 2005; de Beco y col., 2012; Kowalczyk y Nanes, 2012). La endocitosis de
cadherina desempefa un rol fundamental en procesos fisiolégicos. Por ejemplo, en
células mitéticas se ha probado que permite la modificacién de su morfologia al
disminuir el pool de esta molécula en las uniones (y en consecuencia la adhesion),

aunque manteniéndose constante el pool celular total (Bauer y col., 1998).

Quizdas uno de los mejores ejemplos de la importancia de la endocitosis de cadherina y
su implicancia sobre la regulacién dinamica de las UAs, sea la determinacion de los
patrones celulares durante la organogénesis. Si bien inicialmente se postulé que esta
regulacién depende fundamentalmente del tipo de cadherina funcional (Nose y col.,
1988), posteriormente se demostrdé que también estd regida por la variaciéon de los
niveles de cadherinas funcionales (Steinberg y Takeichi, 1994). Ejemplos tipicos de
regulacién por endocitosis de cadherinas lo constituyen, la internalizacién acaecida
durante la gastrulacion en una variedad de organismos (Oda y col., 1998; Ogata y col.,
2007), los procesos de transicion epitelio-mesénquima (Miller y McClay, 1997) o el

desarrollo del sistema nervioso (Kawauchi y col., 2010). Otro proceso en el que la

145




endocitosis es clave, es el establecimiento de la polaridad planar de las células. Por
ejemplo, la extensién convergente en embriones de Xenopus, implica la regulacién
coordinada de cadherina C en respuesta a sefiales de induccion mesodérmica (Brieher
y Gumbiner, 1994; Zhong y col., 1999, Jarrett col., 2002). Un proceso similar se reporté
para cadherina DE de Drosophila durante la extensién de la banda germinal (Levayer y

col., 2011).

En el presente modelo de remodelacién gastrica inducida por T3 exdgena, la
endocitosis parece desempefiar un papel importante, como lo demuestran las
imagenes de las regiones préximas a las UAs, en las que se observan numerosas
vesiculas asociadas a la membrana plasmatica en las UAs de los animales tratados
durante 24 hs y 5 dias. La regulacién hormonal sobre estos procesos no es un hecho
inusual, como lo demuestran los reportes que analizan una serie de vias de
sefializacion por factores de crecimiento, que regulan la endocitosis de cadherina.
Entre los principales se incluyen los factores de crecimiento de hepatocitos (HGF)
(Kamei y col., 1999), de crecimiento epitelial (EGF) (Lu y col., 2003; Bryant y col., 2007;
Orlichenko y col., 2009), de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Gavard y Gutkind,
2006), de crecimiento fibroblastico (FGF) (Bryant y col., 2005) y de crecimiento
transformante B (TGF-B) (Janda y col., 2006; Xia y col., 2009).

Otro aspecto importante, emergente del presente estudio ultraestructural, es la
verificacion del mantenimiento de las UEs en los epitelios de los animales sometidos a
la induccién con T3, a pesar de la extensa remodelacién que sufre el estémago durante
la metamorfosis. Esto podria explicarse por el hecho de que el epitelio continta siendo
funcional y por lo tanto, mientras se produce la reorganizacién tisular, se debe
mantener la integridad epitelial. La funcion esencial del epitelio que recubre el tubo
digestivo, es la de mantener una barrera entre el lumen y los tejidos internos. Asi, una
Unica capa de células epiteliales es la responsable de este rol y el espacio entre las
células epiteliales adyacentes estd sellado por las uniones estrechas, principales
determinantes de dicha funcidon (Marchiando y col., 2010). Resultados similares se
reportaron durante el constante recambio de células superficiales del epitelio
intestinal, donde se observa una redistribucién de ZO-1 y ocludina en la membrana

basolateral, definiendo los sitios de mantenimiento de barrera (Madara, 1990;
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Marchiando y col., 2011), lo que es soportado por el comportamiento de plasticidad

estructural de las UEs descripto por Shen y col., (2008).

En concordancia con lo observado tanto a nivel anatdmico como histoldgico, la
evaluacién ultraestructural demuestra una incompleta maduracion de las uniones,
cuando se las compara con lo observado en las del estadio NF66. Sin embargo, puede
verificarse una clara respuesta al tratamiento con T3, presentando una remodelacién
tanto de las UAs como de los Dms. Asi, se propone que en una primera respuesta a T3
(24 hs) disminuirian los contactos adhesivos entre las células epiteliales, tanto por
disminucion de Dms, como por aumento de la distancia intercelular e intensificacién
de los procesos de endocitosis de cadherinas en las UAs. Esto Ultimo podria darse ya
sea por desensamblaje parcial o por la reorganizacion mas laxa de las UAs. Frente a la
estimulacion prolongada con T3 (5 dias), las uniones madurarian, aumentando la
fuerza adhesiva y la funcién de barrera, gracias al incremento de complejos tripartitos
apicales, lo que constituye un pardmetro del establecimento de la polaridad del
epitelio adulto (Vestweber y col., 1987; Gumbiner y Simons, 1987; Nejsum y Nelson,

2007).

Al presente, no se ha podido clarificar completamente la posible interrelacién que se
daria entre los complejos de unién durante los procesos de remodelacion y
mantenimiento de los tejidos epiteliales y los reportes en este sentido resultan
controvertidos. En los estudios iniciales que intentaron correlacionar estos procesos se
reportd que cadherina E, ademas del montaje de las UAs, estd implicada en el de otros
complejos de union, tales como los Dms, las UEs y las uniones de hendidura (Gumbiner
y col., 1988). Esto permitid postular que esta actividad de cadherina E estd relacionada
con la funcién de las UAs en el establecimiento de la polaridad celular (Tunggal y col.,
2005). Los hallazgos presentados en esta tesis, muestran que el tratamiento con T3
produce cambios estructurales en las UAs y los Dms, pero no en las UEs. En
concordancia con estos hallazgos, Schneider y col. (2010) demostraron que la pérdida
de cadherina E no afecta la ultraestructura de las UEs, pero se traduce en pérdida de
desmosomas. No obstante, en epitelios como la piel, donde la funcion de cadherina E
en la homeostasis del epitelio ha sido mejor estudiada (Young y col., 2003; Tinkle y

col., 2004; Tunggal y col., 2005; Gumbiner y col., 1988), se probd que su pérdida puede

147




producir alteraciones en la diferenciaciéon (Young y col., 2003), perturbacién de la
integridad de la epidermis (Tinkle y col., 2004) o muerte por deshidratacién de ratones
poco después del nacimiento (Tunggal y col., 2005). Sin embargo, la razén de estas
diferencias en la organizacidn y funcién de la epidermis por la ausencia de cadherina E
y su correlacidn con los resultados hallados en el epitelio del tubo digestivo no es clara.
Se puede especular que las diferencias se basan en el estadio del desarrollo en el que
fueron realizados los estudios como asi también debido a las diferencias estructurales

y funcionales de dichos tejidos.
8.3. Regulacion transcripcional de los complejos de UAs

La estrecha correlacién existente entre la respuesta al tratamiento hormonal con T3 y
los cambios anatdmico-histoldgicos, asi como los evidenciados ultraestructuralmente
en las variables morfométricas del tubo digestivo, sugirieron la formacién vy
remodelaciéon de UAs. Por este motivo, se continué con los estudios del modelo,
evaluando los posibles cambios en la expresidn génica de las principales moléculas que
intervienen en dichas uniones, ya que como se expresé precedentemente, la
biosintesis de éstas es parte del sistema de regulacién del establecimiento,

reorganizacion y mantenimiento de las UAs.

Desde el descubrimiento del rol de la hormona tiroidea en la metamorfosis de anfibios,
el interés en comprender cdmo un Unico factor puede afectar tan dramaticamente la
regulacién de una amplia variedad de diferentes programas del desarrollo en
vertebrados, no ha dejado de crecer. El posterior descubrimiento que el efecto de la
HT estd mediado por la unidn a receptores nucleares que funcionan como factores de
transcripcién (Weinberger y col., 1986), llevd a que los estudios del efecto de T3 se
focalizasen en las variaciones en la expresidn génica en respuesta a los cambios

hormonales.

Aunque algunos de los genes que se encuentran bajo el control de la HT se
identificaron por hibridacién sustractiva (Wang y Brown, 1991), los estudios
funcionales de la expresion génica durante la metamorfosis cobraron un fuerte
impulso con el desarrollo de la transgénesis en 1997 (Kroll y Amaya, 1996). Los
experimentos con organismos transgénicos confirmaron que los diversos programas

de la metamorfosis, se disparan por intervencidn de los mismos receptores
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hormonales (Schreiber y col.,, 2001). A partir de estos estudios pioneros, la
identificacién de los genes sometidos a la regulacién por T3, se convirtié en un desafio
para desentrafiar la funcién que cumplen en los eventos tisulares que ocurren en los

tejidos blancos de su accién.

Para evaluar el efecto de T3 sobre los niveles de expresidn génica de las moléculas de
interés, en primer lugar se evalué tanto la sensibilidad de la técnica de sqRT-PCR, como
la respuesta del sistema de induccién, empleando dos genes reconocidos por su

respuesta a la hormona, RTP e I-FABP.

El gen que codifica al receptor RTP, es de respuesta directa a T3 en los tejidos
intestinales de X. laevis (Ranjan y col., 1994; Shi e Ishizuya-Oka, 1997; Buchholz y col.,
2007). Esto es, no sélo responde dentro de las 24 horas posteriores a la induccion, sino
gue ademads no requiere de la sintesis de proteinas intermediarias para su actividad.
Asi, excepto la presencia de los factores generales de transcripcién, su induccién sdlo
implica la unién del receptor alfa de la hormona (RTa) en la secuencia de unién,
denominada elemento de respuesta a T3 (ERT) del gen (Kanamori y Brown, 1992;

Wang y Brown, 1993; Shi, 2000).

En los tejidos gastricos estudiados, se verific6 un incremento de los niveles de
expresion génica para RT3 de aproximadamente el 50% a las 24 hs de tratamiento con
T3, valores similares a los publicados previamente para el tejido intestinal, utilizando
técnicas semejantes (Buchholz y col., 2007). Por el contrario, el gen codificante de I-
FABP responde negativamente a T3, durante la remodelacién del epitelio intestinal
(Shi y Hayes, 1994). Asi, los niveles de expresion génica disminuyeron en un 40% en el
epitelio gastrointestinal de los animales tratados con T3 durante 5 dias, reflejando los
datos publicados previamente (Shi y Hayes, 1994). La evaluacion de ambos genes
permitié verificar la correcta respuesta a nivel molecular del modelo de induccién
aplicado, asi como confirmar que la sensibilidad de la técnica utilizada para la

determinacion de los niveles de ARNm objeto de estudio es adecuada.

Para determinar si el efecto de la hormona induce tempramente los genes, se fijé un
valor umbral, considerdndose que un gen es regulado de este modo por T3, si sus
niveles, ademds de ser significativamente diferentes de los niveles basales (NF53),

exhiben incrementos o disminuciones mayores o iguales al 50%. Dicho valor se fijé
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tomando como parametro el del gen de respuesta directa, RT[3, que como se indicd en
el parrafo anterior, mostré incrementos de esa magnitud. Estos son comparables a los
aceptados en la comunidad cientifica para evaluar genes de respuesta temprana a T3

en anfibios (Das y col., 2006; Buchholz y col., 2007; Heimeier y col., 2010).

Si bien la existencia de una respuesta transcripcional positiva por el tratamiento con T3
no necesariamente significa un incremento de los niveles de la proteina funcional, al
menos permite sugerir la existencia de una relacion directamente proporcional entre
los niveles de ARNm y los de la proteina activa, aunque dicha hipdtesis debera ser
confirmada con estudios complementarios. En estudios recientes se postulé que los
cambios en los niveles de expresidon génica, son determinantes de la dinamica de
proteinas en diversos escenarios (Li y col., 2014; Li y Biggin, 2015). Asi, los estudios de
Jovanovic y col. (2015) relacionados con la cinética de las proteinas y la expresién
génica en células dendriticas de médula d6sea de ratdn estimuladas con
lipopolisacaridos (LPS), probaron que los cambios en su proteoma se correlacionan con
la abundancia de los ARNms correspondientes. En este estudio se concluye que la
regulacién de los niveles de ARNm garantizan las funciones especificas requeridas en
respuesta a un estimulo, en el caso particularde esta tesis, la hormona T3. En tal
sentido, grandes incrementos de los porcentajes de ARNms se acopafian de aumentos

en los niveles de la proteina.

La evaluacion de los niveles de expresion génica de las moléculas de las UAs en
Xenopus laevis, asi como los de [-catenina en Rhinella arenarum, permitieron
confirmar las hipétesis planteadas en trabajos previos del grupo, en los cuales a partir
de datos inmunohistoquimicos se observé una clara respuesta positiva a T3, por parte
de cadherina E, - y a-catenina. En funcién de estos resultados, se postulé que los tres
son genes de respuesta temprana a la hormona (lzaguirre y col., 2008; Izaguirre y
Casco, 2010; lzaguirre y col., 2010). Tanto cadherina E como a- y -catenina de los
tubos digestivos de Xenopus, exhibieron incrementos significativos y superiores al 50%
de los transcriptos a las 24hs de tratamiento con T3, demostrando ser genes de
respuesta temprana a esta hormona. Estos niveles se mantienen a lo largo del periodo
analizado, excepto en el caso de [3-catenina que alcanza su maximo nivel a los 5 dias de

tratamiento. Por el contrario, los niveles de p120 no mostraron cambios significativos
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(Ver Tabla 7). En Rhinella arenarum también se logré demostrar una respuesta

temprana de B-catenina a la hormona.

En conjunto, estos resultados prueban que para iniciar los procesos de remodelacién
epitelial gdstrica, incluyendo renovacién celular, se requiere la sintesis de novo de las
moléculas estructurales de las UAs. Asi, las nuevas células epiteliales adultas deben
migrar hacia la superficie del tejido y una vez alli, establecer los contactos adhesivos
desencadenando procesos de polarizacidon celular. Si bien existen varios reportes
indicando que T3 controla la expresién de un gran numero de genes durante la
metamorfosis de anfibios (Yen y col., 2003; Das y col., 2006; Schreiber, 2001) y la
proliferacién de las células epiteliales intestinales, tanto in vivo como in vitro (Ishizuya
Oka y col., 1998; 2003; Ikuzawa vy col., 2005; Schreiber y col., 2005; Bhuchholz y col.,
2007) al presente, no se conocen estudios que analicen la expresidon génica de las
moléculas que participan en la formacion de las UAs en este contexto tisular. En este
sentido, éste seria el primer reporte que establece el control transcripcional mediado
por T3 in vivo de los genes codificantes de las principales moléculas que participan de
las UAs epiteliales en anfibios.

Tabla 7. Resumen efecto de T3 sobre moléculas de UAs

Respuestas a T3 estadisticamente
Molécula significativas*

Gen de respuesta

>ah o tempranaLIJ
Cadherina E T T Si
[-Catenina ™ ™~ Si
a-Catenina T T Si
p120 T - no

*Diferencias significativas respecto del grupo control NF53 (p < 0,05). La doble flecha representa mayores niveles de expresion.
*Las diferencias superan el 50% del nivel en el grupo control NF53.

Los resultados obtenidos, corroboran hallazgos previos de nuestro grupo, en los que se
analizaron los niveles de expresién de las proteinas que conforman el complejo
adhesivo dependiente de cadherina E, en un modelo de induccién con T3 en Rhinella
arenarum. En dichos estudios se observd que la induccidén hormonal provoca el
incremento de la expresién de cadherina E, B- y a-catenina, los cuales se correlacionan
estrechamente con el aumento del tamafio celular, en los distintos estratos celulares
del estémago larval. Dichos cambios resultaron semejantes a lo que ocurre en las

larvas que metamorfosean espontdneamente. Los estudios de lzaguirre (2003)
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demostraron que estas moléculas se encuentran localizadas en los epitelios gastricos,
tanto superficiales como glandulares, resultando superiores, en el primero.
Adicionalmente, en estos estudios se probd que [B- y a-catenina se expresan también
en las capas de musculo liso, asociadas a otras cadherinas. Se determiné que los
niveles de [-catenina resultan superiores a los que exhiben cadherina E y a-catenina,
en todos los tipos celulares analizados. La induccidon con T3 provocd aumentos de los
niveles proteicos, principalmente en el epitelio superficial, al igual que lo que ocurre
durante la metamorfosis espontdnea. En X. laevis no existen antecedentes del efecto
de T3 sobre las moléculas de las UAs. Sin embargo, empleando técnicas de
inmunohistoquimica el grupo de Jean Paul Thiery comprobd que cadherina E se
detecta en el tubo digestivo de X. laevis recién a partir del estadio NF20, cuando los
epitelios se encuentran bien diferenciados. En ese trabajo, un hecho sobre el que se
enfatiza particularmente es que, la inmunosefial de cadherina E persiste con altos
niveles durante la metamorfosis, incluso cuando los epitelios estan sufriendo procesos
degenerativos (fundamentalmente a nivel de la piel y el intestino). A su vez, en los
organismos juveniles y adultos cadherina E continua con elevada inmunotincién en los
epitelios de piel, glandulas, intestino y pancreas, siendo la sefial muy débil en el higado
y ausente en la mayoria de los restantes tejidos. Asi, los autores concluyen que la
expresiéon de cadherina E en Xenopus esta fuertemente correlacionada con la aparicién

de los epitelios diferenciados (Leviy col., 1991).

El primer trabajo que correlaciona procesos de regulacion transcripcional positiva de
T3 sobre cadherina E, es la evaluacion de su efecto sobre células coldnicas tumorales
(CaC0-2) de mamiferos (Dentice y col., 2012). En dicho trabajo, se relaciond esta
induccion con la reduccion de los procesos proliferativos y la consecuente
diferenciacion celular. También se reporta que, en paralelo con estos fendémenos, se
verifica una disminucion de la localizacion y la actividad nuclear de B-catenina. Los
resultados de la presente tesis son coincidentes con estos hallazgos, pero
adicionalmente y por primera vez, se logra determinar su comportamiento en

condiciones no patolégicas y en un sistema in vivo.

En general, la expresién génica de las cadherinas clasicas estd sometida tanto a

mecanismos de inhibicién, como de estimulacidn. Esta Gltima se reporté tanto en
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cultivos celulares (Yonagada y col., 1997), como en modelos del desarrollo
(Niewiadomsha y col., 2002). Asi, en Drosophila la transcripcién de cadherina DE
responde positivamente al factor Slbo y estaria implicada en los eventos
morfogenéticos que ocurren durante la embriogénesis. Las sefiales que desencadenan
la accidn de Slbo se desconocen, pero se reportaron diversas seiales, incluyendo las
gue involucran a Wnt7a y WT1 (Hosono y col., 2000), que estimulan su transcripcion
en cultivos celulares. En contraste, la inhibicidon de la expresion génica de cadherina E
se estudid sistemdticamente en el contexto de los procesos de transicién epitelio-
mesénquima (TEM), en los cuales la ausencia o la localizacién ectdpica de esta
molécula es determinante de la progresién tumoral, torndndose en un marcador
caracteristico (Kang y Massague, 2004). La TEM es un proceso que se produce durante
el desarrollo embrionario normal cuando las células epiteliales pierden su polaridad, se
disocian y aumentan su movilidad con el fin de desplazarse a nuevas organizaciones
epiteliales luego de transitar una TME (Thiery y col., 2009). En contraste con las células
epiteliales embrionarias, las maduras sufren TEM durante el desarrollo del cancer y la
metdstasis (Hay, 1995). En este proceso se involucra a un amplio rango de represores,
la mayoria de los cuales se unen a secuencias especificas del promotor de cadherina E
denominadas E-box (Baranwal y Alahari, 2009; Garcia de Herreros y Baulida, 2012). Se
identificaron seis represores diferentes que se unen a E-box, incluyendo dos miembros
de la familia Snail (Snail y Slug), dos proteinas Zeb (Zebl y Zeb2), E47 (Garcia de
Herreros y Baulida, 2012) y twist (Yang y col., 2004). Los represores transcripcionales
Snail se expresan a bajos niveles en las células epiteliales diferenciadas, pero su
transcripcién aumenta drdsticamente por estimulos generados tempranamente en la
TEM, tales como el aumento del factor de crecimiento transformante beta (TGF[3)
(Batlle y col., 2000; Cano vy col., 2000; Hajra y Fearon, 2002). Ademas, se reportd que
intervendria el factor LEF1 unido a un sitio especifico del promotor (Jamora y col.,
2003). Este conjunto de datos sugiere que la regulacién transcripcional de cadherinas
es un mecanismo complejo en el que intervienen numerosos actores y que es
dependiente del tipo celular como asi también del estado y contexto fisioldgico de las
células. Por ello y a diferencia de la mayoria de los abordajes que analizan la regulacién

de cadherina E en cultivos celulares o en estados patoldgicos, en la presente tesis se
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analiza tal regulacién, en un modelo fisiolégico normal y en un organismo pluricelular

completo, contribuyendo de una manera significativa al conocimiento de este campo.

En relacion con [-catenina, si bien los controles postraduccionales que regulan la
actividad de proteina estan bien descriptos, son menos conocidos los mecanismos de
regulacion hormonal de su transcripcion. Las secuencias génicas de [3-catenina de rata
y humana, se clonaron y analizaron, reportdandose la presencia de diversas regiones
reguladoras (Li y col., 2004). Se describieron varios sitios de unién a AP1 y un sitio de
union a TCF, lo que sugiere que varios factores putativos pueden influir en su
transcripcién. Sin embargo, al presente no se reportaron funciones fisiolégicas de estas
regiones reguladoras. Hasta ahora, la Unica evidencia de control transcripcional
encontrada sobre la dependencia de [3-catenina a T3, es la de las células epiteliales
intestinales de mamiferos (Plateroti y col., 2006). Este grupo demostré que en tejidos
murinos, B-catenina es un gen de respuesta positiva y directa a T3, tanto in vitro como
in vivo y que dicha regulacion se da por union directa del RTaoa un elemento de

respuesta a T3 (ERT) presente en el intrén 1 de este gen.

La localizacién subcelular de [-catenina en células epiteliales define funciones
especificas. Asi, su ubicacion predominante submembranosa resulta clave en los
procesos de adhesion celular, mientras que en su translocalizacién al compartimento
nuclear actua en la activacién de genes diana (van de Wetering y col., 2002; Nelson y
Nusse, 2004). Se demostré que [-catenina activa la transcripcién de genes blanco, via
la unidn con factores de transcripcion de la familia Tcf/Lef (Moon y col., 2004). Algunos
de sus genes blanco son activadores de la proliferacion celular y también son
regulados positivamente por T3, tanto in vivo como in vitro (Plateroti y col., 2006). Este
comportamiento sugiere fuertemente que el aumento de la tasa de proliferacion
celular inducida por la hormona seria dependiente de la activacién transcripcional de
[3-catenina, a la vez que de la disminucion de la molécula en las UAs favoreciendo su
desensamblaje y proliferacidon. Este conjunto de hechos permite postular que el
marcado incremento de [-catenina verificado durante la metamorfosis, podria
enriqguecer ambos pools de la molécula, en las fases iniciales como factor de

transcripcién que induce la proliferacién de las células que formaran el epitelio juvenil
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y a continuacién, participaria en el establecimiento, mantenimiento y recambio de las

uniones intercelulares entre células epiteliales diferenciadas.

La regulacion de la expresion génica de a-catenina y p120 ha sido menos estudiada en
comparacion con cadherina E y B-catenina. En el caso de a-catenina su expresion se
reprime en multiples tipos de cancer. A principios de los 90’, se informd por primera
vez la carencia de expresion de a-catenina en la linea PC 9 de células tumorales de
pulmén humano (Shimoyama y col.,, 1992). A pesar de exhibir altos niveles de
expresion de cadherina E, esta linea celular experimentd un deterioro de la adhesion
célula-célula, probablemente como resultado de la delecion del gen de a-catenina.
Posteriormente, la regulacién por disminucidn o pérdida de a-catenina se confirmé en
otras lineas celulares cancerosas (Benjamin y Nelson, 2008), incluyendo células
mieloides (Horrigan y col., 2000; Ye y col., 2009), mamarias (Ding y col., 2010;
Hollestelle y col., 2010), coldnicas (Raftopolulos y col., 1998), pulmonares (Kimura y
col., 2000) y prostaticas (Aaltomaa y col., 2005), que se correlacionan con procesos
metastdsicos y bajas tasas de supervivencia (Raftopolulos y col., 1998; Kimura y col.,
2000). La falta de expresién de a-catenina en estos tumores es la resultante de
multiples causas, incluyendo la delecidn cromosdmica, la metilacion del ADN (Horrigan
y col., 2000; Ding y col., 2010) y la mutacién génica (Ye y col., 2009; Hollestelle y col.,
2010). Sin embargo, no se encontraron registros de pérdida de regulacion
transcripcional. a-Catenina no soélo es uno de los componentes principales del
complejo cadherina-catenina necesario para el mantenimiento de la integridad de la
unidon adherente intercelular al ser el nexo con el citoesqueleto de actina, sino que
también regula multiples vias de sefializacion independientes de UAs, como las vias
Wnt/B-catenina, Hipo-YAP, NF-kB y Hedgehog (Sun y col., 2014). Por ello, se considera
gue los datos aqui aportados son importantes para comenzar a desentrafiar la

regulacién transcripcional de esta molécula.

Otra molécula con un rol importante en el establecimiento de la estabilidad y dindmica
del complejo adhesivo es p120, ya que posee un rol fundamental en la reduccion de la
susceptibilidad del complejo a los procesos de endocitosis, de ubiquitinacién y de
destruccién proteosémica (Davis y col., 2003; Davis y Reynolds, 2006; Perez-Moreno y

col., 2008; Taulet y col., 2009; Smallery-Freed y col., 2010). Estudios recientes en
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cultivos celulares revelan una nueva funcién para esta molecula, asegurando el trafico
de cadherina N, hacia la superficie de la célula a través de la ruta biosintética,
mediante la unidn a su precursor (Wehrendt y col., 2016). Sin embargo, en los
experimentos desarrollados en la presente tesis, si bien sus niveles de expresién
génica bajo estimulacién de T3 son significativamente mayores a los del control, no
superan el umbral de 50%, por lo que no se lo puede considerar como un gen de
respuesta temprana a T3. La hipdtesis mas probable y que explicaria esta diferencia
entre p120 y el resto de las moléculas del complejo de UAs, es que no seria un
componente necesario para el ensamblaje de las uniones, sino que cobraria
importancia en la estabilizacién de las uniones ya conformadas. En concordancia con
estos resultados, en estudios realizados con Drosophila probaron que p120 no es
requerida para el ensamblaje de las UAs ni para la expresion de cadherina DE (Myster y

col., 2003; Pacquelet y col., 2003).

Asi, una vez que se determiné que la hormona T3 seria la responsable de la induccién
temprana de los componentes estructurales necesarios para el ensamblaje de las UAs,

el siguiente paso consistié en conocer el mecanismo molecular por el cual se produce.

Se acepta que T3 regula diversos procesos del desarrollo en diferentes especies de
vertebrados. Si bien la accién no gendmica de T3, contribuye a algunos de los efectos
bioldgicos de la hormona (Davis y Davis, 1996), se cree que los RTs son los principales
mediadores de su acciéon a través de la regulacion de la expresién génica. Esta
hormona puede actuar tanto activando como reprimiendo la expresion de genes
blanco, siendo el primero el mas estudiado. Mediante el uso de genes reporteros se
demostré in vitro e in vivo que los RTs principalmente funcionan como heterodimeros
con los receptores de acido retinoico (RXRs), uniéndose a los ERTs presentes en las
regiones reguladoras de los genes blanco (Lazar, 1993; Tsai y O’'Malley, 1994;
Mangelsdorf y col., 1995; Yen, 2001). En ausencia de T3, RT/RXR actia como represor
mediante el reclutamiento de complejos correpresores que contienen desacetilasas
histdnicas; mientras que cuando T3 esta presente recluta complejos coactivatores que
contienen diversas enzimas que también modifican las histonas relajando la cromatina
y activando la transcripcién (Hu y Lazar, 2000; Ranchez y Freedman, 2000; Yen, 2001;

Ito y Roeders, 2001; Jones y Shi, 2003). Este modelo dual estd sustentado en
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numerosos antecedentes empiricos (Wang y Brown, 1991; Buckbinder y Brown, 1992;
Kanamoriy Brown, 1992; Wang y Brown, 1993; Shi y Brown, 1993; Stolow y Shi, 1995;
Patterton y col., 1995; Brown y col., 1996; Puzianowska-Kuznicka y col., 1997; Sachs y
Shi, 2000; Schreiber y col., 2001; Buchholz y col., 2003; Havis y col., 2003; Buchholz y
col., 2004; Das y col., 2006; Buchholz y col., 2007; Cai y col., 2007; Das y col., 2009).

Para profundizar la comprensién de los mecanismos moleculares sobre los que actua
T3 en la induccidn de la transcripcidon de los genes de las UAs, se realizé un analisis in
silico de las secuencias reguladoras, tanto 5 Kb corriente arriba como 10 Kb corriente
abajo del primer nucleétido publicado (que no siempre coicide con el inicio de la
regién codificante) de cada una de ellas. Se ha reportado que existen diversas
configuraciones funcionales para los ERT entre las mas importantes se destacan: la
repeticion directa con un espaciador de 4 pb (DR4), las repeticiones invertidas sin
espaciador (IR0) y las repeticiones evertidas con un espaciador de 6 pb (ER6) (Glass,
1994). De los genes reportados por presentar ERTs funcionales en X. laevis y X.
tropicalis, todos presentan la configuracién (DR4) y por esta razén, se utilizaron para
construir las matrices de peso. En los 3 genes que respondieron tempranamente a T3,
cadherina E, B- y o-catenina, se revelaron secuencias correspondientes a ERTSs,
mientras que en p120, que como se indicé antes no seria un gen de respuesta
temprana a T3, no se encontrd ninguno. Estos hallazgos refuerzan la hipétesis que los
genes que respondieron tempranamente son de respuesta directa a la hormona, dado
que la presencia de ERTs se considera un indicador de tal condicién (Buchholz y col.,
2004; Plateroti y col., 2006). De las cuatro moléculas de las UAs analizadas en este
trabajo, sélo se encontraron antecedentes de ERTs en [3-catenina murina (Plateroti y
col., 2006); la cual, en concordancia con los resultados obtenidos en esta tesis,
presenta un ERT-DR4 en el intrén 1 del gen. En a-catenina, se localizaron dos ERTs en
el intréon 1 y un tercero, corriente arriba del primer nucledtido de la secuencia

publicada. Esta misma situacién se repite con el Unico ERT encontrado en cadherina E.

El que la localizacion de los ERTs sea intrénica no es un hecho excepcional de estos
genes, ya que existen antecedentes que los reportan “corriente abajo” del promotor
génico correspondiente (Pain y col., 1991; Sap y col., 1990; Ciana y col., 1998; Plateroti
y col., 2006).
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Para evaluar si la respuesta temprana era exclusiva de las moléculas involucradas en
las UAs, estos estudios se complementaron con el andlisis del efecto de T3 sobre dos
de las proteinas claves de las UEs, ocludina y Z0O1, ya que los estudios
ultraestructurales sugieren que estas uniones se mantienen inalteradas bajo la accién
de la hormona. En los estudios de expresién génica, si bien ocludina aumenté
significativamente a las 24hs, no superd el valor umbral establecido, por lo que se
desestimaron como genes de respuesta temprana a la hormona. En los animales
sometidos a 5 dias de tratamiento, los niveles transcripcionales de ambos genes
muestran aumentos significativos respecto al control inicial, siendo mayores para la

ocludina (Ver Tabla 8).

Tabla 8. Resumen efecto de T3 sobre moléculas de UEs

Respuestas a T3 estadisticamente

, e L. Gen de respuesta
Molécula significativas* P

U]

>ah = temprana
Ocludina ™ ™~ no
Z01 - ™ no

*Diferencias significativas respecto el grupo control NF53 (p < 0,05). La doble flecha representa mayores niveles de expresion.
*Las diferencias superan el 50% del nivel en el grupo control NF53.

Como se indicé previamente, existe consenso que este tipo de comportamiento puede
atribuirse a genes de respuesta tardia a la hormona, lo que se ve reforzado por el
hecho que los niveles alcanzados en esta induccién experimental, resultan similares a
los verificados en los animales que sufren metamorfosis espontanea. Al presente, no
se reportaron estudios en los que se demuestre que T3 ejerza regulacion
transcripcional sobre moléculas que conforman las UEs. Sin embargo, como ocurre con
las UAs, las UEs se estudiaron principalmente en procesos como la transicion epitelio-
mesénquima asociados al cancer u otros procesos patoldgicos en los que se pierde la
barrera transepitelial. La represion de las proteinas de UEs se correlaciona con la
estadificacién, la invasividad y el potencial metastdsico de los canceres epiteliales
(Hoover col., 1998; Tobioka y col., 2004; Dhawan y col., 2005). Entre los diversos
mecanismos de regulacidn transcripcional reportados, se destaca el del factor de
transcripcién NF-x[3, que media la represion inducida por la interleuquina 1 (IL-1) sobre
los niveles de expresion génica y proteica de ocludina. En los procesos de inflamacién

intestinal, estas modificaciones alteran la localizacién de ocludina en la unidn,
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conformando una barrera defectuosa (Al-Sadi y Ma, 2007). Otro mecanismo involucra
al oncogén Rafl, que suprime la actividad del promotor del gen de ocludina, via la
activacion del factor de transcripcion Slug y lleva a la pérdida del fenotipo epitelial
(Wang y col., 2006). El represor Snail también actia reduciendo la transcripcién de
ocludina durante los procesos de TEM (lkenouchi y col., 2007). En relacion con Z01, se
reportd que su presencia es necesaria para la formacion de huecos polarizados en
cultivos tridimensionales, sugiriendo un papel clave en la regulacién de la
morfogénesis epitelial (Sourisseau y col., 2006). En contraste, en sistemas de cultivo
bidimensionales, su represién en diferentes lineas de células epiteliales indica que no
se requiere para la formacion de las UEs y la polarizaciéon (Umeda y col., 2004; McNeil y

col., 2006).

En el andlisis bioinformatico de busqueda de sitios de unién a T3 en la secuencia de
ambos genes, se observéd que ZO1 no posee ETRs en las zonas reguladoras analizadas.
Por el contrario, se detecté un ERT localizado en el intrén 1 del gen de ocludina. Dado
gue el gen de ocludina no responde tempranamente a T3, aunque exhibe aumentos
significativos a las 24hs, que se incrementan en los animales tratados durante 5 dias,
se sugiere que se requeririan factores adicionales de unién a los sitios RT-ERTs del gen
para regular su expresion. En concordancia con este modelo, es de destacar que en
Xenopus laevis, el mismo RTP es un gen de respuesta directa, cuyo producto funcional
desencadena diversas cascadas como factor de transcricpcidn, resultando en una

respuesta tardia a la hormona (Sach y Shi, 2000).
8.4. Rol de las GTPsas pequeiias

Como se analizé precedentemente, en la remodelacién del epitelio gastrointestinal de
X. laevis, la hormona T3 cumple un rol clave en la regulacién del conjunto de moléculas
gue conforman las UAs. Dicha regulacién quedd claramente patentizada tanto a nivel
ultraestructural, como en los niveles de expresién génica de los componentes de
dichas uniones. En funcién de estos hallazgos, el siguiente objetivo que se planted fue
intentar desentrafiar otros eventos de la cascada de procesos moleculares
intracelulares que podrian desencadenarse por la acciéon de T3 y que llevan al

establecimiento del fenotipo epitelial. Para ello, se evalud el efecto de la hormona
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sobre la regulacion transcripcional de algunos de los actores intervinientes en las vias

de sefializacion de las GTPAsas pequenas.

La regulacién mediada por T3 de la expresién génica de éstas moléculas, constituye
una contribucion importante, mds aun si se tiene en mente que el mismo se desarrolld
en un modelo animal in vivo y en un proceso fisioldgico, como es la metamorfosis de

los anfibios.

En 2013, Zaidel-Bar publicé un trabajo integral en el que realiza un “inventario” de las
moléculas relacionadas con las UAs, en base al cual, hipotetizd una compleja red de
interacciones moleculares que fue denominada cadherin adhesome o cadhesome. En
dicho trabajo se reportan mdas de 170 proteinas que colocalizan con cadherinas o
cateninas en las UAs. Estas pueden interactuar directamente o intervenir
indirectamente afectando su estructura y funciéon. En términos generales, el
cadhesoma estd conformado por dos categorias de proteinas, las estructurales y las
reguladoras (Zaidel-Bar, 2013). La presencia de mas de 70 proteinas de esta ultima
categoria, denota la existencia de una gran variedad de vias celulares que controlan la
dindmica y sefalizacién de las UAs y de esta manera, el comportamiento celular
(Braga, 2002; McCrea y col., 2009; Stepniak y col., 2009; Cavallaro y Dejana, 2011;
Lechler, 2012). Entre estas moléculas se destacan las tirosina quinasas, las fosfatasas,

las GTPasas pequefas y sus moléculas reguladoras.

En la actualidad existe abundante literatura sobre la implicancia de las GTPasas
pequefias, principalmente RhoA, Racl y Cdc42 (pertenecientes a la familia Rho) y Rap1
(perteneciente a la familia Ras), en los mecanismos de sefializacion y regulacién de las
uniones epiteliales (Braga y Yap, 2005; Kooistra y col., 2007; Samarin y Nusrat, 2009;
Watanabe y col., 2009; Boettner y Van Aelst, 2009; Severson y col., 2009; Citi y col.,
2011; Citalan-Madrid y col., 2013; Citi y col., 2014). Si bien existen evidencias que
algunas GTPasas pequefas estan implicadas en respuestas celulares disparadas por T3
(Vargiu, 2001; Gentile y col., 2006; Zamoner y col., 2007), no se encontraron reportes

sobre la regulacién directa de T3 sobre las GTPasas.

Existe un amplio consenso que las cadherinas regulan a estas GTPasas pequefias.
Como sucede con la estimulacién de receptores por factores de crecimiento

especificos, las cadherinas también funcionan como receptores capaces de actuar
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como transductores de las sefiales extracelulares sobre las GTPasas pequeiias. En
distintos tipos de cultivos celulares, se comprobd que las interacciones célula-célula
mediadas por cadherina E resultan en el reclutamiento y/o activacién de Racl, Cdc42 y
Rap1l (Braga y col., 1997; Kim y col., 2000; Nakagawa y col., 2001; Noren y col., 2001;
Betson y col., 2002; Hogan y col., 2004; Price y col., 2004; Fukuyama y col., 2005). Por
el contrario, se demostré que las uniones dependientes de cadherina E, reducen los

niveles de activacion de RhoA (Noren y col., 2003).

Este conjunto de antecedentes y los resultados de los experimentos conducidos en
esta tesis, llevaron a hipotetizar que durante la metamorfosis dependiente de T3 de
anfibios, la hormona podria ejercer algin rol en la regulacion de la expresién las
GTPasas pequefias.

Si bien no se encontraron reportes del rol de estos interruptores biolégicos en la
remodelacién gastrointestinal durante la metamorfosis de X. laevis, existen informes
gue establecen su intervencién en diversos procesos ontogénicos de esta especie. En
las etapas iniciales de la embriogénesis de Xenopus, la actividad de RhoA es localmente
reducida en la membrana plasmadtica, estabilizando el citoesqueleto de actina y
reforzando los contactos célula-célula (Cho y col., 2010). Adicionalmente, las cuatro
GTPasas pequefias tienen roles claves durante la gastrulacién; RhoA y Racl son
activadas de manera independiente y localizada en la region dorsal del embrion de
Xenopus, para coordinar la forma celular y la formaciéon de filopodios durante los
movimientos de extensién convergente (Habas y col.,, 2003; Ren y col.,, 2006;
Tanegashima y col., 2008), donde también esta implicada Cdc42 (Choi y col., 2002;
Nelson y col., 2004; Boissel y col., 2007). Rap1 ademads de participar en la gastrulacion
(Tsai y col., 2007), lo hace durante el cierre del tubo neural (Haigo y col., 2003).
Durante la formacion del tubo digestivo de esta especie, la inhibicién de la via
Rho/ROCK/miosina Il, impacta sobre multiples aspectos de su morfogénesis,
incluyendo la elongacidn, la rotacién, la formacién del lumen y del epitelio digestivo
(Reed Yy col., 2009).

Estos interruptores moleculares constituyen un sistema no sdélo integrado por las
GTPasas pequeiias, sino también por sus moléculas reguladoras, GEFs y GAPs.

Adicionalmente, las GTPasas de la familia Ras y Rho poseen, en su extremo C-terminal,
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grupos farnesilo o geranilgeranilo que permiten su anclaje a la membrana plasmatica.
Esto les confiere mecanismos de regulacién adicionales, basados en la alternancia
dindmica de los pools citosélicos y de membrana. A su vez, dicha regulacién es
mediada por inhibidores de disociacién de guanina (GDIs), que forman complejos
solubles con las GTPasas pequeiias, encubren la porcién lipidica de la molécula y evitan
gue éstas se unan a la membrana (Cherfils y Zeghouf, 2013). Los GDIs no sélo son
inibidores de las GTPasas, sino que mantienen un pool estable de GTPasas solubles
inactivas, que puede representar la porcion mayoritaria (90-95%) en la célula (Ren y
col., 1999; Boulter y col., 2010). Una explicacion aceptada para la existencia de este
pool citoplasmatico es que el mismo actla como un reservorio, que permite que las
células puedan responder rapidamente ante sefales especificas, translocando las

GTPasas a la membrana celular para su activacion (Garcia-Mata y col., 2011).

Teniendo en cuenta esta informacidn, en este trabajo, se selecciond un GEF y un GAP
para cada GTPasa pequefia. Dicha seleccién se basé en la literatura disponible al
momento del disefio experimental, evaluando su asociacion a las UAs epiteliales, su
funcion y la existencia de informacidn gendmica para X. laevis. Estos estudios
probablemente deban ampliarse y completarse en el futuro, conforme emerja nueva
informacién. Para el andlisis de los resultados debe tenerse en cuenta que, si bien
estas moléculas reguladoras tienen un perfil de especificidad para cada familia de
GTPasas y en general, no existe reactividad cruzada entre diferentes familias, si la hay
al interior de éstas. Para la familia Rho, se reportaron aproximadamente 80 GEFs y 70
GAPs; superando en numero a las 22 GTPasas blanco identificadas hasta el momento
(Citi y col., 2011; Cherfils y Zeghouf, 2013). Esto implicaria la existencia de mas de uno
por cada GTPasa. Por el contrario, en el caso de la familia Ras de 33 miembros, el
numero de moléculas reguladoras es inferior (29 GEFs y 15 GAPs publicados a lafecha)
(Citi y col., 2011; Cherfield, 2013). Asi, un regulador actuaria sobre mas de una GTPasa
pequeia, evidenciando la necesidad de garantizar una estricta regulacion espacio-

temporal de la sefializacién de las GTPasas de la familia Ras.

Dada esta informacién, si bien los datos obtenidos in vivo en este modelo de
vertebrados son sumamente valiosos, su interpretacién es compleja, debido

fundamentalmente a que se trata de analizar vias de sefializacion interconectadas y
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dependientes del contexto celular. Como se reporté en otros sistemas, una respuesta
transcripcional ante el tratamiento hormonal sugiere la existencia de una relacién
directamente proporcional entre los niveles de ARNm y los de las GTPasas pequeiias

activas (Liu y col., 2009; Zhang y col., 2011).

Dado que el tratamiento hormonal de larvas premetamarficas de X. laevis produce una
induccion diferencial de la expresion génica de las GTPasas en el tubo digestivo (Tabla

9) cada situacién se analizara independientemente.

Tabla 9. Resumen del efecto de T3 sobre GTPasas pequeifias y sus reguladores

Respuestas estadisticamente

Molécula significativas* Gen de respuesta tempranaLIJ
24h 5d
RhoA - N No
GEF18 T ™~ No
p190 T NZ No
Racl ™~ T Si
Tiam T T No
GAP12 : ™~ No
Rapl T ™~ No
C3G - T No
SPA1l - - No
Cdc42 T T No
FRG - - No
Rich - - No

*Diferencias significativas respecto del grupo control NF53 (p < 0,05). La doble flecha representa mayores niveles de expresion.
*Las diferencias superan el 50% del nivel en el grupo control NF53.

De las GTPasas analizadas, Racl fue la Unica que mostrd niveles de expresion génica
incrementales que superan el 50% establecido para los genes de respuesta temprana a
T3. Dicho aumento, constituye un indicio que esta molécula es necesaria para la
ocurrencia de la remodelacién del tubo digestivo de este anfibio. El reconocimiento
célula-célula tanto durante los eventos tempranos de formacién de los epitelios, como
durante la metamorfosis, implica la conversion de los limitados contactos nacientes de
cadherina, en zonas de adherencia de mayor extensién. En este proceso de
crecimiento de la adherencia, Racl parece ser critica. Cuando se estudiaron los
contactos célula-célula nativos (Ehrlich y col., 2002) o entre células-substrato (Kovacs y
col., 2002a), se encontrd que Racl se recluta en los contactos en neoformacién. Mas

aun, ésta se localiza principalmente en los margenes de los contactos en activo
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proceso de ampliacién. A su vez, la inhibicion de Racl reduce significativamente las
zonas de contacto (Ehrlich y col., 2002, Kovacs y col., 2002a) y aumentan cuando esta
molécula es activada (Kovacs y col., 2002a). Este conjunto de antecedentes permiten
postular que la rapida activacion de Racl es promovida por el reconocimiento

homofilico de cadherina.

Adicionalmente, se postula un probable vinculo entre la sefializacion de Racl y las
extensiones de las zonas de contacto a través de la regulacién del citoesqueleto de
actina (Braga y col., 1997; Noren y Niessen, 2001; Nakagawa y col., 2001; Kovacs y col.,
2002; Betson y col., 2002; Yap y Kovacs, 2003; Kraemer y col., 2007). Durante mucho
tiempo se reconocié que las cadherinas clasicas funcionan en cooperacién con los
filamentos de actina (Adams y Nelson, 1998). Asi, el montaje de actina por el complejo
Arp2/3 es estrictamente activado por sefiales celulares, incluyendo Cdc42 y Racl
(Pollard y col., 2000). Una de las funciones de la activacion de Racl por cadherina
podria ser el estimular la actividad catalitica del complejo Arp2/3, mediante sus
efectores WAVE2 y WASP (Heasman y Ridley, 2008; Ratheesh y col., 2012), el cudl es
reclutado hacia la superficie celular por el ligamiento de cadherinas. Consistente con
esta nocidn, seria el qué, tanto Racl, como Arp2/3 se localizan en los contactos de
cadherina recién formandos (Kovacs y col., 2002a; b), mientras que la inhibicién de la
sefializacion de Racl bloquea el montaje de actina en los sitios de adhesién entre las
células (Lambert y col., 2002) (Figura 38). Una vez en los sitios de contacto, Arp2/3
promueve la polimerizacion de los filamentos de actina sobre un filamento existente,
creando ramificaciones claves para la formacién de nuevos lamelipodios (Campellone y
Welch, 2010). Estos impulsados por el citoesqueleto promueven el acercamiento y
contacto entre células adyacentes, permitiendo que los receptores de adhesién
interaccionen y formen los complejos de adhesién celular estables (Nelson, 2008;

Noda vy col., 2010; Baum y Georgiou, 2011; Yonemura, 2011; Hoelzle y Svitkina, 2012).

Adicionalmente, se postula que Racl actla estabilizando las UAs ya formadas,
mediante la regulacion negativa de la interaccion de la IQGAP (del inglés: Ras GTPase-
activating-like protein) con [B-catenina, la que promoveria la estabilizacion de los
filamentos de actina y los contactos intercelulares mediados por cadherina E (Kuroda 'y

col., 1998; Fukata y col., 1999). Sin embargo, en otros trabajos se reporté que por
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activacion de factores de crecimiento, Racl-GTP promueve el desensamble de las
uniones y la formacion de lamelipodios, favoreciendo la dispersién de las células

epiteliales (Ridley y col., 1995; Potempa y Ridley, 1998).

Figura 38. Modelo de sefializacién de
A B la activacion de Rac por cadherinas,
que participa en el reconocimiento
célula - célula temprano. (A)
Interaccion entre cadherinas en los
contactos formados de novo (1)
activacion de la sefializacion de Rac en
la membrana plasmatica via un
intermediario dependiente de PI3
quinasa (2) y posiblemente también
mediante una manera independiente
de PI3 quinasa (3). Una consecuencia de
la activacién de Rac por cadherinas es la
estimulacion del ensamble de actina
dirigido por el complejo Arp2/3 (4), lo
que conduce a la protrusion de la
superficie celular, formando
lamelopodios (5). (B) El ensamble de
actina dirigido por cadherina,
coordinado por la activacion de Rac,
dirigiria la actividad en la superficie de
las protrusiones del citoesqueleto de
actina hacia dichos contactos nacientes,
para ampliar las regiones de contacto y
finalmente estabilizar la adhesion
célula-célula. Adaptado de Yap vy
Kovacs, 2003.

Adicionalmente, el grupo de Akhtar estudio el efecto de una forma dominante-activa
de esta GTPasa pequefia, demostrando que regula las UAs a través de la endocitosis de
cadherina E independiente de clatrina (Akhtar y Hotchin, 2001). Estos antecedentes
son congruentes con los procesos de remodelacion del epitelio gastrico inducido por
T3 aqui analizados, donde la regulacion dinamica de las UAs por Racl permitiria la

interrupcion y la remodelaciéon de los contactos celulares.

Si bien existen mecanismos moleculares generales de la accién de las GTPasas
pequenas, resulta necesario discutir su funcion, especificamente en el tejido epitelial
del tubo digestivo. En este contexto, la forma activa de Racl esta implicada en diversos
procesos que controlan la homeostasis intestinal, entre ellos, cicatrizacién de ulceras,
respuesta a infecciones bacterianas y adhesion celular/migracién; fundamentalmente
mediante la regulacién de la dinamica de actina (Citaldn-Madrid y col., 2013). En
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cultivos de células colénicas tumorales, la regulacion de Racl estd implicada en la
formacion de las UAs, gracias a la actividad de la tirosina fosfatasa PTP-PEST asociada a
los complejos de unién. Esta es responsable del mantenimiento del equilibrio de Ia
actividad de Racl y RhoA en estas localizaciones. La falta de PTP-PEST provoca
alteraciones en el ensamblaje de las UAs, por el incremento de la actividad de Racly la
inhibicién de la actividad de RhoA, generando un debilitamiento de la union adhesiva y
tornandolas mas susceptibles a sefiales que promueven el comportamiento migratorio
(Espejo y col., 2010). De particular interés resulta el rol de Racl durante la cicatrizacion
de ulceras intestinales, ya que puede considerarse un proceso andlogo al que sucede
durante la remodelacién del tejido intestinal durante la metamorfosis de anfibios.
Ambos requieren procesos de migracion celular desde nichos de células madres del
tejido, hasta el epitelio superficial, donde ocurren tanto procesos de desensamblaje
como de reensamblaje de los complejos de unidn, seguidos de procesos de
diferenciacion celular. En modelos de cicatrizacién de ulceras en cultivos celulares, la
activacion de Racl ocurre mediante receptores de péptidos formilados (FRP) y el factor
de crecimiento epidérmico (EGF) (Dise y col., 2008). En ambos casos, la activacion se
produce por PI3K, llevando a la formacion de lamelipodios y aumento de la migracién
celular. Asi, el aumento de expresion génica de Racl observado durante la
remodelacién del tubo digestivo inducido por T3, podria disparar mecanismos
similares, favoreciendo la renovacién de las células epiteliales larvales por las adultas,

a partir de la migracién desde el nicho de células madres y posterior diferenciacion.

Se postula que el GEF Tiam1 es clave en la activacion de Racl en las uniones epiteliales
(Nakagawa y col., 2001; Kovacs y col., 2002a). En el modelo estudiado en esta tesis,
Tiam no se comporta como un gen de respuesta temprana a T3, pero exhibe un
incremento significativo a 24 hs. Adicionalmente, dado que en el estadio NF53 se
detectan niveles basales de Tiam, el incremento mencionado podria ser suficiente para
la activacion de Racl. Apoyando esta hipdtesis, se acepta que la activacidon de Racl
mediante Tiam1l promueve la adhesién mediada por cadherina E, mientras que su
carencia la inhibe (Hordijk y col., 1997, Malliri y col., 2004, Mertens y col., 2005). En
cultivos de células MDCK y hECHO, se recluta Tiam1 a la zona de unién intercelular, a

través de su interaccién con fosfolipidos producidos por la fosfatidilinositol-3-quinasa
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(P1-3K), la cual a su vez se activa por la formacion de las UAs (Michiels y col., 1997;
Sander y col., 1998; Pece y col., 1999; Kovacs y col.,, 2002b). Otra alternativa para
explicar los resultados, es la existencia de una via de activacion de la GTPasa
independiente de Tiam (Kraemer y col.,, 2007) y dependiente de otros factores de
intercambio presentes en el complejo. Asi, se ha reportado la activacién de Racl en los
sitios de unién de células epiteliales, por accién de los GEFs Asef (Muroya y col., 2007)
y Trio (Yano y col., 2011). En células MDCK II, Asef al igual que Tiam, se unen a PI3P,
promoviendo su reclutamiento a los sitios de adhesion célula-célula para promover el
contacto. Ademas se ha comprobado que la sobreexpresién de Asef produce
incrementos de cadherina E y filamentos de actina en estos sitios de contacto (Muroya
y col., 2007). La actividad del producto del gen Trio es mas compleja, ya que posee dos
dominios GEFs con diferentes especificidades, el N-terminal (TrioD1) que activa tanto
Racl como RhoG y el C-terminal (TrioD2), que sdlo intervendria en la activacion de
RhoA (Debant y col., 1996; Blangy y col., 2000). Si bien desde hace varios afios se
caracterizd a Trio, sélo recientemente se lo relaciona con las uniones dependientes de
cadherina E, especificamente en células MDCK donde su activacion promueve el

aumento de los niveles de Rac1-GTP.

En relacién al modelo aqui estudiado, no se encontraron reportes de la intervencién
de estos GEFs en condiciones fisiolégicas normales. Sin embargo, en condiciones
patoldgicas, durante la progresién de tumores colorrectales se detectaron aumentos
de Tiam (Myant y col., 2013a; b) y Asef (Espina y col., 2008; Kawasaki y col., 2009)
correlacionados con la activacion de Racl, la cual favorece la proliferacion y expansién
de las células madres intestinales, eventos fundamentales para las etapas iniciales de

la mayoria de estos tipos de cancer.

Por su parte, si bien el GAP especifico de de Racl (GAP12), es detectado en el estadio
control inicial, la hormona no provocé cambios significativos en su expresidn génica en
los animales tratados durante 24 hs con T3, lo cual refuerza la hipétesis de que la
hormona no sdélo produce la induccién transcripcional temprana de Racl, sino que
ademas promoveria el desplazamiento hacia su estado unido a GTP, en el cual es
activa. Sin embargo, se requieren estudios adicionales para desentrafiar las vias de

regulacién intervinientes.
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Por otro lado, si bien resulta clara la necesidad de Racl y su activacién en los eventos
iniciales de la renovacion epitelial del tubo digestivo, ésta seria necesaria sélo por un
tiempo acotado, luego del cual se daria la expansién y la maduracién de los contactos,
proceso que requiere la activacién localizada de los procesos de contractilidad via
actomiosina, mediados por RhoA (Ehrlich y col., 2002; Yamada y Nelson, 2007). En
funcion de esto, resulta importante analizar sus perfiles de expresién génica en los

tubos digestivos de X. laevis, luego de 5 dias del tratamiento hormonal.

En este punto experimental, se observa que no sdlo disminuyen los niveles de
expresién génica de Racl, sino que GAP12 exhibe incrementos significativos, lo que
podria traducirse en una disminucion de los niveles proteicos activos de Racl. Al
momento del disefio del ensayo, segun la literatura disponible, GAP12 era el Unico
relacionado con las UAs en células epiteliales, ademds de ser especifico para esta
GTPasa, es decir que su aumento estaria directamente ligado a la desactivacién de
Racl (Gentile y col., 2008; Matsuda y col., 2008). Por otra parte, Tiam también exhibe
incrementos a los 5 dias de tratamiento con T3, aunque de menor magnitud. Esta
interpretacion de los resultados es concordante con reportes previos que sugieren
mecanismos de retroalimentacion negativa sobre la maduracién de las uniones (Chen

y Macara, 2005).

En relacién con la expresion génica de RhoA, GTPasa que se asocia principalmente con
la regulacion del citoesqueleto, la formacion de fibras de estrés de actina y la
contractilidad de actomiosina, no se detaron cambios en los niveles de ARNm a las 24
hs de tratamiento con T3 respecto de los controles sin tratar. Sin embargo, los niveles
transcripcionales de las moléculas que regulan su actividad, el GEF18 y el GAP p190, si
mostraron un leve, pero significativo aumento por el tratamiento con T3. Estos
resultados sugieren que si bien no se requeririan cambios en el pool de RhoA
existente, su actividad seria promovida para participar en la remodelacién del
citoesqueleto de las células epiteliales intestinales. Esta hipdtesis se apoya en la
existencia de regulacién sobre los pools citoplasmaticos de RhoA inactivados por GDls,
gue los habilitan para generar respuestas rapidas ante algunos estimulos (Garcia Mata
y col., 2011). A su vez, las actividades de los GEFs y GAPs son también reguladas en

tiempo y espacio, mediante fosforilacién, unién de lipidos, autoinhibicién
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intramolecular e interacciones proteina-proteina (Bos y col., 2007). En tal sentido,
existen reportes que muestran regulacion de la actividad del GAP p190 por la
fosforilacién de algunos de sus residuos Tyr, Ser y Thr asi como por la unién a
fosfolipidos. La activacion de Src por diferentes vias (EGF, integrina, PKC y por
interacion de cadherinas) conduce a la fosforilacion de p190 en Y1105, lo que resulta
en incrementos de su actividad, con la consecuente inhibicién de RhoA y el
desensamble de las fibras de estrés (Arthur y col., 2000; Haskell y col.,, 2001). En
funcion de estos antecedentes, no puede descartarse que en los tubos digestivos luego
de 24 hs de tratamiento con T3 se induzca este tipo de regulacidn sobre RhoA.
Adicionalmente, se identificaron otros GAPs funcionales de RhoA en el epitelio
intestinal, tales como Myo9a y b, los cuales poseen un dominio GAP y otro con
funciones motoras (MiosinalXb). Estos intervienen en la migracién colectiva de células
epiteliales y en los procesos de cicatrizacién de Ulceras intestinales, promoviendo la
disminucion de los niveles de RhoA-GTP y asi reduciendo la tension localizada para
formar nuevos contactos. Se postula ademas, que su inhibicién en células intestinales

afectaria las UEs y la permeabilidad tisular (Chandhoke y col., 2012).

AuUn cuando recientemente se reportaron nuevos GEFs de RhoA asociados a las UAs
y/o UEs (Citi y col., 2014), en el presente trabajo se seleccioné al GEF18 (o
p114RhoGEF) por expresarse en células epiteliales intestinales, donde se recluta en los
sitios de unidn mediante la interaccidon con cingulina. En esta localizacién GEF18
actuaria promoviendo localmente la activacidon de RhoA para regular la formacién de la
unién y la morfogénesis epitelial (Terry y col., 2011). También se reportoé su actividad
en células tumorales donde impulsa la doble fosforilacion y activacién de la miosina
cortical via RhoA y con ello, la migracidn celular colectiva de laminas epiteliales. En el
presente trabajo se expreso en el tubo digestivo premetamaérfico (NF53) de X. laevis y
si bien a las 24 hs de tratamiento con T3 exhibié aumentos significativos, su maximo
nivel de expresidn génica lo alcanzé a los 5 dias, sugiriendo un rol preponderante en
ese punto. Luego del tratamiento hormonal por 5 dias, simultdneamente con la
disminucion de los niveles proteicos activos de Racl, aumenta significativamente la
transcripcién del GEF de RhoA analizado (GEF18 o p114RhoGEF), lo que podria resultar

en un aumento de los niveles activos de dicha GTPasa, si bien en estos animales

169




tratados con T3 los niveles transcripcionales de RhoA disminuyen levemente (aunque
de modo significativo) respecto al control inicial. Esta interpretacién de los resultados
responde a la hipdtesis de que Racl/Cdc42 y RhoA ejercen efectos antagdnicos
durante la iniciacién del contacto, la maduracién y la reorganizacién de las UAs. Dicha
hipotesis se apoya en numerosos reportes que demuestran que si Racl y RhoA
colocalizan en un tiempo determinado, cuando la primera se encuentra en estado
activado, RhoA se encuentra inhibida y viceversa (Kozma y col., 1997; Rottner y col.,
1999; Sander y col., 1999; Noren y col., 2001; Nimnual y col., 2003; Wildenberg y col.,
2006; Bustos y col., 2008; Burdisso y col., 2013).

El mecanismo general de accion propuesto para la GTPasa pequeiia RhoA-GTP seria a
través de 2 efectores: la proteina quinasa asociada a Rho (ROCK) y Diafanus (mDia)
(Sahai y Marshall, 2002). Esta Ultima actta nucleando la polimerizacién de actina lineal
en las zonas de unidn (Kobielak y col., 2004) y adicionalmente, detecta y genera
fuerzas mecanicas sobre los filamentos de actina (Jegou y col., 2013). ROCK promueve
el agrupamiento de filamentos de actina y la fosforilacién de la cadena liviana de
miosina no muscular para formar haces de actomiosina contractiles en los contactos
adhesivos (Amano y col., 2010). Este conjunto de funciones son esenciales para inhibir
la endocitosis de cadherina E, mantener la tensidon en las uniones apicales y asi,
establecer y mantener la barrera epitelial mediante las UEs (Warners y col., 2009;

Terry y col., 2011).

En relacién con los niveles de expresidon génica de la GTPasa Rapl, a las 24 hs de
tratamiento con T3, se verifica un incremento significativo de sus transcriptos, aunque
los mismos no superan el umbral del 50%, para considerarlo como de respuesta
temprana. Por otro lado, la falta de deteccidon de sus reguladores C3G-GEF y SPA1-GAP,
sugieren que, en el modelo experimental abordado, otros actores regularian a Rapl, o

bien que su funcidén no seria preponderante en esta etapa del proceso.

Sin embargo, luego del tratamiento por 5 dias, los niveles de expresién génica de Rapl
exhiben un marcado aumento respecto de los registrados a las 24 hs, acompanados
por la deteccién del GEF-C3G. El aumento del intercambiador, podria estar relacionado
con la necesidad de que se produzca un incremento de la forma activa de la GTPasa. Si
bien no existe unanimidad en adjudicar un vinculo directo de Rapl con las uniones
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adherentes, se han acumulado pruebas sodlidas sobre su intervencion como un
regulador clave, principalmente en las etapas en que éstas se forman, antes que en su

mantenimiento (Hogan y col., 2004; Price y col., 2004; Dube y col., 2008).

Se han reportado distintos GEFs, de los cuales 4 han sido implicados en la regulacion
de las uniones adherentes, C3G, PDZ-GEF2, Epac y DOCK4; entre los cuales sélo C3G se
ha probado que tiene una interaccién directa con cadherina E, lo cual justifica su
eleccién para este estudio (Hogan y col., 2004). Asi, la unién de C3G a cadherina es
mutuamente excluyente con la unidn de ésta a B-catenina, lo que sugiere que el GEF
no se une a cadherina E en UAs maduras. Adicionalmente, se ha comprobado la
intervencion de C3G en la translocacién de cadherina E desde el citoplasma a la
membrana, dado que su inhibicidn bloquea dicho mecanismo. Por otro lado, este GEF
ha sido localizado en endosomas (Wu y col., 2001) y se ha propuesto que puede actuar
activando a Rapl en compartimentos intracelulares en respuesta al EGF (Mochizuki y
col., 2001). Del mismo modo, la activaciéon de Rap1 puede darse por internalizacién de
cadherina E (Balzak y col., 2005), sugiriendo que C3G podria unirse a cadherina E
intracelular, para activar Rapl e inducir su translocacién a la membrana. Dado que no
se han encontrado reportes sobre la expresion del GEF-C3G en el tubo digestivo, los
resultados obtenidos en esta tesis, constituirian los primeros antecedentes que
permiten sugerir su participacion en la remodelacion intestinal inducida por T3. En
cultivos de células coldnicas, se han reportado las funciones de otro GEF, el PDZ-GEF2,
al que se lo ha vinculado con afadina y proteinas JAMs, en las que Rap1 activada,actua
estabilizando los niveles de B-integrina e incrementa los procesos de migracién de las
células epiteliales (Severson y col., 2009). Sin embargo, en contraste con células en las
gue C3G es inhibido, en las que no estd presente PDZ-GEF2, no se verifican variaciones
en los niveles de cadherina E en la superficie, pero son incapaces de formar uniones
maduras. Dicho efecto es revertido por el agregado de Rapl activada. Estos
antecedentes sugeririan que las funciones de PDZ-GEF2 durante la formacién de las
UAs, son posteriores a las de C3G (Dube y col., 2008). Los efectores de Rapl en las
células epiteliales incluyen afadina/AF-6 (Boettner y col., 2000) y Rac1/Cdc42 (Sato y
col., 2006). En el primer caso, se ha postulado que Rapl-GTP actua activando a

afadina/AF6, que luego indirectamente, lo haria con p120, incrementado la interaccion
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de ésta con cadherina E y de este modo, estabilizaria del complejo de unién (Hoshino y

col., 2005; Kooistra y col., 2007).

Rapl tiene ademas, un rol importante en la regulacidn del citoesqueleto mediante la
activacion de Racl y Cdc42 a través de la unidn y la captacidn de sus respectivos GEFs
Tiam1 y FRG (Arthur y col., 2004; Fukuyama y col., 2005b). Por lo tanto, Rapl seria
parte de un bucle de realimentacidon positiva que implica la familia Rho GTPasas,

promoviendo la maduracién de la adhesién célula-célula.

Toda estas evidencias, sumadas a los hallazgos presentados en ésta tesis, permiten
hipotetizar un posible escenario sobre la funcién de Rapl. Asi, a las 24 hs del
tratamiento hormonal, el epitelio del tubo digestivo exhibe signos de desensamble de
UAs con la concomitante endocitosis como parte de un sistema de reciclaje de
cadherinas necesarias para el establecimiento y fortalecimiento de las nuevas uniones
en el epitelio adulto. Estos procesos estarian acompaifiados por la migracién y
diferenciacion de células madres; procesos que involucran a Racl. Posteriormente y
conforme se comienzan a establecer los primeros contactos entre células vecinas, en
el epitelio superficial, se generarian los contactos iniciales que desencadenarian
distintos procesos, entre los que se destacan la endocitosis de reciclaje de las
cadherinas que, estarian involucradas en la activacion de Rapl, promoviendo su
translocacion a la superficie reforzando la uniéon. Dicha hipdtesis, se vio corroborada
en los estudios ultraestructurales del epitelio gastrico en animales tratados durante 5

dias con T3.

Con respecto a los niveles de expresion de Cdc42 registrados durante la remodelacion
del tracto intestinal de Xenopus inducida por T3, estos muestran que el gen no
responde tempranamente al tratamiento en este tejido, aunque exhiben diferencias
significativas respecto al grupo control. Estos resultados coinciden con los trabajos que
establecen que esta GTPasa actla conjuntamente con Racl, produciendo efectos
aparentemente similares en la barrera epitelial intestinal (Schlegel y col., 2011). El rol
de Cdc42 en la dindmica de UAs es controvertida, mientras sus bajos niveles de
activacion se relacionan con el adelgazamiento de los haces de actina y los cambios en
la arquitectura de las uniones epiteliales (Otani y col., 2006), su inhibicion completa no
induce cambios significativos en el citoesqueleto de actina asociado a las UAs (Kodama
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y col., 1999; Rojas y col.,, 2001). Sin embargo, hay consenso sobre el rol que
desempefia durante la determinacion de la polaridad apico-basal epitelial,
principalmente a través de la activacion del complejo de polaridad Par3/Par6/aPKC
(Yamanaka y col., 2001; Shin y col., 2006). Asi, en ratones nockdown para Cdc42,
Melendez y col. (2013) mostraron que en el intestino Cdc42 regula la polaridad, la
proliferacién, la migracion y diferenciacion de las células epiteliales, para mantener la
barrera y la homeostasis intestinal. De hecho estos autores asociaron los defectos en
la sefalizacién de Cdc42 con enfermedades generadas por atrofia de
microvellosidades. Estas actividades de Cdc42 se explican porque ademas de su vinculo
con el complejo Par/aPKC durante la determinacién de la polaridad, se comprobé que
regula el trafico vesicular dirigido por Rab8a para la adecuada formacion de las
microvellosidades de los enterocitos (Sakamori y col., 2012). En base a estos datos,
algunos autores sugieren que el tejido gastrointestinal utiliza un programa de tréfico
vesicular conservado y anterdgrado, para la rapida renovacion de células epiteliales

(Yungy col., 2016).

A pesar de la importancia descripta para Cdc42 en el mantenimiento de la barrera
epitelial, ni el GEF (FRG) ni el GAP (Rich) pudieron detectarse en los animales
sometidos al tratamiento hormonal. Estos resultados sugieren una baja o nula
respuesta a T3, aunque no puede descartarse la falta de sensibilidad de la técnica
utilizada para el dosaje de los ARNm. Tampoco puede descartarse que las moléculas
reguladoras de Cdc42 que intervienen en este sistema sean otras, no reportadas para
X. laevis. En este sentido, se postula al GEF Tuba, como candidato a intervenir en los
procesos de adhesion celular, dado que su deplecion produce pérdida de haces de
actina y cambios en la arquitectura de las uniones de las células epiteliales (Otani y
col.,, 2006). En el caso del GAP Rich, si bien no se detecté en los animales
premetamodrficos ni en los tratados, si exhibié niveles detectables en los tubos
digestivos de los animales metamorfoseados espontdneamente (NF66), sugiriendo que
gue no tendria un rol preponderante durante la metamorfosis, pero si en el tejido
adulto. Ademas de la regulacion por Rich, se encontré un nuevo complejo de proteinas
gue comprende paracingulin y CD2AP (proteina asociada a CD2), que regularia la

actividad Cdc42 en las uniones de las células de carcinoma intestinal, a través de su

173




interaccion con el GAP SH3BP1 de Cdc42 (Elbediwy y col.,, 2012). SH3BP1 estaria
implicado tanto en Ila maduracion de las uniones célula-célula como en la
remodelacién de la actina en uniones maduras de cultivos de lineas celulares

tumorales (Elbediwy y col., 2012).

Luego de 5 dias de tratamiento Cdc42 no exhibe cambios respecto a las 24 hs, por lo
tanto y de acuerdo con la hipdtesis planteada sobre la via de sefalizacidon de Rapl,
luego de 5 dias de tratamiento con T3, ésta podria actuar aumentando los niveles de
activacion de Cdc42, promoviendo la maduracién de las UAs y la determinacién de la
polaridad dpico-basal caracteristica de un epitelio maduro. En concordancia con esto,
cabe remarcar que luego de 5 dias con T3, si bien se observa un aumento de las zonas
con el complejo tripartito apical en el epitelio gastrico, propio de un epitelio
polarizado, aunque dicho efecto no fue uniforme en todo el epitelio, como el
observado en los animales metamorfoseados espontdneamente. En cuanto a su
activaciéon, como se discutié en relacién con la funcién de RhoA, durante la
remodelacién epitelial inducida por T3, podria ocurrir que la regulacion hormonal

actue a nivel postraduccional, sobre niveles basales de Cdc42.

Al igual que con las moléculas de las UA y UE se analizo la presencia de ERT putativos
en las GTPasas y sus reguladores. Se encontraron dichos sitios en las regiones
reguladoras de todos los genes que mostraron respuesta a T3, ya sea en Racl que
respondidé tempranamente, como asi también en aquellos que respondieron a los 5
dias de tratamiento hormonal Rapl, TIAM, GAP12 y C3G. La metodologia
computacional utilizada, también permitié predecir la presencia de ERT putativos en
RhoA, Cdc42, p190, SPAl1 y FRG, genes que no mostraron cambios en sus niveles de
ARNm en los tiempos de tratamiento estudiados. Esto ultimo puede deberse a que el
efecto de la hormona T3 es tejido especifica, es decir el mismo gen puede ser inducido
en un determinado tejido y no mostrar respuesta en otro bajo el mismo estimulo de
T3, dependiendo del contexto celular y la presencia de correpresores y/o
coactivadores (Shi, 2000; Shi y col., 2011), es decir que la sola presencia del ERT no

garantiza la accién de la hormona.

Por lo tanto, se concluye que la hormona T3 regula positivamente las GTPasas

pequeifas mediante la induccion de la transcripcién de sus genes, aunque el
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mecanismo exacto del proceso regulatorio requiere ser investigado mas
profundamente. Existen en la actualidad datos muy precisos que confirman la
complejidad de este sistema, los cuales se obtienen gracias a sofisticadas técnicas que
emplean biosensores que determinan la actividad de estas moléculas con elevada
resolucidon espacio-temporal que revelan que sus actividades fluctian en escalas de

decenas de micrometrosy segundos, respectivamente.

Los perfiles de expresion génica determinados para las UAs, UEs, GTPAsas y sus
reguladores, junto a la morfologia de las UAs y UEs fueron similares a los observados
en los tubos digestivos de los animales metamorfoseados espontaneamente, lo cual
significa que la induccién con T3 durante 5 dias produce efectos similares a los
acontecidos durante la metamorfosis espontanea y la posiciona como una hormona

determinante de los cambios producidos.

La Figura 39 resume los principales resultados obtenidos en esta tesis y su implicancia

en la remodelacién del epitelio del tubo digestivo de anfibios durante la metamorfosis.
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Figura 39. Eventos moleculares desencadenados por la HT en el epitelio gastrointestinal durante la
metamorfosis. A. Eventos tempranos B. Eventos tardios
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9. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis permiten arribar a las

siguientes conclusiones:

Mediante estudios bioinformaticos y de biologia molecular se logré secuenciar
y aislar un segmento del gen de B-catenina de un anfibio autéctono, el sapo
Rhinella arenarum. En base a dicha secuencia se predijo la estructura primaria
de un fragmento de la proteina correspondiente. Ambas secuencias mostraron
poseer un elevado nivel de identidad con la de otras especies de vertebrados,
demostrando el alto grado de conservacién de su secuencia y en la filogenia de
motivos caracteristicos y fundamentales para la funcién y regulacion de -
catenina.

A nivel anatdémico, se comprobd que el tratamiento hormonal de larvas
premetamorficas tanto de Rhinella arenarum, como de Xenopus laevis resulta
en una profunda remodelacion craneal y en el desarrollo de los miembros
posteriores, sin que se logre la reabsorcion completa de la cola. Se produce una
extensa remodelacion y acortamiento del tubo digestivo; el mismo no llega a
reproducir integralmente lo que ocurre durante la metamorfosis espontdnea.

A nivel histolégico, se comprobd que el tratamiento con T3 provoca muerte
celular programada y concomitantemente division celular en el epitelio
estomacal de Xenopus laevis. Se verifico el engrosamiento de las capas
epiteliales, musculares y serosa, aungue no se observé un desarrollo completo
de la capa submucosa, ni de la muscular de la mucosa. Luego de 5 dias de
tratamiento los tejidos alcanzaron un nivel de remodelacion similar al
observado en el climax metamorfico ("NF60) de la metamorfosis espontanea.
Los cambios observados son congruentes con el modelo de remodelacién
gastrointestinal.

A nivel ultraestructural, se probé que el epitelio gastrico superficial es
significativamente modificado por la hormona T3, fundamentalmente a nivel
de los complejos apicales (particularmente en las UAs y Dms). A las 24 hs, T3
induce remodelacién del epitelio y modificacion de la organizacion de las UAs y

de los Dms y aumento de endocitosis, lo que permite postular que T3 induce el
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desensamble de las UAs, de los Dms vy el reciclaje de sus componentes. Luego
de 5 dias de tratamiento, la hormona induce la formacién de nuevas UAs y
Dms, configurando el complejo tripartito apical (UEs, UAs y Dms) caracteristico
de un epitelio adulto polarizado.

A nivel molecular, se probd que los genes de cadherina E, - y a-catenina son
de respuesta temprana a T3 en el tejido gastrointestinal de Xenopus laevis. Esta
respuesta también se confirmd para [-catenina de Rhinella arenarum. En
contraste, el gen de p120 no responde tempranamente a T3, pese a que exhibe
aumentos estadisticamente significativos. Estos resultados sugieren que para
gue se produzca la remodelacién gastrointestinal resulta necesaria la sintesis
de novo de estas moléculas, las que sumadas a las moléculas endocitadas y
recicladas formarian los nuevos contactos necesarios para el establecimiento
del epitelio adulto.

A nivel bioinformdtico, se confirma que los genes de cadherina E, B- y o-
catenina de X. laevis presentan en sus regiones reguladoras Elementos de
Respuesta a T3 (ERT), mientras que dichos elementos no se encuentran en
p120.

El comportamiento de las moléculas de las UEs analizadas (ocludina y ZO1)
exhiben una respuesta desfasada ante el tratamiento hormonal de las UEs,
comparada con las UAs. Asi se refuerza la hipotesis de que bajo la induccion de
T3 las UEs no son modificadas integralmente. Dicho comportamiento se asimila
a la necesidad del mantenimiento de la funcion de barrera transepitelial
necesaria aun en un tejido en proceso de renovacién.

A nivel molecular se comprobd que las GTPasas pequenas son reguladas
diferencialmente por la hormona T3 durante la remodelacion del epitelio
gastrointestinal de X. laevis. De las GTPasas analizadas, sélo el gen de Racl es
de respuesta temprana a T3, lo que se correlaciona con los estudios
bioinformaticos que muestran la presencia de ERTs en su region reguladora. Se
postula que los efectos tempranos de la remodelacién gastrointestinal
inducidos por T3 estarian mediados principalmente por Racl y su GEF Tiam, asi

como otros GEFs y finalizando el proceso por Rapl.
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Conclusion general

La morfogénesis epitelial se reconoce como un proceso critico en la evolucion de los
organismos, porque es clave en el desarrollo de la multicelularidad de los seres vivos.
El establecimiento de la polaridad celular via el establecimiento de complejos de
uniones célula-célula resulta ser uno de los eventos mas relevantes de la conformacion
de los epitelios. Entre los complejos de unidon conocidos, las UAs mediadas por
cadherina E son esenciales no sélo desde el punto de vista biomecanico, sino también
en relaciéon con su rol como receptores de sefalizacidon inter- e intracelular. El
establecimiento y mantenimiento de estas UAs durante la remodelacién del epitelio
gastrointestinal de Xenopus laevis, es directamente regida por la hormona T3,
actuando a través de RTs sobre los genes integrales de estas uniones, cadherina E, -y
ol-catenina y una de sus GTPasas reguladoras, Racl. Corriente abajo en la cascada de
sefiales involucradas temporalmente, otros actores bien conocidos son
transcripcionalmente inducidos y sus productos funcionalmente activados —Cdc42,

Rap1, C3G, GAP190, Richl, TGGP.

La mayoria de los estudios realizados para intentar comprender los mecanismos de
accién de estos complejos macromoleculares han sido desarrollados en sistemas in
vitro. De alli, que los estudios como los de la presente tesis cobran especial
importancia para una comprension integral y real de la regulacién de los procesos de
adhesién intercelular en epitelios, asi como para ser disparadores de nuevos

interrogantes en la regulacion de éstos en sistemas in vivo.
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ANEXO. Bioensayo preliminar en R. arenarum para la seleccién de la concentraciéon

de T3.

Con el objetivo de establecer la concentracién dptima de T3 como inductora de
metamorfosis en R. arenarum se realizd6 una curva de calibrado. Larvas
premetamorficas de estadio 33 (Gosner, 1960) fueron colocadas en recipientes
plasticos.Tres grupos de larvas fueron incubadas en solucién de 3,3°,5-triiodotironina
(T3) de 10 nM, 5 nM y 1,25 nM en agua artificial de laboratorio (AAL), durante 5 dias.
Los bioensayos se realizaron a una densidad de 10 larvas/L. Los animales fueron
alimentados con lechuga hervida, mantenidos a 20 + 2°C, fotoperiodo 12 L:12 O. El AAL
de todos los modelos se renovd diariamente durante los 5 dias que durd el
experimento. Como se puede observar claramente en la Tabla 10 y Figura 40, los
animales tratados con concentraciones de 5 y 10 nM presentan mayor desarrollo de
los miembros posteriores y de uno de sus miembros anteriores, reabsorcién de la cola
casi completa y profunda remodelacién de su cabeza y tronco. Estos resultados
indicaron que la concentracion de T3 mds adecuada era la de 5 nM, debido al grado de
metamorfosis logrado y a que con esta concentracion se verifican minimos signos de

hiperactividad o muerte.

Tabla 10. Medias morfométricas y mortalidad

Muestra Mortalidad LCo/LCTr LMP/LCTr

T3 10nM 75% 0,10 +£0,01 0,60 £ 0,04
T3 5nM 0% 0,20 £0,03 0,60 + 0,05
T3 1.25nM 0% 0,40 £ 0,05 0,54 £0,04
Control st 33 0% 1,60 £ 0,10 0,11+ 0,02

Figura 40. Efectos anatémicos sobre
larvas  premetamérficas de R.
arenarum de las distintas
concentraciones de T3
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