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RESUMEN

El gen higdla (hypoxia-induced gene 1a) codifica para una proteina pequefia de la membrana
mitocondrial interna, cuya presencia ha sido descrita en varias especies y tipos celulares. Existen
referencias de su participacién en procesos de diferenciacién, y en procesos patolégicos
principalmente asociados a hipoxia y estrés metabdlico severo. Las evidencias recabadas hasta
el momento indican que la proteina posee un rol anti-apoptético y de incremento de la
viabilidad celular, que es mediado por inhibicion de la liberacién de citocromo C, y de la
consecuente activacidon de la via de las caspasas. También se ha relacionado su funcién al
mantenimiento de la homeostasis mitocondrial, reportdandose que interacciona con otras

proteinas mitocondriales, incluidos componentes de la cadena respiratoria.

En nuestro laboratorio, se ha abordado el analisis de la expresién y funcion de higdla durante
el desarrollo, tanto en ratas como en el pez cebra. En este ultimo, se comenzaron a llevar a cabo
ensayos de knockdown de la proteina utilizando oligdmeros de morfolino. Los resultados
preliminares evidenciaron alteraciones anatémicas y un aumento de muerte celular. Sin
embargo, las altas dosis de inyeccidn requeridas y la pobre reproducibilidad de los experimentos

revelaron la necesidad de obtener un modelo mas robusto de pérdida de funcidn.

En el presente trabajo, nos propusimos profundizar en la caracterizacién de la expresion y
funcién del gen higdla durante el desarrollo del pez cebra. En este sentido, se confirmd la
presencia de proteina Higdla a lo largo de la embriogénesis, con niveles especialmente elevados
entre las 24 y las 48 horas post-fecundacion. Para el estudio de la funcidn, se disefié y puso a
punto el uso de la metodologia de edicidon gendmica CRISPR/Cas9, con la cual establecer una
linea knockout para higd1a. Como resultado de la implementacién de esta técnica, se generaron
dos lineas de peces portadoras de mutaciones distintas, ambas afectando la correcta traduccion
de la proteina Higdla. El andlisis preliminar de su fenotipo reveld leves alteraciones en la
actividad locomotora de los individuos mutantes, asi como una mayor tolerancia frente a la
deplecién de oxigeno. También se evidenciaron mayores niveles basales de histona H2AX
fosforilada en las lineas mutantes, indicio de un incremento de dafio en el ADN. Contrastando
con lo observado tras el knockdown con morfolino, no se encontraron alteraciones notorias en
el desarrollo de los cartilagos cefalicos en los individuos mutantes. Adicionalmente, las
caracteristicas fenotipicas de las dos lineas no resultaron idénticas. En conjunto, estas
discrepancias podrian sugerir una activacién diferencial de mecanismos compensatorios de la

funcién de la proteina Higdla en las lineas mutantes generadas.

Consideramos que el establecimiento de ambas lineas knockout constituye una valiosa
herramienta para explorar las interrogantes aun pendientes respecto al rol de higdla, en

particular, permitiendo aportar evidencias in vivo en el contexto del desarrollo embrionario.
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|. INTRODUCCION

I.1- Identificacion de Higd1la

HIG-1 (Hypoxia-induced gene 1) es una pequeia proteina de aproximadamente 11 kDa, situada
en la membrana mitocondrial interna, cuya expresién ha sido reportada en diversas especies y
diferentes tipos celulares. Denko y colaboradores fueron los primeros en identificar la proteina
en células cervicales de ratén y en células humanas, por su expresion inducida frente a hipoxia
y a cambios en la concentracion de glucosa (Denko et al., 2000). Mas tarde, en la medida en que
se fue describiendo una familia de proteinas relacionadas, este gen fue mas especificamente
denominado como Higdl1a (Hypoxia inducible domain family member 1A). En este punto vale la
pena aclarar que a lo largo del trabajo se adoptard la nomenclatura propuesta en
http://www.ssr.org/NomenBullets: cuando se trate de las especies de rata o ratén, nos
referiremos al gen como Higdla y a la proteina como HIGD1A; cuando se hable de humanos,
HIGD1A y HIGD1A para gen y proteina respectivamente; y cuando se trate del pez cebra, se

referird como higdla al gen y como Higdla a la proteina.

En nuestro laboratorio, examinando cambios en la expresién génica en el Sistema Nervioso
Central (SNC) de ratas durante el periodo periy post-natal temprano, se identificd una secuencia
aun no reportada en ratas (Bedd et al., 2005), homdloga a la descrita por Denko y colaboradores.
Poco mas tarde, otro grupo describid en células pancreaticas murinas el gen que codifica para
HIMP1 (hypoglycemia/hypoxia inducible mitochondrial protein 1), reconocido en ese momento
como homoélogo de hig-1 y mas tarde establecido como sindnimo de Higdla. Los investigadores
demostraron que HIMP1 se localiza en la membrana de las crestas mitocondriales, y su
estructura consiste en dos hélices hidrofébicas que forman un loop a través de la membrana,
con ambos extremos N- y C-terminal hacia el espacio intermembrana (Fig. 1.A; Wang et al.,,
2006).

I.1lI- La familia de proteinas HIG

A partir de las primeras descripciones, se identificaron por comparacion de secuencia
homadlogos de Higdla en diversas especies, e incluso en varias de ellas se han hallado multiples
isoformas de la proteina. De este modo fue definiéndose una familia de proteinas con un
dominio Higl, que se encuentra evolutivamente muy conservada, con miembros que van desde
las alfa-proteobacterias hasta diversos taxones eucariontes, incluyendo hongos, plantas, peces,
mamiferos, entre otros (Strogolova et al., 2012).

La familia Hig ha sido subdividida en dos grupos cercanamente relacionados: Hig tipo 1 y Hig tipo
2. Los integrantes del tipo 1 serian susceptibles a la regulacién por hipoxia y otras condiciones

de estrés, y su presencia estaria restringida a eucariotas superiores. Por el contrario, los


http://www.ssr.org/NomenBullets

miembros del tipo 2 representarian isoformas expresadas constitutivamente y tendrian una
distribucidn mas universal. La clasificacion en ambos grupos se basa en la presencia del motivo
conservado (Q/1)X3(R/H)XRX3Q (abreviado QRRQ), caracteristico de Hig tipo 2; en la Figura 1.B
se muestra la posicion de dicho motivo respecto al dominio conservado Hig, y alineamientos
parciales que ejemplifican su presencia en proteinas de levaduras, mamiferos y proteobacterias.
Por otro lado, los integrantes del tipo 1 poseen una version modificada de esta secuencia, por
ejemplo HIGD1A en los mamiferos presenta en su lugar el motivo (I/V/L)HLIHMRX3Q (Garlich et
al., 2017).

La estructura completa para las isoformas HIGD1A y HIGD1B humanas fue resuelta hace unos
afios por espectroscopia NMR (Fig. 1.C). En aquel trabajo, Klammt y colaboradores
caracterizaron estructuralmente una serie de proteinas integrales de membrana, en vista de su
potencial importancia para la industria farmacéutica, ya que alrededor de la mitad de las
principales drogas desarrolladas tienen como blanco este tipo de proteinas. En concordancia
con descripciones previas, los dominios conservados transmembrana presentaron una
estructura helicoidal laxa (loosely packed), con contactos de Van der Waals inter-hélice
relativamente escasos y cercanos a los extremos. En ambas isoformas, la primera region

transmembrana es precedida por una pequefia hélice N-terminal anfifilica (Klammt et al., 2012).
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o> Figura 1. Aspectos estructurales de la familia de proteinas HIG. A. Esquema de la
Klammtet al., 2012 disposicion de la proteina en la mitocondria. B. Ubicacion relativa del dominio
conservado Hig, de los dominios transmembrana (TM1 y TM2) y del motivo QRRQ
caracterisitico las proteinas Hig tipo 2. Abajo se ejemplifica la presencia de dicho
motivo en la proteina Rcfl de Saccharomyces cerevisiae, en las proteinas HIGD2A
humana (Hs) y bovina (Bt), y en una proteina homdloga de Bradyrhizobium japonicum

(Bj). C. Estructura de las proteinas humanas HIGD1A y HIGD1B resueltas por NMR.

I.11l- Expresion de isoformas de la familia HIG

Los primeros trabajos que abordaron el estudio de proteinas de la familia Hig lo hicieron en
modelos murinos. Una de las investigaciones describié la expresidn de dos variantes de splicing

de Higdla, HIMP1-ay HIMP1-b, en embriones E10-12 y en varios érganos adultos. Examinando



los islotes pancredticos, los autores observaron que estas proteinas se expresan
predominantemente en células a, pero no en células B. Sin embargo, cuando expresaban
ectépicamente HIMP1-a en cultivos de células B-pancredticas, se constataba un aumento de la
viabilidad celular y de proteccién contra la apoptosis frente a la exposicién a hipoxia o a
variaciones en la concentracion de glucosa del medio (Wang et al.,, 2006). Mas tarde, An vy
colaboradores reportaron que Higdlay Higd2a son las formas mayoritarias en varios tejidos de
ratdn, especialmente en tejido cardiaco y renal, y Higd1a también presenta altos niveles en el
cerebro. Por otro lado, las formas Higd1b y Higd1c, si bien estan presentes en todos los tejidos
examinados, muestran una expresion francamente menor. Asimismo, ese estudio puso de
manifiesto que el factor inducible por hipoxia HIF1 es capaz de inducir la expresién de Higdla
en cultivos de macréfagos, y que dicha activacién ocurre a través de un elemento candnico de
respuesta a hipoxia (HRE) situado en el promotor del gen. Al exponer los cultivos a hipoxia, tanto
Higdla como Higd2a incrementaban su expresidon en una escala de tiempo similar (6 horas),
pero el segundo lo hacia en menor medida; contrariamente, Higd1b y Higd1c mostraron poco

efecto frente a este tipo de estrés (An et al., 2011).

Recientemente en nuestro laboratorio, se analizd la expresién de los distintos miembros de la
familia Hig en ratas. Para esta especie, las bases de datos arrojan la existencia de cuatro
proteinas -HIGD1A, HIGD1B, HIGD1C y HIGD2A- codificadas en loci diferentes, asi como de al
menos tres pseudogenes que presentan una alta similitud con los ORFs de sus homdlogos,
Higdla y Higd2a. El analisis del perfil de expresidn a nivel de ARNm de las cuatro formas
codificantes mostré que en los tejidos de cerebro, higado, pulmdén y corazén las formas
mayoritarias son Higd1a y Higd2a, expresandose Higd2a incluso en mayor medida que Higdla.
De forma similar a lo observado en ratén, los transcriptos de Higdlb y Higdlc, si bien
minoritarios, estuvieron presentes en todos los tejidos analizados. Es interesante que estas dos
formas parecerian ser mas importantes durante el desarrollo postnatal, puesto que mostraron
una expresion significativamente mas alta en las crias (p10) que en las ratas adultas, mientras
que lo opuesto sucede con Higdlay Higd2a. En lo que refiere a la distribucion de Hlgdla en los
distintos tejidos, higado y corazén presentaron mds abundancia de transcripto, seguidos por el

cerebro y por ultimo pulmdn, en menor proporcion (Blanco, V., 2017).

I.1V- Expresion de Higdla y su regulacion

Desde su primera descripcion a la fecha, el gen Higdla ha sido citado en varios andlisis
transcriptomicos. Algunos estudios relacionan su expresién con la proteccion celular (Chanrion
et al., 2008; Gavriouchkina et al., 2010), mientras que otros lo asocian a la diferenciacién; por
ejemplo, se ha descrito una induccién de varios genes que son blanco de regulacién por HIF1
durante la diferenciacion condrogénica estimulada por insulina, entre los que se cita Higdla
(Chen et al., 2005). Asimismo, una publicacién reciente evidencié que la via de sefializacién de
HIF1 y de respuesta a la hipoxia cumplen un papel importante en la mecano-transduccién de

osteocitos. Dicho estudio identificd 8 genes clave que son diferencialmente regulados en



cultivos de osteocitos, ante la aplicacidn de distintos tipos de estrés mecanico. Higd1a es uno
de los que integran este pequefo grupo; también se incluye el gen codificante para la enzima
glicolitica y-Enolasa (Eno2), y los autores observaron que el knockdown de este gen provoca una

baja significativa en la expresion de Higdla (Wang et al., 2018).

Una serie de otros trabajos ha relacionado cambios en la expresion de Higdla con la respuesta
a algun tipo de estrés, pero sin profundizar mayormente en su funcién. Asi, Jin y colaboradores
mostraron una induccién en la expresidn del gen en cultivos primarios de neuronas expuestos a
un medio hipdxico durante 24 horas (Jin et al., 2002). Se ha descrito que la exposicién a niquel
de fibroblastos de embridon de ratdn en cultivo aumenta 13 veces la expresion de Higdla; y se
propone que la inducciéon ocurriria a nivel transcripcional y en forma HIF1l-dependiente
(Salnikow et al., 2003). Por otro lado, un aumento de 2,6 veces fue observado en cardiomiocitos
tratados con el flavonoide quercetina, capaz de proteger las células del estrés oxidativo
(Angeloni et al., 2007). Lattanzi y colaboradores describen también una induccion de Higdla en
cultivos neuronales de la linea PC12, como parte de la respuesta al estrés y a la degeneracion

inducida por tratamiento con trimetiletina (Lattanzi et al., 2007).

En 2015, una investigacion llevada adelante por Ameri y colaboradores en la que se proponian
desentrafiar el papel de la via de HIF1 -y en particular de HIGD1A- sobre el crecimiento tumoral,
encontrd que HIGD1A parece participar en la regulacién metabdlica del crecimiento tumoral, en
particular actuando como un represor del mismo. El trabajo reportd la hipermetilacién de sitios
CpG ubicados en la vecindad de varios elementos de respuesta a hipoxia (HREs), en el promotor
de HIGD1A. Los autores observaron que en distintas lineas de cancer humanas esta modificacion
epigenética tendria por consecuencia impedir la transactivacion por HIF1 y, a diferencia de lo
que se ha descrito en otros modelos, esto ocurriria aun bajo condiciones hipdxicas (Ameri et al.,
2015).

Por ultimo, ademds de estos mecanismos de regulacién transcripcional, experimentos de
hibridacidn in situ realizados en tejido nervioso de ratas han evidenciado la presencia de un ARN
antisentido de Higdla. Por tanto, no es de descartar que la expresién de esta familia génica se
halle también sujeta a otras formas de regulacién, de caracter post-transcripcional (Bedé et al.,
2005; Costa et al., 2012).

I.V- Expresion de Higdla en el Sistema Nervioso

En el dltimo tiempo, nuestro equipo de trabajo ha analizado la expresion de la proteina HIGD1A
en el Sistema Nervioso Central (SNC) de ratas, durante los primeros dias de vida post-natal. Al
estudiar los tejidos de ratas de ocho dias (P8), se comprobé que HIGD1A es abundante y posee
una distribucién amplia, aunque no homogénea. La médula espinal es la regién del SNC que
presentd mas alta expresién de la proteina. En el cerebro anterior, las regiones con mayor

inmunorreactividad para HIGD1A incluyen el nicleo endopiriforme, algunos nucleos taldmicos,



la amigdala basolateral, hipocampo, putamen y nicleo caudado. Ademas, se constataron niveles
altos en varias estructuras del tronco encefalico, algunas de ellas involucradas en la funcidn
auditiva, como el coliculo inferior, lemnisco lateral, cuerpo trapezoide y complejo olivar
superior, y también en otras como tracto trigémino, substantia nigra, nucleos del rafe, drea
tegmental y formacidn reticular (Fig. 2.A, B). Se propone que este patrén de expresion extendido
pero heterogéneo que muestra HIGD1A se vincularia con eventos de maduracion y plasticidad,
y no tanto con los aspectos funcionales especificos de cada area (Lopez et al., 2018).

A nivel celular, la morfologia y la co-localizacion con los marcadores NeuN y GFAP sugirieron que
en algunas regiones HIGD1A es expresado predominantemente en neuronas, mientras que en
otras esta presente mayoritariamente en astrocitos (Fig. 2.C) (Lopez et al., 2018). En este
sentido, en la médula espinal se observa un cambio de distribucidn con la edad: durante los
primeros dias de vida HIGD1A es abundante en neuronas, y a partir de los 15 dias luego del
nacimiento pasa a localizarse principalmente en células gliales (Bedé et al., 2012).

Resulta interesante que en el SNC de ratas, los eventos de apoptosis tienen un pico enseguida
luego del nacimiento y van decreciendo en el transcurso de la primera semana de vida (Lowrie
& Lawson, 2000). A lo largo de este periodo, la expresion de Higdla va en aumento, y
experimentos de hibridacidn in situ han mostrado que los grupos neuronales mas preservados
durante esos dias coinciden con aquellos que tienen un mayor nivel del ARNm de Higdla (Bedd
et al,, 2012).

En suma, las observaciones acerca de la distribuciéon de HIGD1A sugieren que podria cumplir un
rol importante durante el desarrollo del SNC, en particular relacionado a la proteccién contra la

apoptosis, y a la correcta diferenciacién y maduracién de los tejidos.

HIGD1A/NeuN

NeuN

HIGD1A

@
‘.

GFAP HIGD1A/GFAP

Figura 2. Distribucion de HIGD1A en el SNC de ratas P8. A, B. Ensayos de inmunohistoquimica revelan niveles

elevados de HIGD1A en diversas areas; a modo de ejemplo se muestran nucleos taldmicos (A) y nucleo
endopiriforme (B). C. Co-localizacion de la sefial de HIGD1A con neuronas del hipocampo (arriba) y con astrocitos
en el quiasma dptico (abajo). Figuras tomadas de Ldpez et al., 2018.



I.VI- HIGD1A y la funcion mitocondrial

Los estudios que han abordado mds especificamente la funcién de HIGD1A han puesto de
manifiesto su importancia sobre el mantenimiento de la homeostasis y la funcién mitocondrial.
Los primeros trabajos vincularon la proteina a la proteccion celular mediada por la prevencion
de la activacion de la via mitocondrial de apoptosis (Wang et al., 2006; An et al., 2011). En
particular, se demostré en macrdéfagos de ratdn expuestos a hipoxia que cuando las dos
isoformas Higdla y Higd2a son silenciadas por siRNA, existe un incremento en la apoptosis, y
que su efecto anti-apoptdtico consiste en inhibir la liberacion de citocromo C desde la
membrana mitocondrial y, por consiguiente, reducir la actividad de caspasas (An et al., 2011).

Mas tarde, se reportd la presencia de la proteina HIGD1A en el nucleo, bajo condiciones de
estrés metabdlico severo, y que la misma se solapaba con la de AIF (Apoptosis inducing-factor),
existiendo una interaccién fisica entre ambas proteinas. Si bien en dicho trabajo no se clarifica
el mecanismo por el cual HIGD1A podria ser transportada al nucleo, se propone que existiria un
pool minoritario de proteina HIGD1A en el citoplasma y que éste seria pasible de translocacién
nuclear. Realizando ensayos in vivo, los autores correlacionaron dicha re-localizaciéon de HIGD1A
con distintas situaciones patoldgicas, como cardiopatia isquémica, encefalopatia hipdxico-

isquémica y también con cancer (Ameri et al., 2013).

Un trabajo posterior de An y colaboradores profundizé en el rol de HIGD1A sobre el
mantenimiento de la integridad mitocondrial. Ellos demostraron que el gen es esencial para
preservar la organizacion de las crestas y para que ocurra la fusion mitocondrial. A través de
ensayos en cultivos celulares de las lineas HelLa y HEK293T, comprobaron que la deplecién de
HIGD1A conduce a la fragmentacién mitocondrial, pérdida severa del ADN mitocondrial y un
retraso en el crecimiento celular. Cabe puntualizar que este retraso parecid deberse a una
inhibicién de la proliferacién y no a un aumento de la apoptosis. Adicionalmente, los autores
describen que estas funciones de HIGD1A estan mediadas por la unién y prevencién del clivaje
de la proteina Opal (Optic atrophy 1), una GTPasa que reside en la membrana mitocondrial
interna y juega un papel importante en el sostén estructural de dicha membrana y en el
remodelado de las crestas (An et al., 2013).

A su vez, se ha relacionado a HIGD1A con la regulacién de la proteina y-secretasa mitocondrial
y del péptido B-amiloide (Hayashi et al., 2012). La actividad anormal de estas proteinas se asocia
al desarrollo de importantes enfermedades, como Alzheimer (Haass & Selkoe, 1993), apoplejia
(Arumugam et al., 2006), ateroesclerosis (Aoyama et al., 2009) y cancer (Shih et al., 2007).
Hayashi y colaboradores observaron en ese trabajo que tanto los niveles de y-secretasa como
de la proteina B-amiloide se incrementan en células neuronales cuando son sujetas a
condiciones de hipoxia. En estas condiciones, la acumulaciéon de ambas proteinas conduciria a
una sobre-produccidn de especies reactivas del oxigeno (ROS) y a la disfuncién mitocondrial,
provocando en ultima instancia la muerte celular. En células que expresaban HIGD1A en forma
estable, la actividad de y-secretasa mostrd estar regulada negativamente, previniendo asi la

acumulacidén de B-amiloide y ayudando a mantener la correcta estructura y funcion mitocondrial



(Fig. 3.A). Por el contrario, el knockdown de HIGD1A resulté en un aumento de ROS, incluso en

condiciones norméxicas, y en alteracidn del funcionamiento mitocondrial.

Mas tarde, una publicacién de otro grupo probd que en cardiomiocitos de rata, HIGD1A se une
directamente al complejo IV de la cadena respiratoria (referido también como Citocromo C
Oxidasa o COX) alterando la estructura de su sitio activo y aumentando la produccion de ATP
mitocondrial. Los autores proponen que bajo condiciones de hipoxia, este incremento de la
produccién de ATP ejerceria un rol citoprotector (Hayashi et al., 2015).

En acuerdo con estos hallazgos, investigaciones realizadas en levaduras identificaron dos genes
de la familia Hig, cuyo producto proteico es necesario para el correcto ensamblaje del
supercomplejo citocromo bc;-COX; tal es asi, que los autores propusieron nombrarlos
Respiratory supercomplex factors 1y 2 (Rcfl y Rcf2). El estudio encontré que ambos, Refl y Ref2,
se asocian fisicamente con el supercomplejo bc;-COX, estabilizando su ensamblaje y modulando
la actividad enzimatica de COX. Asimismo, realizando ensayos con una version truncada de Rcfl
que sélo poseia los dominios transmembrana conservados pero no la porcién C-terminal
especifica de levaduras, se vio que la asociacidon se mantenia. Por tanto, los autores plantean
que la funcién de soporte de la actividad COX seria un rasgo conservado de la familia Hig
(Strogolova et al., 2012). En un trabajo mas reciente, el mismo grupo encontré que la asociacion
de Rcfl con COX se establece por intermedio de las subunidades Cox2 y Cox3, y que involucra la
formacion de dos pares GIn/Arg conservados. Los autores postulan que Rcfl no constituye un
componente fisico del complejo, sino que se uniria de manera dinamica y transitoria,
posiblemente durante el ensamblaje del complejo, modificando su estabilidad y propiedades
cataliticas. Se sugiere, ademas, que esta modulacién podria involucrar algunos lipidos asociados

a COX, como cardiolipina y fosfatidiligliceroles (Garlich et al., 2017).
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Figura 3. Relacion de HIGD1A con la funciéon mitocondrial. A. La expresion estable de HIGD1A preserva la integridad mitocondrial
frente a la hipoxia en una linea celular de neuroblastoma humano. B. Modelo alternativo de fosforilacion oxidativa y
disminucién de ROS, facilitado por la formacidn del supercomplejo respiratorio y la version fosforilada de CytC. HIGD1A contacta
con CIV y la molécula de CytC ubicada en el sitio proximal (rojo). La flecha negra indica la via uniendo los complejos lll y IV por
la que CytC seria canalizado.



En una linea similar, Guerra-Castellano y colaboradores publicaron un trabajo en el que se
buscaba estudiar los efectos de la fosforilacidon de citocromo C (CytC) en determinado residuo
de tirosina; en particular, buscaban elucidar la participacién de esta modificacion post-
traduccional en la neuroprotecciéon ejercida por el tratamiento con insulina frente a la injuria
isquémica. En el trabajo se describe una interaccion entre CytC y la porciéon N-terminal de
HIGD1A; la unién ocurriria tanto con CytC wild type como con la especie fosforilada, aunque
hacia esta ultima presenta una menor afinidad. Se sugiere que esta disminucidn de la afinidad
daria lugar a una tasa de recambio mas alta en la interaccion HIGD1A-CytC, y esto promoveria
la reduccién del complejo IV. Los autores proponen que la fosforilacién de CytCy el ensamblado
de supercomplejos respiratorios tienen un efecto regulador sobre la tasa de reduccion del
complejo IV, de modo de prevenir el aumento de ROS vy frenar la inducciéon de apoptosis.
Especificamente, proponen que la formacién de estas supraestructuras moleculares provee
sitios de contacto alternativos entre los complejos Il y IV, proporcionando una via mas rdpida
para el tréfico de electrones (Fig. 3.B). En este escenario, HIGD1A facilitaria interacciones entre
componentes de la cadena respiratoria, de modo de mantener a raya el nivel de estrés oxidativo

en la mitocondria y la activacion de caspasas (Guerra-Castellano et al., 2018).

Por otra parte, el ya mencionado trabajo de Ameriy colaboradores (2015) encontré que HIGD1A
se asocia a la cadena respiratoria a través del complejo Ill. En vista de que este complejo
constituye un sitio importante de produccion de superdxido O;" (Buetler et al., 2004; Chen &
Gibson, 2008), examinaron también la influencia de HIGD1A sobre el consumo de oxigeno y la
produccién de ROS mitocondrial. Curiosamente, los resultados mostraron que la expresion de
HIGD1A provoca una reduccién en la tasa de consumo de oxigeno y un aumento de la produccion
mitocondrial de ROS en cultivos de fibroblastos sometidos a baja concentracion de glucosa. No
obstante, al adicionar glucosa al medio, las células que expresaban HIGD1A restituian mas
rapidamente el consumo de oxigeno, en comparacién con las que no lo expresaban. Una
estrategia celular para evitar fendmenos de apoptosis causados por ROS consiste en la
activacion de AMPK (protein kinasa AMP-dependiente) y de vias adaptativas ligadas, que
incluyen mecanismos antioxidantes (Jeon et al.,, 2012). A este respecto, los autores
comprobaron -tanto in vitro como in vivo- que la expresién de HIGD1A se encontraba asociada
a un aumento de los niveles de la forma fosforilada y activa de AMPK (pAMPK), y que esto

originaba un descenso de ROS totales en las células (Ameri et al., 2015).

I.VIl- Higd1a en el pez cebra

En el pez cebra (Danio rerio) se han identificado a la fecha dos genes de la familia Hig que son
codificantes de proteinas. El primero en describirse fue un ortdlogo de Higdla, y mas
recientemente, la pendltima actualizacion del genoma (GRCz10, afio 2015) ha mostrado la
existencia de la variante higd2a (ver Anexo |). Inicialmente este gen fue catalogado como
putative protein coding, y mas recientemente, se confirmd la traducciéon a proteina y la

secuencia aminoacidica de Higd2a.



La bibliografia que existe en el pez cebra acerca de la familia Hig es escasa. Los primeros reportes
consisten en ensayos de hibridacidn in situ a gran escala llevados a cabo por Thisse y
colaboradores durante la embriogénesis del pez cebra. Los mismos mostraron que higdla es un
gen que se expresa desde etapas muy tempranas, presenta una distribucidon ubicua hasta
aproximadamente las 30 horas post-fecundacion (hpf) y luego la sefial se concentra en las
regiones de la cabeza, los arcos branquiales y las aletas pectorales (tejido cartilaginoso) (Fig. 4.A;
Thisse et al., 2001). De modo consistente con estos datos, experimentos de hibridacion in situ
realizados en nuestro laboratorio sobre cortes histolégicos de la zona de la cabeza mostraron
que, en larvas de 7 dpf, el ARNm de higdla se encontraba ampliamente distribuido, con
particular intensidad en los condrocitos. Asimismo, la cuantificacién del mensajero por
experimentos de PCR en tiempo real indicd que el gen se expresa a lo largo de todo el desarrollo,
con niveles mas elevados en etapas bien tempranas y en el lapso comprendido entre las 24 y las
48 hpf (Fig. 4.B); muestras de ovocitos también mostraron una abundancia especialmente alta
del ARNm de higdla (Sosa, |., 2014).
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Figura 4. Antecedentes de la expresion de higdla durante el 4 hpf 8hpf 16 hpf 24 hpf 48 hpf 72 hpf 96 hpf 6 dias

desarrollo del pez cebra. A. Hibridacion in situ para higdla

en las etapas de Segmentacidn (16-19 hpf, izq.) y Eclosion Sosa, 1., 2014

(48-60 hpf, der.). B. Cuantificacion del ARNm de higdla a lo
largo de los primeros dias de la embriogénesis.

Ademas de estos antecedentes, existen tres andlisis transcriptomicos que citan a higdla entre
grupos de genes inducidos frente a distintos estimulos. Por un lado, estudiando la implicancia
de la via de sefializacidn de sonic hedgehog (shh) en el desarrollo de carcinoma basocelular,
Chen vy colaboradores describieron a higdla como uno de los principales genes
significativamente inducidos por sobre-expresion de shh en la epidermis (Chen et al., 2009). Un
analisis mas reciente que abordaba el estudio de la respuesta al estrés por bajas temperaturas,
también cita a higd1a como parte del conjunto de genes inducidos (Hu et al., 2015).

Otra publicacién sefialé que higdla constituye uno de los 19 genes inducidos en embriones que
habian sufrido exposicion continua a luz. Los autores encontraron que varios de los genes
regulados positivamente estan relacionados con la respuesta a estrés y con la reparacion del
ADN (Gavriouchkina et al.,, 2010). En este sentido, ha sido documentado que las especies

reactivas del oxigeno son capaces de inducir la transcripcion de genes de respuesta directa a la



luz (Hirayama et al., 2007). Por otra parte, el estudio propone a Tef (Tyrotroph embryonic factor)
como un factor de transcripcion clave en la activacién de este grupo de genes. Dicha activacion
estaria mediada por la unién a elementos de respuesta PARRE (PAR Response Elements), que se
encontraron en los promotores de todos los genes inducidos, incluyendo higd1a (Gavriouchkina
et al., 2010).

En lo que respecta a los aspectos funcionales de la proteina Higdla, en nuestro laboratorio
hemos realizado ensayos de knockdown utilizando un oligdmero de morfolino (MO) que
interfiere con el correcto splicing del pre-ARNm del gen. La disminucidn del transcripto normal
produjo alteraciones y retrasos en el desarrollo, en particular, se observé un aumento de la
muerte celular en el drea del mesénquima de la cabeza derivado de la cresta neural (Fig. 5.A, B).
Dado que en esta regién residen los progenitores que dan origen al tejido cartilaginoso, se
realizaron tinciones para evaluar la morfologia de los cartilagos de la cabeza, en los que
efectivamente parecieron haber anomalias tras el knockdown de Higdla (Fig. 5.C, D; Sosa, |.,
2014).

Estos experimentos, si bien alentadores, no resultaron completamente satisfactorios en cuanto

gue se requerian altas dosis de inyeccion de MO vy la reproducibilidad de los ensayos tampoco

fue la esperada.

Figura 5. Efecto del knockdown de higdla
con morfolino. A, B. Imagenes de
microscopia confocal de embriones de 30
hpf tefiidos con verde de metilo. Los
embriones inyectados con morfolino
contra higdla (B) presentan un aumento
en el numero de nucleos picnoticos
(flecha), indicio de muerte celular, en
comparacion con embriones inyectados
con un morfolino control (A). C, D. Tinciéon
de cartilagos craneo-faciales sobre larvas
de 5 dias inyectadas con morfolino control
(C) o morfolino contra higdla (D).

Barras de escala corresponden a 100 pm.
Figuras tomadas de Sosa, 1., 2014.




I.VIII- El uso del pez cebra para el estudio de eventos del desarrollo

Existen varias caracteristicas que hacen del pez cebra (Danio rerio) una herramienta valiosa para
la investigacion. En primer lugar, una pareja de adultos es capaz de producir cientos de huevos
fecundados con una periodicidad semanal, y es posible mantener un nimero considerable de
peces en un espacio relativamente reducido. Esto representa una disminucidn importante del
costo en comparacion, por ejemplo, con especies de mamiferos cominmente usadas para la
experimentacién. Por otro lado, los embriones poseen un desarrollo externo y rapido, y son
transparentes durante las primeras etapas, lo cual posibilita la observacién de la organogénesis
en tiempo real y facilita la evaluacidon fenotipica luego de un determinado tratamiento o
manipulacion. Ademas, la bibliografia existente acerca de los fenédmenos celulares y moleculares
gue ocurren a lo largo del desarrollo es extensa, y los principales eventos que tienen lugar en
cada etapa se encuentran bien documentados. En este sentido, es posible determinar con
bastante precision el momento del desarrollo en que se encuentran los embriones, a través de
datos cuantitativos como el dngulo entre la cabeza y el tronco, o el nimero de somites. Inclusive,
controlando la temperatura del medio es posible adelantar o retrasar el desarrollo, lo cual
constituye una herramienta muy Util cuando se desean observar ciertos momentos especificos

de la embriogénesis (Kimmel et al., 1995).

En lo que refiere al papel del oxigeno, es un hecho constatado que su homeostasis es critica para
el desarrollo y la fisiologia normales en eucariotas, y se ha propuesto que la hipoxia puede
regular procesos morfogenéticos como el desarrollo del sistema nervioso, o el desarrollo de
cartilagos y huesos (Royer et al., 2000; Schipani et al., 2001; Wang et al., 2007). También ha sido
descrita la participacion de ROS en procesos celulares esenciales del desarrollo, como
proliferacién, migracion, diferenciacidon y muerte celular (Covarrubias et al., 2008; Hamanaka et
al., 2013; Hernandez-Garcia et al., 2010).

En peces, al igual que en mamiferos, la familia HIF es considerada e

Ill

regulador maestro” de la
respuesta a hipoxia, y se ha establecido que la via de HIF1 es operativa a lo largo de la
embriogénesis, activando la transcripcion de genes en forma HRE-dependiente (Kajimura et al.,
2006; Rojas et al., 2007; Zhang et al., 2012). M4as especificamente, Barriga y colaboradores han
descrito que HIF1l-a juega un papel clave en la migracién de la cresta neural y en el desarrollo
de sus derivados. Su investigacién demostré que HIF1-a es necesario para que ocurran los
procesos de migracion y de transicion epitelio-mesénquima que caracterizan a esta poblacion
celular. Los autores sugieren entonces que los gradientes de oxigeno pueden tener un
importante rol en el desarrollo de la cresta neural, por intermedio de la via de HIF1 (Barriga et
al., 2013).

Es interesante, a su vez, que Danio rerio es una especie que posee una alta resistencia a la
deplecion de oxigeno durante su desarrollo. Hasta la edad de 25 hpf, los embriones pueden
sobrevivir hasta 24 horas de anoxia. La tolerancia se reduce cuando los embriones entran en el
periodo de enderezamiento de la cola (30 hpf), y luego de la eclosién (50 hpf) se tornan muy

sensibles a las condiciones andxicas (Padilla & Roth, 2001). Pese a que en etapas tempranas



logran sobrevivir esta larga exposicidn a anoxia, los individuos ingresan en un estado de arresto
del desarrollo, probablemente como una respuesta adaptativa para la conservacién de la
energia (Richards et al., 2009). No obstante, esta detencion es reversible, y cuando los
embriones son devueltos a un ambiente normoxico, el desarrollo se reanuda (Kajimura et al.,
2005). Sumado a esto, experimentos en los que se incubaban embriones con concentraciones
variables de oxigeno, mostraron que son capaces de adaptarse exitosamente de acuerdo a la
disponibilidad del mismo. El consumo de oxigeno por parte de los embriones resulté mayor
cuanto mds oxigeno era provisto al medio, pero incluso a concentraciones muy bajas (2 mg/L) -
gue se esperaria fueran letales para la mayoria de los ciprinidos adultos- los embriones de pez

cebra lograban adaptarse y no mostraban secuelas significativas (Braunbeck & Lammer, 2006).

.IX- El pez cebra y la manipulacidn de la expresion génica

Otra importante ventaja del pez cebra como especie para la experimentacién radica en que su
genoma se encuentra completamente secuenciado (Howe et al., 2013), y ha sido actualizado
periédicamente incorporando mejoras en la calidad del ensamblado y la anotacién génica. Esto
ha posibilitado el desarrollo de un amplio espectro de técnicas de genética reversa. Un ejemplo
es el uso de oligdmeros de morfolino para el knockdown transitorio de la expresion, que permite
un estudio rdpido y efectivo de la funcion génica (Nasevicius & Ekker, 2000). Sin embargo, esta
aproximacién posee ciertas debilidades, como su restriccion al estudio de procesos que no se
extienden mas alla de los primeros dias del desarrollo; ademads, ultimamente ha sido objeto de
cuestionamientos, principalmente en lo que concierne a su especificidad (Law et al., 2014; Kok
etal., 2015). Para sobrellevar estas limitaciones, puede recurrirse al uso de peces mutagenizados
quimicamente con etilnitrosourea (ENU), estando disponibles comercialmente un amplio
repertorio de mutaciones gen-especificas a través del “Zebrafish Mutation Project”
(Kettleborough et al., 2013).

Desde hace algunos afios, se han venido desarrollando otras técnicas para la generacién de
mutaciones dirigidas, basadas en el uso de nucleasas y en la introduccién de cortes en el ADN
de modo locus-especifico. Inicialmente se destacaron las metodologias de ZFNs y TALENs
(Carroll, 2011; Sander et al., 2011) y mas tarde el sistema CRISPR/Cas9 (Hwang et al., 2013). En
su modalidad mas sencilla -y tal como se muestra en la Figura 6- la técnica de edicién gendmica
por CRISPR/Cas9 se basa en moléculas guias de ARN que dirigen con alta especificidad y
eficiencia la introduccién de cortes en la doble hebra de ADN. Luego, por la via de reparacion
NHEJ (non-homologous end joining), se producen pequefas inserciones o deleciones (indels) que
resultan en la mutacidn del gen o genes de interés (Hsu, Lander & Zhang, 2014; Harrison et al.,
2014).

El uso del sistema CRISPR/Cas9 se ha venido extendiendo enormemente durante los ultimos
afios, en la medida que se han desarrollado diferentes adaptaciones funcionales y adecuaciones
para diversos modelos bioldgicos. En el caso del pez cebra, ya en 2013 fue reportada la

generacion de una proteina Cas9 con un uso de codones optimizado para esta especie. La



utilizacién del sistema adaptado resulté en altas tasas de mutagénesis (75-99%) en los peces
inyectados (Fo), indicando que la mayoria de las células contenia mutaciones bialélicas. Ademas,
el mismo trabajo describié la posibilidad de realizar un knockout multiple, anulando con éxito
hasta 5 genes en forma simultanea (Jao et al., 2013). Mas tarde, mejoras en la estabilidad y
eficiencia de los ARNs guia, junto al desarrollo de metodologias libres de clonado que facilitan
su implementacion, impulsaron el uso de CRISPR para estudios genéticos a gran escala (Moreno-
Mateos et al., 2015; Varshney et al., 2015; Shah et al., 2015). Trabajos posteriores han
incorporado la anulacion de genes en forma tejido-especifica, ampliando asi el abordaje
experimental para aquellos casos en que se busca un mayor control espacio-temporal de la
inactivacién génica (Ablain et al., 2015; Di Donato et al., 2016). Por ultimo, también se ha
descrito la puesta a punto de complejos ribonucleoproteicos Cas9-ARNs guia que son
ensamblados in vitro e inyectados en el vitelo de los embriones, dando como resultado la
aparicion de mutaciones somadticas con una eficiencia notablemente alta. Esta adaptacion
permite recapitular en la Fo el fenotipo de mutaciones transmitidas por linea germinal,
reduciendo significativamente los costos y tiempos experimentales (Burger et al., 2016; Wu et
al., 2018).
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Figura 6. Esquema del knockout génico con CRISPR/Cas9. La nucleasa
Knock-out

Cas9 es dirigida hacia el locus de interés por apareamiento de bases entre
el ARN guia (gRNA) y el ADN blanco. La presencia de un motivo Adaptado de Ding et al., 2016
conservado “PAM” downstream al sitio de unidn del gRNA es necesaria

para la accién de la enzima. El corte en la doble hebra del ADN (DSB) es

reparado por la via NHEJ, proclive a errores, generandose una pequefia

insercion o delecidén que eventualmente anula la funcion génica.

Pese a las grandes ventajas que presenta el sistema CRISPR/Cas9, ha sido reportado que la
generacion de lineas con mutaciones deletéreas puede activar mecanismos que compensan la
pérdida de funcion (El-Brolosy & Stainier, 2017; Bickers et al., 2018), y la probabilidad de
observar este efecto seria mayor en aquellos casos en que el blanco de interés forma parte de

una familia de proteinas relacionadas (Rossi et al., 2015; Sztal et al., 2018).



. JUSTIFICACION & OBJETIVOS

Los antecedentes expuestos indican que HIGD1A podria jugar un importante papel en mantener
la homeostasis mitocondrial, en promover la supervivencia celular ante distintas situaciones de
estrés, y en posibilitar procesos vinculados a la morfogénesis y a la diferenciacidon. No obstante,
son pocos los trabajos que han abordado su rol durante el desarrollo fisiolégico normal, y las
evidencias recabadas hasta al momento provienen casi en su totalidad de aproximaciones in
vitro, ignorando los efectos de la seializacidn entre tejidos en el contexto de un organismo
entero.

Por otro lado, la compleja regulacién a la que parece estar sujeto el gen y las evidencias de
posibles mecanismos post-transcripcionales plantean la necesidad de considerar la expresion de

higdla tanto a nivel de ARNm como de proteina.

En suma, si bien existen pistas claves respecto a la funciéon de HIGD1A, para poder integrar estas
evidencias y lograr una comprension mds global de la misma, se hace necesaria la puesta a punto
de un modelo in vivo de pérdida de funcidén, con el cual poder responder las multiples
interrogantes que aun estan pendientes. En vista de las ventajas experimentales que ofrece el
pez cebra y de la particular modulacién del metabolismo del oxigeno que esta especie parece
tener durante su desarrollo embrionario, consideramos que constituye un interesante modelo

para profundizar en el estudio de la proteina Higd1a.

Es asi que para esta tesis nos propusimos como objetivo general: profundizar en la
caracterizacion in vivo de la expresion y funcion del gen higd1a, utilizando como modelo el

pez cebra.

Con dicho fin, nos trazamos los siguientes objetivos especificos:

e Establecer el patrén temporal y espacial de expresién de la proteina Higd1a durante el
desarrollo embrionario del pez cebra.

e Generaruna linea de pez cebra knockout para Higd1a utilizando el sistema CRISPR/Cas9.

e Realizar una evaluacién preliminar del fenotipo de los individuos knockout y contrastar
los resultados con las evidencias obtenidas previamente a través del abordaje
knockdown.

e Confirmar la participacion de Higd1a en la respuesta al estrés hipdxico, en el marco del

desarrollo embrionario del pez cebra.



I1l. MATERIALES & METODOS

Para alcanzar los objetivos planteados, la estrategia experimental consistid, a grandes rasgos,
en analizar la expresion de la proteina Higdla por medio de ensayos de western blot e
inmunofluorescencia, en disefiar y poner a punto la metodologia CRISPR/Cas9 con la cual
generar una linea de pez cebra knockout para el gen. Finalmente, una vez obtenidos los
individuos mutantes, analizamos algunos aspectos relevantes del fenotipo, como cambios en su
capacidad motora, morfologia de cartilagos craneo-faciales y cambios en la tolerancia a hipoxia.

A continuacidn se detallan los aspectos técnicos de los distintos abordajes experimentales.

I11.1- Mantenimiento de animales y obtencion de embriones

Fueron utilizadas las instalaciones del Laboratorio de Zebrafish del Institut Pasteur de
Montevideo. Los peces adultos fueron mantenidos en condiciones adecuadas, en un sistema
semi-automatizado Tecniplast Zebtec, con flujo continuo de agua de ésmosis reversa que cuenta
con el control de distintos pardmetros fisico-quimicos (conductividad 500-900 uS/cm?, pH 7,5y
temperatura 28 °C) y con un sistema de filtros quimico y bioldgico. Los peces fueron alimentados
diariamente con racién seca y alimento vivo (larvas de Artemia salina). Los embriones utilizados
en este trabajo fueron obtenidos mediante cruzamientos de adultos de acuerdo a
procedimientos estdndar, e incubados hasta la etapa de interés en estufa refrigerada, a
temperaturas entre 25 y 30 °C. Los embriones fueron datados segin Kimmel et al., (1995). A lo
largo del trabajo se emplearon peces de la linea TAB-5 (wild type) y de las lineas transgénicas
Sox10:GFP, HuC:GFP, Islet-1:GFP y NeuroD:TagRFP.

Todas las manipulaciones llevadas a cabo durante este trabajo fueron realizadas siguiendo

procedimientos aprobados por la CEUA de la Institucién (Protocolo N° 010-13).

I11.11- Ensayos de knockdown con Morfolino

Los embriones de pez cebra fueron inyectados en el vitelo entre las etapas de 1y 8 células. La
inyeccion se llevd a cabo bajo microscopio estereoscdpico y utilizando un microinyector
neumatico. El morfolino empleado contra higdla consiste en un morfolino de splicing dirigido
contra el limite exén 2/intrén 2 de la secuencia del ARNm de higd1a (GenBank accession number
NM_200100), que altera el corte y empalme normal del gen. El producto esperado seria un
ARNm de menor tamafio, posiblemente debido a la escisidn del exdn 2 -que contiene el coddn
de inicio de la traduccidon- y de los intrones adyacentes. El disefio y la sintesis de la molécula de
morfolino estuvo a cargo de la empresa GeneTools, y su secuencia fue la siguiente: 5’ - aat aat

tca caa cag ttt acc tgc a - 3’. La utilizacion de este morfolino fue puesta a punto en trabajos de



previos de nuestro laboratorio (Sosa, I., 2014). Se utilizé una soluciéon de trabajo 0,5 mM vy los

volumenes inyectados fueron 2 nL o 5 nL, segun se especifica en los distintos experimentos.

I11.11l- Generacion de la linea knockout
I11.111.1- Disefio y sintesis de sgRNAs

Las moléculas de ARNs guia (sgRNAs) fueron desarrolladas de acuerdo a la metodologia libre de
clonado propuesta por Varshney et al.,, 2015, en la cual se utilizan dos oligonucledtidos
parcialmente solapantes: uno de ellos genérico; y el otro de cardcter especifico conteniendo la
secuencia promotora T7, la secuencia complementaria al sitio de unién en el ADN (Binding) y

una cola de 15 nucleétidos que hibrida con el oligonucledtido genérico (Fig. 7).
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Transcripcion \
invitro Figura 7. Esquema de la metodologia
empleada para sintetizar las

moléculas de ARNs guia.

Dos moléculas de sgRNAs fueron disefadas utilizando la plataforma de libre acceso CRISPRscan,
desarrollada en el Laboratorio de Antonio Giraldez, Universidad de Yale
(http://www.crisprscan.org) y la herramienta desarrollada en el Laboratorio de Feng Zhang, MIT
(no disponible actualmente). La sintesis de los moldes ADN doble cadena para ambos sgRNAs se
realizé mediante reaccion de PCR, tal como describe Moreno-Mateos et al., 2015.

La obtencion de los productos esperados fue confirmada por electroforesis en gel de agarosa, y
la transcripcién in vitro de ambos sgRNAs fue llevada a cabo utilizando el kit comercial
MAXIscript® AM 1320, siguiendo el protocolo propuesto por el fabricante con las siguientes
adaptaciones: incubacién O.N. a 37 °C, adicion de inhibidor de RNasas RiboLock (ThermoFisher
Scientific) en una concentraciéon de 0,7 U/uL de reaccion, tratamiento con TURBO DNasel
(ThermoFisher Scientific) 0,1 U/uL de reaccién. Los productos fueron purificados por
precipitacién con Acetato de Sodio/Etanol y resuspendidos en TE libre de RNasas. La presencia

de los correspondientes ARNs fue también verificada por electroforesis en gel de agarosa y su


http://www.crisprscan.org/

concentracién fue cuantificada utilizando un espectrofotémetro NanoDrop 2000 (ThermoFisher

Scientific).

I1.111.11- Microinyeccion del Sistema CRISPR/Cas9

Todas las inyecciones se realizaron en el citoplasma de embriones en etapa de una célula. Se
utilizé6 un ARN mensajero de la enzima Cas9 adquirido comercialmente (GeneArt® CRISPR
Nuclease, Invitrogen). La efectividad del mismo fue previamente verificada a través de la co-
inyeccion con un sgRNA dirigido al gen codificante de la enzima Tirosinasa, cuya mutacion

produce un fenotipo albino.

I1.111.11l- Deteccidon de individuos mutantes

¢ Embriones: el ADN gendmico fue extraido a partir de embriones previamente colocados
en hielo, por homogeneizacion en NaOH 50 mM, seguida de bafio a 100 °C durante 5
min, y finalizacion de la reaccion con la adicién de Tris-HClI 90 mM final pH 8,0. Las
muestras fueron centrifugadas a maxima velocidad durante 1 min y se recuperé el
sobrenadante. Alternativamente, al realizar las extracciones a partir de embriones
fijados (ver llI.VI), fueron seccionadas las colas bajo lupa y luego lavadas en PBS 1X
durante al menos 30 min antes de proceder con la extraccién. La porcién anterior de
cada embridén se mantuvo aislada hasta la asignacion de genotipo, luego de lo cual se
continud con las siguientes técnicas experimentales.

¢ Individuos adultos: los animales fueron anestesiados en MS-222 0,02 % (Tricaina) y se

corté una pequeia porcion de aleta caudal con tijera de diseccidn (fin clip). El tejido se
coloco en buffer de lisis (KCI 50 mM, Tris-HCI pH 8,3 10 mM, Tween 20 0,3 %, Triton X-
100 0,3 %, Proteinasa K 1 mg/mL) y se llevd a 55 °C O.N. Seguidamente, se inactivo la
Proteinasa K incubando a 98 °C durante 10 min, se realizd una dilucién 1/20 de los
extractos en agua ultrapura y se guardaron a -20 °C hasta su utilizacidn. Los animales

fueron mantenidos en el sistema en forma aislada hasta la asignacién del genotipo.

El genotipado de los individuos se llevé a cabo mediante PCR utilizando cebadores apropiados,
abarcando la regién del gen comprendida por ambos sgRNAs (Tabla 1, Fig. 17.B). Los productos
de PCR fueron separados mediante electroforesis en gel de poliacrilamida 7,2 % y visualizados
por tincién con Nitrato de Plata. Los individuos heterocigotas para las diferentes mutaciones
fueron identificados por la presencia de una banda de migracién retrasada, correspondiente a
la epecie heteroduplex alelo wild type/alelo mutante. Los individuos homocigotas fueron
identificados hibridando el producto de PCR con un amplicén wild type ya conocido (5 min a 95
°C + 5 min a 60 °C) y observando la aparicion (individuo mutante) o no (individuo wild type) de
la banda de heteroduplex tras una segunda electroforesis en gel de poliacrilamida. La
caracterizacién de las mutaciones y, alternativamente, el genotipado o su confirmacién se llevd

a cabo por secuenciacién. En el caso de los individuos heterocigotas, el electroferograma



producto de la secuenciacién presenta, a partir del sitio de la mutacion, la apariciéon de dos picos

superpuestos; la anotacidn de esas secuencias se realizd de manera manual, leyendo el

electroferograma y teniendo el amplicén wild type como referencia.

Tamaio esperado

Gen Nombre y secuencia del oligo Tm .
del amplicén
Genotipado Fw 5’ — ACTGTCTTTCAAGGGATGGCT -3’
60 °C 274 pb
hiod Genotipado Rev 5 —TGACAAGCACGGATGAACTG -3’
igdla
g Z RTFw 5 — ATGAGAAAAATCAAGCAGAATCC -3’ 81 ob
Z RTRev 5 —TTGAACAGTCTGTACGCCACA -3’ P
efla Fw 5’ —CTACCTACCCTCCTCTTGGTCG -3’
efla 182 pb
efla Rev 5" — ACACGCCGCAACCTTTGGAA -3’ 57 oC
l13a Fw 5 — TCTGGAGGACTGTAAGAGGTATGC -3’
113a 148 pb
[13a Rev 5 — TCTGGAGGACTGTAAGAGGTATGC -3’
egIn3 Fw 5’ — GCATTCGTGCGAGGTCAAAGGC -3’
egin3 156 pb
egln3 Rev 5 —GCAATCCCCCATGTTCCTTGGCA -3’
sgRNA1 5’ —taatacgactcactata GGACAGTCTGTACGCCACAA
gttttagagctagaa -3’
sgRNA2 5’ —taatacgactcactata GGTGCACAAGGCTTCGTGGT
CRISPR gttttagagctagaa -3’ 45 °C 117 pb
higdla

Primer “tail” 5’ — AAAAGCACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAA
GTTGATA ACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTAT

ttctagctctaaaac -3’

Tabla 1. Resumen de los cebadores utilizados en los ensayos de PCR y Real Time PCR. En los

oligonucledtidos sgRNA1y sgRNA2, el segmento en letras minusculas hacia 5’- representa la secuencia

comun del promotor T7, mientras que el segmento en 3’- corresponde a la porcidon comun que

hibridara con la region 3’- del Primer “tail” (segmento en minusculas).

I11.1V- Extraccidon de proteinas

Las extracciones de proteinas se realizaron de acuerdo a protocolos estandar. Brevemente, los

embriones fueron desvitelinizados en PBS 70% mantenido en hielo y colocados en buffer de lisis
(Tris 50 mM pH 7,4, NaCl 0,15 M, Triton 0,5%; suplementado antes de usar con PMSF 0,2 mM,
Cocktail de inhibidor de proteasas 1/10000 y EDTA 25 mM, concentraciones finales). A

continuacién las muestras fueron homogeneizadas e incubadas en hielo durante 5 min; luego,

se sometieron a centrifugaciéon durante 5 min a 20.000 g y se recuperd el sobrenadante, que fue

almacenado a -20 °C hasta su uso. Segun la edad de los embriones, se ajustd el nimero de

individuos que conformaron el pool y la cantidad de buffer de lisis utilizada (Tabla 2).




La concentracion de los extractos proteicos fue estimada mediante el método de Bradford o,
alternativamente, por medidas en fluorémetro Qubit utilizando el kit comercial Qubit™ Protein

Assay (Invitrogen).

Edad N° de embriones en el pool Volumen Buffer de Lisis
16 hpf 100 50 pL

24 hpf 100 200 pL
48 hpf 80 200 pL

72 hpf 60 400 pL

5 dpf 50 400 pL

Tabla 2. Condiciones empleadas para la extraccion de proteinas totales a partir de
embriones en distintas etapas del desarrollo.

I11.V- Electroforesis & Western Blot

Las muestras fueron sometidas a SDS-PAGE en gel de poliacrilamida 14%. La corrida
electroforética se realizd en buffer Tris 25 mM - Glicina 200 mM — SDS 0,1%, pH 8,3 a 100 V. A
continuacién, fueron transferidas a membrana de Nitrocelulosa (Bio-Rad, Cat.# 162-0115) por
electrotransferencia a 300 mA durante 1 hora 30 min, en refrigeracion; se empleé un buffer Tris
25 mM - Glicina 200 mM — Etanol 20%. La transferencia y la calidad de las proteinas fue verificada
por tincidn de las membranas con rojo Ponceau (0,5% Ponceau S en 1% acido acético) y el
bloqueo de uniones inespecificas se llevd a cabo mediante incubacién en TBS-Leche descremada
5%. Las membranas fueron luego incubadas con los correspondientes anticuerpos, ajustando las
condiciones en forma particular para cada uno de ellos, tal como se resume en la Tabla 3. Todos
los lavados fueron realizados con TBS (20 mM Tris-Hcl, 500 mM NaCl, pH 7,5) o TBS-Tween 0,1%.

Se utilizaron anticuerpos secundarios conjugados a HRP y la sefal fue revelada por
quimioluminiscencia (Novex™ ECL Chemiluminiscent Substrate Reagent Kit, Invitrogen) en placa
radiografica. En el caso de comparacion de la expresion entre distintas etapas del desarrollo, la
sefial de interés fue normalizada respecto al carril entero observado tras la tincidon con Ponceau.
Se procedié de esta manera a raiz de ensayos preliminares realizados en nuestro laboratorio y
de evidencias encontradas en la literatura, que muestran que la mayoria de las proteinas
usualmente utilizadas como normalizadoras varian su expresién a lo largo del desarrollo
embrionario y no son adecuadas para la correccidn en este tipo de ensayos (McCurley & Callard,
2008; Aldridge et al., 2008 y Romero-Calvo et al., 2010). En aquellos casos en los cuales se
pretendia comparar distintas condiciones de una misma edad (esto es, comparaciones wild type
vs. mutantes para higdla), se intentd utilizar como control de carga algunas de las clasicas
proteinas que se usan a estos efectos, en particular, f—Actina, B—Tubulina y GAPDH. No
obstante, al compararlas con las proteinas totales observadas con Ponceau, y teniendo como
referencia la cantidad estimada que habia sido cargada en el gel, resulté evidente que dichas

proteinas no resultaban buenos normalizadores; en particular, debido a que consistentemente



las proteinas del citoesqueleto parecian hallarse disminuidas en los extractos de individuos de 5
dpf mutantes para higdla, mientras que GAPDH presentd una sefial de dos o tres bandas
cercanas en migracién, que no resultaban siempre parejas en la comparacién wild type vs.
mutantes (Fig. 8). Por tales motivos, la normalizacién en estos casos se realizé nuevamente con
respecto a la tincidon con Ponceau, ya sea utilizando el carril entero o seleccionando bandas
representativas.

En todos los ensayos, la cuantificacidn de la sefial luminiscente se realizd con el programa Image)
(Schneider, Rasband & Eliceiri, 2012).

i Condiciones de Condiciones de
Anticuerpo Concentracion i
Incubacion Bloqueo
Anti-Higd1a, Rabbit Polyclonal
(Genscript) 1/4000 1 hora 30 min, TA Overnight, 4 °C
Anti-y-H2AX, Rabbit Polyclonal
(AbFrontier) 1/2000 Overnight, 4 °C 1 hora, TA
Anti-B-Actina, Rabbit Polyclonal
(Sigma) 1/6000 1 hora, TA 1 hora, TA
Anti-B-Tubulina, Mouse
Monoclonal 1/12000 1 hora, TA 1 hora, TA
Anti-GAPDH, Rabbit Polyclonal 1/4000 2 horas, TA 1 hora, TA
1/10000 Anti-Higd1a;

IgG Anti-Rabbit HRP (Sigma) 1/7000 otros anticuerpos 1 hora, TA -

primarios
IgG Anti-Mouse HRP

1/7000 1 hora, TA -

(Invitrogen)

Tabla 3. Anticuerpos y condiciones empleadas en ensayos de western blot.

111.VI- Inmunofluorescencia

Los embriones fueron previamente tratados con Feniltiourea (PTU) para inhibir el desarrollo de
pigmentacion y facilitar la visualizacién. La adicidn de PTU al medio se realiza antes de las 24
hpf, utilizdndose una concentracion final de 0,003%. Los embriones fueron crecidos hasta la

edad de interés y fijados con Paraformaldehido 4% a 4 °C, O.N.
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Todos los ensayos fueron realizados in toto, siguiendo un protocolo estandar. Brevemente, los
embriones fueron lavados en PBS 1X-Tritdn 1% (PBS-T; 3 lavados de 5 min) y permeabilizados
incubando con 0,25 % Tripsina-EDTA en hielo. A continuacidn, se realizé el bloqueo incubando
en PBS 1X - Tritén 1% - BSA 0,1% (PBS-T-BSA; 3 lavados de 15 min). Las incubaciones con
anticuerpos primarios y secundarios se realizaron a 4 °C, O.N., y los lavados posteriores se
llevaron a cabo a temperatura ambiente en PBS-T-BSA o PBS-T. Los embriones fueron luego
montados en Glicerol 50% - Agarosa 1,5% - Tris 0,1 M pH 8,0.

Los anticuerpos primarios anti-Higdla y anti-Zn5 (Trevarrow, Marks & Kimmel, 1990) se
utilizaron a una concentraciéon 1/1500 y 1/100, respectivamente. Se usaron anticuerpos
secundarios conjugados a diferentes fluoréforos: Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 555 y Alexa Fluor
647, todos a una concentracion 1/1000. La tincion de los nucleos se realizd en simultaneo con
la incubacidn del anticuerpo secundario, incluyendo verde de metilo en una diluciéon 1/5000 (a
partir de stock 2%); este colorante se une de manera no-intercalante al surco mayor del ADN y
posee un pico de emision de fluorescencia hacia el rojo lejano (A = 677) (Prieto et al., 2014).
Alternativamente, se realizd tincidon con DAPI a una concentracion 1/1000. Para la visualizacidon
de actina, se adiciond a la solucién de anticuerpo secundario Faloidina-TRITC en una

concentracidn final 1/2000.

111.VII- Marcaje retrogrado de neuronas reticulo-espinales

La identificacion de las células de Mauthner se llevé a cabo en larvas de 4 dpf por tincion

retrograda con Dextrano-Rodamina 5%, en base al protocolo descrito por Moens et al., 1996.



11.VIII- Tincidn de cartilagos crdneo-faciales

Se llevé a cabo con el colorante Alcian Blue, segun protocolos ya descritos (Neuhauss et al.,
1996; Kimmel et al., 1998; Barrallo-Gimeno et al., 2004), con ligeras modificaciones.

Embriones de 5 dpf fueron fijados y tefiidos O.N. con una solucién de Alcian Blue 0,1% - Etanol
70% - Ac. Clorhidrico 1%. Posteriormente se realizaron 4 lavados con Etanol 70 % - Ac. Clorhidrico
5% y se incubaron los embriones en esa misma soluciéon durante 20 min a temperatura
ambiente. A continuacién, fueron rehidratados incubandolos durante 5 min en una serie de

soluciones decrecientes Etanol - Ac. Clorhidrico/Agua destilada, como sigue:

e 75%/25% HCI-EtOH/H,0
e 50%/50% HCI-EtOH/H,0
e  25%/75% HCI-EtOH/H,0
e 100% H-0.

Los embriones fueron guardados hasta su observacion en Glicerol 50% - KOH 0,5% a 4 °C.

I11.1X- Pruebas comportamentales

El comportamiento de larvas de 7 dpf de los distintos grupos experimentales fue analizado
siguiendo procedimientos publicados por Nery et al.,, 2014; 2017, con algunas variaciones.
Brevemente, las larvas fueron colocadas individualmente en placa de 24 pocillos conteniendo 2
mL de agua del sistema. Tras 1 minuto de aclimatacién, se registré el comportamiento de los
animales durante una sesién de 5 min. Los videos fueron adquiridos con una camara digital
Nikon D5200 y procesados con la aplicacién de libre acceso ToxTrac (Rodriguez et al., 2018). Se
estimaron algunos pardmetros representativos del comportamiento motor, como la velocidad
promedio con que se movian los animales, la distancia total recorrida durante el tiempo del
ensayo, la tasa de motilidad (definida como la frecuencia con que la velocidad instantanea
supera un determinado valor umbral) y la tasa de exploracidn (definida en base a la subdivisién
del pocillo -o arena- en sub-zonas y calculada como la frecuencia de las detecciones en cada una

de esas sub-zonas). Las larvas fueron genotipadas luego de realizar el ensayo.

I11.X- Ensayos de hipoxia

Todos los experimentos fueron llevados a cabo en una cdmara hipdxica C-Chamber BioSpherix
acoplada a un controlador de oxigeno ProOx 28 °C P110 que fue instalada dentro de estufa

refrigerada con temperaturas fijadas en 27 °C 0 28 °C.

Para el disefio de los experimentos se tomé como base lo reportado previamente por Padilla &
Roth, 2001; Mendelsohn et al., 2008 y Manchenkov et al.,, 2015, introduciendo algunas

variaciones.



Los ensayos para determinar cambios en la expresion de higdla en respuesta a hipoxia se
realizaron conectando la cdmara a un tanque con una mezcla de gases aire:N; de 20:80, lo que
resulté en una atmésfera con 0,9 % O, (aproximadamente 1,2 mg/L de O, disuelto). Se colocaron
embriones wild type en la etapa de escudo (aproximadamente 6 hpf) y se incubaron durante 3
(n = 40 embriones) o 16 horas (n = 25 embriones) a 28 °C. Una vez cumplidos los tiempos los

embriones fueron procesados para extraccion de ARN.

Los experimentos para evaluar posibles cambios en la tolerancia a bajos niveles de oxigeno de
embriones mutantes para higdla se llevaron a cabo en condiciones de anoxia, conectando a la
camara un tanque con 100% N. A fin de comparar la respuesta de individuos portadores de dos
mutaciones diferentes para higdla (mutaciones 1y 2), se utilizaron las progenies provenientes
de tres tipos de cruzamientos: wild type x wild type, heterocigotas mutl x heterocigotas mutly
heterocigotas mut2 x heterocigotas mut2. Al momento de ingresar en la cdmara los embriones
se encontraban en etapa de 24 hpf y fueron incubados durante 3 (n = 40 por cada grupo
experimental) y 16 horas (n = 40 por cada grupo experimental) a 27 °C. Transcurridos los tiempos
correspondientes, los embriones fueron retornados a ambiente normdxico y monitoreados
durante las siguientes 72 horas para evaluar la sobrevida y posibles efectos aparentes en el

desarrollo.

I11.XI- Extracciones de ARN y RT-PCR cuantitativa

Las extracciones de ARN se realizaron con el kit comercial Aurum™ Total RNA Mini Kit, BioRAd
de acuerdo con el protocolo sugerido por el fabricante. Los ARN resultantes se cuantificaron por
espectrofotometria (absorcion a A = 260 nm) con un equipo NanoDrop 2000 (ThermoFisher
Scientific) y se verificd su calidad mediante electroforesis en gel de agarosa 1%. Las muestras

fueron mantenidas a -80 °C hasta su uso.

Para las reacciones de retrotranscripcién se utilizé la enzima M-MulLV, New England Biolabs
siguiendo las instrucciones propuestas por el fabricante. En todos los casos se incluyé 1 pg de
ARN molde y como cebadores se usé una mezcla de Oligo (dT) y Random hexamers en una

proporcién 1:1. El ADNc se almacené a -20 °C hasta ser utilizado.

Para determinar el curso temporal de accion del morfolino, embriones wild type inyectados con
morfolino o no inyectados (control) se incubaron hasta las etapas de 4 hpf (n = 45), 24 hpf (n =
20) y 48 hpf (n=17), tras lo cual se procedié con la extraccion de ARN y retrotranscripcién como
se describié arriba. Una vez confirmada la calidad de los ADNc por PCR a tiempo a final y
electroforesis en gel de poliacrilamida, se llevaron a cabo los ensayos de PCR en tiempo real
usando el kit KAPA™ SYBR® FAST. Se prepararon reacciones de 20 uL usando como molde 2 pL
de dilucién 1/5 de cDNA. Se amplificaron los genes higdla y efla (normalizador), incluyendo 3
réplicas técnicas de cada muestra y blancos (sin molde) por duplicado para cada gen. El ciclado
utilizado fue el siguiente: Pre-desnaturalizacién a 95 °C, 5 min; Desnaturalizacién a 95 °C, 30 seg;

Hibridacidn a 56 °C, 45 seg y Extension a 72 °C, 30 seg (40 repeticiones). La eficiencia de los



cebadores utilizados ya habia sido previamente determinada en estas mismas condiciones,

resultando en 107% y 86% para higdla y efla respectivamente (Sosa, I., 2014).

En los experimentos de cuantificacidn de higdla en respuesta a hipoxia se utilizé el kit
SensiFAST™ SYBR® Lo-ROX, Bioline. En primer lugar se construyeron curvas estandar para cada
uno de los genes (higdla, egin3, efla y /13a) a partir de una mezcla de ADNc de todas las
condiciones experimentales y diluciones seriadas de dicha mezcla (1 — 1/512). Se graficd Ct
promedio vs. logaritmo de la dilucidn, y se calculd la eficiencia de cada par de cebadores como
E = (10"V/pendiente)_1 A raiz de los resultados obtenidos en las curvas estandar, se optd por trabajar
con una dilucién 1/8; se prepararon reacciones de 15 pL con 2 puL de ADNc molde y se incluyeron
dos réplicas técnicas de cada muestra. El ciclado utilizado fue el siguiente: Pre-desnaturalizacion
a 95 °C, 2 min; Desnaturalizacion a 95 °C, 15 seg; Hibridacién a 57 °C, 15 seg y Extensién a 72 °C,
30 seg (40 repeticiones).

Todas las amplificaciones de PCR cuantitativa fueron realizadas en un equipo Applied Biosystems
7500 Real-Time PCR System y las curvas de desnaturalizacién fueron analizadas para comprobar

la especificidad de los productos y la ausencia de contaminacion.

111.X1l- Imdgenes

Las imdagenes de fluorescencia fueron adquiridas en Microscopio Confocal Leica TCS-SP5 o en
Microscopio Confocal Zeiss LSM 800.

Las imagenes de embriones tefiidos con Alcian Blue y de embriones sin tefiir fueron tomadas
bajo un microscopio estereoscépico Nikon SMZ-800 con iluminacién diascépica y equipado con
una camara digital Canon T3i.

Todas las imagenes fueron procesadas con la version Fiji del programa Imagel
(https://imagej.net/Fiji; Schindelin et al., 2012).

I1.XI1- Andlisis estadisticos

En los ensayos de cuantificacion de expresidon de proteinas, comparacién de medidas de
cartilagos craneo-faciales y comparacién de los estimadores comportamentales se aplicd
ANOVA no-pareado de comparaciones multiples, incorporando correccion de Tukey. Se utilizé
un nivel de confianza de 95% (p valor < 0,05 [*]; p valor < 0,01 [**]; p valor < 0,001 [***]).

Para las medidas de cartilagos y las variables de comportamiento se implementd previamente
un test de identificacion de outliers dentro de cada set de datos utilizando el método de Rout.
Los puntos identificados como outliers no fueron incluidos para la aplicacion de ANOVA. Todos

estos analisis fueron realizados con el programa GraphPad Prism 7.

Adicionalmente, en el caso de las medidas de cartilagos craneo-faciales, se implementd un
analisis de componentes principales (PCA) en el paquete R. A través de este analisis se determina

la combinacién lineal de variables originales que maximiza la varianza entre los distintos



conjuntos de datos (componente principal); su ventaja radica en que es de caracter
multidimensional y permite visualizar la informacién para diferentes variables contenida dentro
de cada individuo. Previo a la implementacidn de PCA, las variables fueron estandarizadas a fin
de evitar que prevalezcan aquellas variables cuya escala numérica sea mayor (y, por
consiguiente, su varianza también sea mayor). Esto se realizé transformando cada valor x en un

valor z con la operacién:

Donde | es la media de cada variable incluyendo los valores de todos los grupos experimentales

y o es el desvio estdndar de ese conjunto de datos.

Los datos correspondientes a experimentos de PCR en tiempo real se analizaron con la hoja de
calculo REST-MCS®O. La cuantificacion mediante esta herramienta se basa en el método de Pfaffl
(Pfaffl, 2001):

E ACt blanco (muestra referencia—muestra problema)
gen blanco

Nivel de expresion = ACt norm (muestra referencia—muestra problema)

gennormalizador

Donde E es la eficiencia de amplificacién del juego de cebadores y Cr el ciclo de amplificacion en
el cual la intensidad de fluorescencia atraviesa el valor umbral.

El andlisis estadistico se realizd aplicando un test de permutacidon o randomizacién, que no
asume una distribucidn en particular para los datos. El test se basa en la reasignacion aleatoria
de los datos y en el cdlculo de la expresidn relativa para cada una de estas reasignaciones. El
valor p para cada muestra se obtiene a partir de la comparacion entre el cambio en la expresién
observado y el calculado para las reasignaciones. Si es baja la proporcion de reasignaciones que
arroja un cambio de expresién mayor -en términos absolutos- al observado, se considera
significativo el cambio de expresidn observado (Pfaffl, Horgan & Dempfle, 2002). Se utilizé un
nivel de confianza de 95% para determinar diferencias significativas en la expresidn de las

muestras problema respecto a la muestra tomada como referencia.



IV. RESULTADOS

IV.l- Expresion temprana de genes de la familia hig en el desarrollo del pez

cebra

Recientemente, han sido publicados estudios de transcriptomica de una sola célula (single-cell

RNAseq), cuyo objetivo es reconstruir las “trayectorias transcripcionales” que subyacen a la

determinacidn de linajes durante la embriogénesis del pez cebra (Wagner et al, 2018; Farrell et
al., 2018).

higdla higd2a

Figura 9. Expresion de higdlay higd2a revelada por analisis de single-cell RNA seq. A-C. Gréficas “single-cell” que muestran
la reconstruccion de todas las células individualmente, a lo largo de todos los tiempos relevados. D, E. Modelado de “grano
grueso” que consiste en una representacion simplificada, formando clusters de células relacionadas. En etapas tempranas,
higdla muestra una expresion particularmente elevada en células de la EVL [1], mientras que en las etapas mds avanzadas
de la representacion, los linajes que muestran la mayor expresion compartida por higdla y higd2a son los de células de la
epidermis [2], cresta neural [3], pronefros [4] y placodas dptica y 6tica [5 y 6]. Datos construidos a partir de Wagner et al.,
2018 - kleintools.hms.harvard.edu/paper_websites/wagner_zebrafish_timecourse2018/mainpage.html|



Las bases de datos generadas por estos analisis pueden ser exploradas a través de herramientas
interactivas, que permiten interrogar la expresion de distintos genes de interés en las primeras
horas del desarrollo.

Al examinar la expresidon de higdla y higd2a, se observd que ambos presentan los mayores
niveles en el inicio de la embriogénesis (Fig. 9.A-C). Los mapas de la Figura 9.D y E muestran
clusters de células relacionadas y su conectividad; en ellos puede verse que ambos genes no
comparten un mismo patron de expresion, si bien parecen coincidir en algunos linajes celulares,
principalmente el de las células epidérmicas, el de células de cresta neural y el de células del
pronefros. Es de notar ademas, que la expresién de higd1a es en general bastante mas alta que
la de higd2a.

IV.1l- Expresion de la proteina Higd1a a lo largo del desarrollo del pez cebra

IV.1l.1- Disefio y caracterizacidon del anticuerpo anti-Higdla

Utilizando los servicios de la empresa Genscript, se disefidé y generd un anticuerpo especifico
contra Higdla de pez cebra. De los tres posibles determinantes antigénicos propuestos por los
fabricantes, se optd por aquel que comprendia el extremo C-terminal (Fig. 10.A) por encontrarse
mds expuesto y por ser la region que presenta mas diferencia respecto a Higd1a de las posibles
especies hospederas (Fig. 10.B), aumentando asi la probabilidad de induccién de la respuesta

inmune.

A T T T T T T T T T T R R R A B R I B B B BN
10 20 30 40 50
Higdla MSDIGYEDNES KLMR K| KONPEWPACMAGEEATVAYREREK L KSRGDTKMSVHL

e
60 70 80 90 100

S — .

B “"‘l""l""l""l ] P LR RO R R g B I
[ 10 30 40
Danio rerio i ---@IG--- EDNE - LMRI KON A F
Mus musculus | sossitiernimn TNTRLSLSSMDEGQGSEMF | REMAKET I A
Rattus norvegicus | Zommsiesaiag TNTELSLSSMIDEGQG FIRMARET 1 A
Oryctolagus cuniculus QK SLQTT! TNTHVSLSSHDEDQG LIQEAKEA 1 A
L | L Pl TR e i e
90 100
YILKPAEAQKALEQKALEKK
FWANPKPKP - - ---------
FWAKRKP - - - ----------
FWVKPKP - - - - - --mmmm o
C

1. Higd2a MallaaapvErBdr@cE Brev. L BE@rrv EErErRErREREESE - KlI(F I RK. ENprve

2.Peptido antigenico - - - - - = - - = = = = = = — = o m oo oo EBr@xka  @@ka LBKK- - - - - - -

IlCLllAlALIY.L.AFK..K.R...LLMR.RIFA..F.VVAIIV.VAA.ALKAKP

Figura 10. Eleccién de un determinante antigénico para la sintesis de un anticuerpo contra Higd1a de Danio rerio. A. Ubicacion del
epitope seleccionado en la secuencia proteica de Higdla (lineas punteadas); en marrdn se sefialan los dominios transmembrana.
B. Alineamientos de Higdla de pez cebra contra los homdlogos de posibles especies hospederas; subrayado en azul se indica la
porcidn de la proteina escogida para utilizar como regién antigénica. C. El alineamiento del péptido contra la secuencia de Higd2a
no arrojé homologia significativa con ninguna regién de esta proteina.



Como control para prevenir el reconocimiento inespecifico del anticuerpo, se realizé un BLASTP
de la secuencia del péptido antigénico contra el genoma de Danio rerio en la base de datos
Ensembl, el cual no arrojé homologia significativa con otros blancos.

Adicionalmente, se llevd a cabo un alineamiento contra la secuencia proteica de Higd2a de pez
cebra, para verificar mas especificamente que no hubiese similitud con este segundo miembro
de la familia. En efecto, la comparacién no revelé semejanzas que alertaran sobre una posible

reactividad cruzada (Fig. 10.C).

Una vez adquirido el anticuerpo, se intentd poner a punto su uso ensayando variaciones en la
cantidad de proteina sembrada, la concentracién de anticuerpos primario y secundario, el
tiempo de incubacidén, tiempo de bloqueo, entre otras. Sin embargo, en ningln caso se logré la
deteccidn de una banda unica del tamafio esperado. La aparicion de bandas inespecificas resulté
estar asociada a la cantidad de proteina sembrada, encontrandose que una carga de 12 ug por
carril parecio ser la mejor cantidad a utilizar (Fig. 11). El resto de las condiciones se detallan en
la Tabla 3. El control con el suero pre-inmune provisto por el fabricante no arrojo deteccidn de

ninguna banda.
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IV.I1.11- Perfil temporal de expresion de la proteina Higdla

Con el fin de comprobar si la expresion de Higdla a nivel de proteina concuerda con los
resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio para el ARNm del gen, se realizaron
extracciones de proteina de embriones en distintas etapas del desarrollo que fueron utilizadas
para electroforesis SDS-PAGE, seguida de western blot contra Higd1a. La cuantificacién mostré
que existe un importante aumento de la proteina entre las etapas de 24 y 48 hpf con respecto
a las demas edades muestreadas (Fig. 12). Estos resultados son consistentes con lo observado
anteriormente en ensayos de PCR cuantitativa, confirmandose el patrén de expresién de Higd1la

en el curso del desarrollo del pez cebra.
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Figura 12. Niveles de Higd1a a lo largo del desarrollo del pez cebra. A. Western blot con el anticuerpo anti-Higd1a.
La flecha roja senala la banda correspondiente a Higdla. Las edades de 16 hpf, 24 hpf, 48 hpf, 72 hpf y 5 dpf
corresponden a los estadios de 14 somites, prim 5 (primordium), long-pec (pectoral fin), protruding-mouth y larva
temprana, respectivamente. B. Membrana tefiida con rojo Ponceau. C. Cuantificacién de los niveles de Higdla
detectados mediante western blot, utilizando la muestra de 5 dpf como referencia. Se muestra el promedio y el
desvio estandar de dos ensayos, realizados con muestras provenientes de pools de embriones.

IV.1I.11l- Patron espacial detectado con el anticuerpo anti-Higdla

Los ensayos de inmunofluorescencia con el anticuerpo generado contra Higdla mostraron una
sefial intensa y bastante ubicua en embriones de 24 hpf, tanto en la regidn del tronco (Fig. 13.A,
B) como en la regién cefalica (Fig. 13.C, D). En etapas posteriores del desarrollo continué
observandose una sefal ampliamente distribuida, con particular intensidad en el musculo y en
algunas fibras y grupos neuronales (Fig. 13.E-J). A mayor aumento, se ve también que la
fluorescencia es intensa en células de la epidermis y que no es homogénea, sino que se presenta
en forma de particulas discretas (Fig. 13.K-M). De manera similar, en el tejido muscular puede
apreciarse una sefial discreta y con un patrdn regular (Fig. 13.N-P), que podria asemejarse al
arreglo ordenado y repetido espacialmente que adoptan las mitocondrias en el musculo
esquelético (Vendelin et al., 2004). Aunque, por otra parte, algunas de las proteinas
sarcoméricas también se organizan de manera similar. En particular, la proteina a-actinina se
distribuye transversalmente a las fibras musculares en un arreglo regular y asociado a las lineas
Z (Kim & Ingham, 2009; Gurung et al., 2017), que resulta semejante a la sefial detectada con el

anticuerpo anti-Higd1a.
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Figura 13. Distribucion espacial de la sefial evidenciada
con el anticuerpo anti-Higdla en distintas etapas del
desarrollo. Ensayos de inmunofluorescencia en
embriones de 24 hpf (A-D), 48 hpf (E-H) y 96 hpf (I, J).
K-M muestran a mayor aumento células epidérmicas
de embriones de 30 hpfy en N-P se observa una regién
de musculo de larvas de 5 dpf, marcado con Faloidina-
TRITC. En A-J, la region caudal (Ca) se encuentra hacia
la izquierda y la regién cefélica (Ce) hacia la derecha;
en las vistas laterales, ventral se encuentra abajo y
dorsal (D) arriba. VL = vista lateral, VD = vista dorsal, T
= tronco, O = ojo, OV = vesicula otica, Hb =
romboencéfalo, Mb = mesencéfalo, asterisco = tejido
muscular. Barras de escala = 50 um (A-J), 10 um (K-M),
5 um (N-P).

anti-Higd1a

A pesar de que en los ensayos de western blot no se pudieron alcanzar condiciones en que se
observara una banda uUnica del tamafio esperado, el patron encontrado en los experimentos de
inmunofluorescencia, vinculado con los antecedentes de la expresion del gen y de la proteina
(localizaciéon mitocondrial, presencia en musculo, en varias areas del sistema nervioso, etc), y
sumando el hecho de que los ensayos fueron realizados con bajas concentraciones de
anticuerpo anti-Higd1a, nos alentaron a pensar que la marca observada podia corresponder a

una sefial especifica para la proteina Higd1a.
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(Fig. 14). Se llevaron adelante ensayos con la linea Sox10:GFP, que permite marcar células de la
cresta neural (Ver Anexo ll), y con las lineas Islet-1:GFP, HuC:GFP (ver Anexo Il) y NeuroD:TagRFP
(Fig. 14.A, B), que se expresan en diferentes tipos neuronales; adicionalmente, se ensayd una

posible co-marcacion con el anticuerpo Zn5 (Fig. 14.C), también neuronal.

No se pudo establecer una correlacidn clara entre la sefial de anti-Higdla y la correspondiente
a los marcadores ensayados, excepto en el caso de algunos clusters neuronales positivos para la
sefial de NeuroD (Fig. 14.Ay B) y de algunas fibras nerviosas que rodean el ojo positivas para el
anticuerpo Zn5 (Fig. 14.C). El gen neuroD codifica para un factor de transcripcién que promueve
la diferenciacién neuronal temprana y se expresa en todas las placodas precursoras de los
ganglios craneales (Mueller & Wullimann, 2002; Andermann et al., 2002). En particular, pudo
apreciarse coincidencia con la seial del anticuerpo anti-Higd1a en el ganglio posterior de la linea
lateral (Fig. 14.A.3, 4), asi como también en el ganglio anterior de la linea lateral, el ganglio
sensorial facial y el ganglio trigémino (Fig. 14.B.3, 4) (Raible & Kruse, 2000; Cox et al., 2011;
Higashijima et al., 2000). Por su parte, el anticuerpo Zn5 marca grupos de neuronas y axones
comisurales de los segmentos del cerebro posterior, asi como algunas neuronas de los ganglios
trigémino, antero-dorsal de la linea lateral y estatoacustico (Fig. 14.C.3, 4) (Trevarrow et al.,
1990; Liu et al., 2011).

anti-Higd1a ]} 11 anti-Higd1a

Dex-Rod an»ti:Higdla

Figura 15. Sefial de anti-Higd1a en fibras de neuronas reticulo-espinales.
A-C. Experimentos de inmunofluorescencia en embriones de 48 hpf,
vista dorsal. Los axones y somas neuronales que presentan intensa sefial
para el anticuerpo anti-Higd1a (verde) no coinciden con los marcadores
neurales ensayados (rojo). D. Marcaje retrégrado de células del circuito
reticulo espinal con Dextrano acoplado a Rodamina (Dex-Rod) seguido
de inmunofluorescencia con anti-Higdla en larvas de 4 dpf. En varias de
las fibras parece haber co-localizaciéon de ambas sefiales, pero no en los
axones o somas de las células de Mauthner (D.1, flechas). E. A mayor
aumento, tampoco parece haber sefial de anti-Higd1a en el cruce de los
axones de las células de Mauthner (cabezas de flecha) F. Esquema de las

anti-Higd1a

células que integran el sistema reticulo-espinal y sus conexiones (M:
neuronas de Mauthner), adaptado de Mendelson B., 1986. Barras de
escala =40 um (A-C), 25 um (D), 10 um (E).
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Desde una vista dorsal, puede observarse que hay algunas neuronas que presentan simetria
bilateral y somas de gran tamafio, cuya sefal no coincide con ninguna de las marcas (Fig. 15.A-
C). Debido a la ubicacidn y morfologia de estas células, se pensé que podrian tratarse de
neuronas reticulo-espinales, dentro de las que se encuentra el par de células de Mauthner
(Mendelson 1986.1y Il; Moens et al., 1996). Para verificarlo, se realizé una tincidn retrégrada de
embriones de 4 dpf con Dextrano acoplado a Rodaminay, posteriormente, inmunofluorescencia
con el anticuerpo anti-Higdla. Los resultados revelaron que varias de las fibras con
inmunorreactividad positiva para el anticuerpo parecen pertenecer a los fasciculos de axones
reticulo-espinales; sin embargo, en el caso de las células de Mauthner, la marca es positiva para
fibras que se encuentran en aposicién con los somas pero no parece serlo para los axones de
estas células (Fig. 15.D-F).

En sintesis, se observé una sefal positiva para el anticuerpo anti-Higd1a en fibras del sistema

reticulo-espinal, indicio de que la proteina podria cumplir un rol en la coordinacién motora.

mutante e Ctrl sin anti-Higd1a

anti-Higd1a y anti-Higd1a

mutante

Faloidina N Faloidina

anti-Higd1a ; : 12 . % ant_i—Higdia

Figura 16. Inmunorreactividad del anticuerpo anti-Higd1a en individuos mutantes para higdla. Ensayos de inmunofluorescencia
realizados con embriones de 48 hpf (paneles superiores) y con larvas de 5 dpf (paneles inferiores). No existen diferencias
apreciables en la intensidad o distribucién de la sefial mostrada por individuos homocigotas mutantes respecto de individuos
salvajes (wt). Se evidencia sefial positiva tanto en ganglios (flecha) y neuronas reticulo-espinales (cabeza de flecha) como en el
musculo (Faloidina-TRITC). Barras de escala = 50 um (paneles superiores), 5 um (paneles inferiores).



No obstante, una vez que se contd con individuos homocigotas mutantes para la proteina (ver
secciones siguientes) se volvieron a realizar ensayos de inmunofluorescencia para comprobar
que la sefial observada efectivamente correspondiera a Higdla. En los individuos homocigotas
mutantes no se espera deteccidn de sefal, ya que la proteina se encontraria mutada a partir del
aminodacido en la posicién 34 y la region antigénica contra la que fue disefado el anticuerpo
abarca los ultimos 14 aminodacidos. Sin embargo, embriones mutantes presentaron una seial
indistinguible respecto de sus pares salvajes, tanto a las 24 hpf (no mostrado) y 48 hpf como a
los 5 dpf. La distribucién de dicha marca tampoco mostré diferencias apreciables entre
individuos wild type y homocigotas mutantes, observandose con la misma intensidad en

neuronas reticulo-espinales, neuronas ganglionares y en el musculo (Fig. 16).

En definitiva, estos resultados condicionan y relativizan el patrén de distribucién observado con
el anticuerpo anti-Higd1a, imposibilitando establecer de manera certera la distribucion de la

proteina Higdla en las diferentes etapas del desarrollo del pez cebra que fueron analizadas.

IV.1ll- Generacidn y caracterizacion de lineas knockout para higdla

IV.1ll.1- Establecimiento de una linea knockout para higdla

En primer lugar, fueron disefiadas dos moléculas de ARNs guia (sgRNA1 y sgRNA2). Como se
menciond en la seccién llLIII, se utilizaron dos herramientas informaticas de libre acceso y la
busqueda se realizé en base a la secuencia gendmica de referencia para el gen higdia (ID:
ENSDARG00000022303). Ambos algoritmos fueron coincidentes en los resultados arrojados y se
seleccionaron los dos sgRNAs que presentaron un mayor score de calidad y para los cuales no se
detecté reconocimiento de blancos inespecificos (Fig. 17.A). Cabe notar que, al tratarse Higdla
de una proteina bastante pequefia, no son muchas las opciones disponibles en cuanto a la
seleccidn de guias que cumplan las caracteristicas éptimas (requerimiento de un motivo PAM
en la secuencia de ADN, hacia 3’ del sitio blanco de mutagénesis; eleccién de una regién blanco
que sea enriquecida en guaninas y empobrecida en adeninas; entre otros). Asimismo, fueron
disefados cebadores que abarcaran la regién comprendida por ambos sgRNAs y resultaran
apropiados para la deteccién de eventuales mutaciones (Fig. 17.B). En la Figura 17.C se diagrama
el proceso general que fue seguido para establecer la linea knockout, apuntando a la obtencion
de una generacion F, compuesta por individuos heterocigotas, todos ellos portadores de la

misma mutacién en la secuencia de higd1a.

Una vez adquiridos los oligonucleétidos que sirven como cebadores para generar el producto de
ADN, a partir del cual se transcriben las moléculas de ARN guia (ver llLIIL1), se procedié a la
sintesis de ambos sgRNAs. Los productos de las reacciones de PCR y de las reacciones de

transcripcién in vitro fueron confirmados por electroforesis en gel de agarosa, obteniéndose



bandas a la altura esperada (Fig. 18.A). Se obtuvo una concentracién de 112,5 ng/uL y una
concentracidon de 279,6 ng/uL para los sgRNA1 y sgRNA2, respectivamente. Se ensayd la
inyeccion de distintas concentraciones de los sgRNAs contra higdla y del ARNm de Cas9,
definiendo las cantidades dptimas de trabajo como aquellas que produjeron una buena
frecuencia de aparicion de mutaciones sin aumentar la mortalidad de los individuos. Dichas
cantidades consistieron en una mezcla de 25 pg sgRNA1 + 25 pg sgRNA2 + 150 pg Cas9, dentro
de un volumen total de 2 nL; todas las inyecciones fueron realizadas en el citoplasma de
embriones de una célula. Como era esperado, el genotipado de la Fo reveld la presencia de varias
mutaciones de tipo indel por individuo (mosaico), manifestandose en la electroforesis en gel de

poliacrilamida como una serie de bandas con migracidn relativa similar (Fig. 18.B).

Una vez en edad reproductiva, los individuos de la Fo que habian mostrado mutaciones
somaticas fueron cruzados con animales wild type, y los embriones de esas progenies (F1) fueron
genotipados, con el fin de seleccionar parentales portadores de mutaciones en la linea germinal.
Al tratarse de heterocigotas, los embriones que albergaban alguna mutacidn, presentaron dos
bandas con una migracién levemente distinta (productos muy cercanos en tamafo); asimismo,
se visualizan bandas con una corrida electroforética mas retrasada que representan las especies
heteroduplex alelo wild type/alelo mutante (Fig. 18.C). Luego de confirmar y caracterizar las
mutaciones por secuenciacidén, se selecciond uno de estos individuos como parental para
generar la Fi.

Cabe agregar que casi todas las mutaciones encontradas se trataron de pequefias deleciones
(entre 1 y 14 pb) y se ubicaron a nivel del sgRNA1, mientras que el sgRNA2 presentd una
eficiencia practicamente nula bajo las condiciones ensayadas. En la Figura 18.C se muestran, a

modo de ejemplo, los alineamientos para dos de las mutaciones halladas en embriones Fi.
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Figura 18. Generacion de la linea knockout para higdla Il. A. Confirmacién por
electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR utilizados como molde
para la sintesis de los sgRNAs y de los productos de la reaccién de transcripcion in
vitro. B. Genotipado por PCRy electroforesis en gel de poliacrilamida de embriones
individuales (izquierda) o adultos (derecha) de la Fp; en los animales portadores de

mutaciones se observa un smear caracteristico del abanico de indels presentes en
individuos mosaico. C. Identificacién de parentales F portadores de mutaciones

en linea germinal. A modo de ejemplo se muestran los alineamientos para dos de
las mutaciones encontradas (A y B) en embriones Fy; el gel de poliacrilamida

evidencia la aparicion de bandas de migracidon retrasada en individuos
heterocigotas para las distintas mutaciones, que corresponden a la especie
heteroduplex.

Del mismo modo, al alcanzar la F; la edad adulta, los individuos fueron genotipados a partir de
tejido de la aleta caudal (fin clip). En la Figura 19 se muestran las tres principales mutaciones
halladas y su patrén de corrida electroforética caracteristico. Las secuencias revelaron que tanto
la mutacién 1 (mutl) como la mutacidn 2 (mut2) provocan un corrimiento del marco de lectura,
mientras que la delecién de 9 pb en la mutacion 3 (mut3) ocasiona la pérdida de tres
aminodacidos comprendidos en el primer dominio transmembrana, pero el resto de la proteina
es idéntico a la forma salvaje. Para el establecimiento de la linea knockout (F, heterocigota) se
opto por utilizar parentales con la mutacion 2, por ser la que produce el cambio en una posicidn
aminoacidica anterior y también a causa de que introduce un codén STOP en la secuencia; en
este sentido, se conoce que la aparicidon de codones STOP prematuros actia como disparador
de mecanismos de degradacidn (Wilusz et al., 2001; Wagner & Lykke-Andersen, 2002; Perrin-
Vidoz et al., 2002).

Al igual a como se realizé en las etapas anteriores, los animales producto del cruce F; x wild type
fueron genotipados al llegar a la madurez sexual y se seleccionaron aquellos portadores de la

mutacion para conformar la F,, cuya progenie fue utilizada para posteriores experimentos.
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Figura 19. Generacion de la linea knockout para higdla lll. A. Alineamiento parcial de
la secuencia gendmica de higdla mostrando las tres principales mutaciones
encontradas al genotipar individuos adultos de la F,. B. Alineamiento de los productos

de traduccidn in silico de los mutantes respecto a la proteina salvaje. El asterisco en la
mutacién 2 simboliza la introduccién de un codén STOP prematuro. C. Gel de
poliacrilamida en el que se puede apreciar que cada mutacion (1, 2 y 3) presenta un
patrén de corrida electroforética caracteristico, los carriles sefialados con un punto
corresponden a individuos que no heredaron mutacién. El control (Ctrl) corresponde al

producto de amplificacion a partir de ADN extraido de un animal wild type.

IV - Inmunodeteccion de la proteina Higdla en lineas knockout y en

animales knockdown

Para estos experimentos se extrajeron proteinas de pools de embriones provenientes de
cruzamientos entre heterocigotas portadores de mutacion; en promedio, entonces, dichas
progenies se compondran de un 50% de individuos heterocigotas, un 25% de individuos
homocigotas mutantes y un 25% de individuos wild type. Por tanto, podria esperarse encontrar
cierta cantidad de proteina Higdla que seria aportada por los individuos heterocigotas y wild
type del pool. En concordancia con esto, los ensayos de western blot realizados con embriones
de 5 dpf mostraron una disminucidn notoria de los niveles de Higdla en las muestras
correspondientes a las lineas con mutacién para higd1a (Fig. 20.A). Sin embargo, cuando se hace
el mismo experimento con embriones de 48 hpf, practicamente no se observan diferencias entre
las muestras provenientes de la linea salvaje y las provenientes de la linea knockout, sea ésta
portadora de la mutacién 1 o de la mutacién 2 (Fig. 20.B).

Asimismo, en embriones de 48 hpf inyectados con una dosis moderada (2 nL) del morfolino para
higd1a (ver lll.Il) no se constaté descenso en la intensidad de la banda correspondiente a la
proteina Higd1la, y sélo parece evidenciarse cierta disminucion tras la inyeccidn de la dosis mas
elevada (5 nL) (Fig. 20.C). Puesto que se trata de un morfolino de splicing que afectaria el
procesamiento del pre-ARNm, pero no la traduccidn ni los niveles de posible mensajeros pre-

existentes, se investigd qué sucedia a nivel del ARNm de higdla, no halldandose diferencia



significativa en la abundancia del mismo antes de las 48 hpf, pero si observando una disminucién

marcada a partir de esta etapa (Fig. 20.D).

A 5 dpf

B

48 hpf

Proteina

Higdla e - o—

) A

Ponceau ‘

| o - - -
QQ’ < Q Qe, 2
SOOI RS I
& &\} \;3;\- N &\,‘F 63'+
IR KON
C  4ghpf D
2,5
2
Proteina
Higdla 15
— o P ns
| —— |
1
. - -
Ponceau
= d B o
W (WO WO
WO g o ;

Figura 20. Evaluacién de los niveles de Higdla en
individuos knockout y knockdown para el gen. A. Western
blot de larvas de 5 dpf wild type, portadoras de la mutly
portadoras de la mut2. B. Western blot de embriones de
48 hpf wild type, portadores de la mutl y portadores de la
mut2. C. Western blot de embriones de 48 hpf wild type,
inyectados con 2 nL de MO contra higdla e inyectados con
5 nL de MO contra higdla. D. Cuantificacién del ARNm de
higdla por PCR en tiempo real en embriones inyectados
con 5 nL de MO contra higdla. Se extrajeron muestras a
tres tiempos: 4, 24 y 48 hpf y se compararon con muestras
de embriones wild type de las mismas etapas; los niveles
de ARNm fueron estandarizados usando la edad de 4 hpf
como muestra de referencia. ** p = 0,001.
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IV.IV- Andlisis preliminar del fenotipo mutante

En términos generales, los animales portadores de mutacidn presentaron un desarrollo y

crecimiento normales, y tampoco parecié verse afectada su capacidad reproductiva. No se

detectd fenotipo aparente, exceptuando alteraciones en el nado de algunos embriones luego

de los 4-5 dpf, manifestandose en movimientos algo mas “bruscos y erraticos”. A fin de verificar

esta observacidn, se llevaron a cabo pruebas comportamentales comparando la motilidad de

individuos salvajes, heterocigotas y homocigotas para dos de las mutaciones.

Ademas, en funcidén de los antecedentes de la literatura y de observaciones previas de nuestro

equipo, se considerd relevante examinar algunos aspectos del desarrollo normal, como Ia



estructura de los cartilagos cefalicos, y la posible influencia de la ausencia de Higdla en

respuesta a estrés, en particular, estrés hipdxico.

IV.IV.I- Efectos del knockout de higdla sobre la capacidad motora

Se evalué la actividad locomotora de larvas de 7 dpf provenientes de dos cruces entre mutantes
heterocigotas (incross), ya sea portadores de la mutacion 1 o de la mutacién 2. Se seleccionaron
al azar larvas hijas de cada cruzamiento y se filmaron individualmente durante 5 minutos, tras
lo cual fueron sacrificadas y genotipadas. Los videos fueron analizados con el programa ToxTrac,
estimandose algunos parametros representativos de la capacidad motora de los animales que

se muestran en la Figura 21.

En el caso de la progenie portadora de la mutacién 1, los animales homocigotas mutantes
tendieron a mostrar una actividad motora exacerbada en comparacién con sus hermanos wild
type. Si bien las diferencias sdlo resultaron significativas en lo que refiere a la tasa de motilidad
(p = 0,005), el resto de los parametros presentaron una tendencia en el mismo sentido, en
algunos casos acercdndose a la significancia estadistica. De hecho, si no se toma en
consideracion el individuo homocigota mutante catalogado como outlier en las estimaciones de
velocidad promedio y tasa de motilidad (y que corresponde al punto mas bajo en las graficas de
distancia recorrida y tasa de exploracidn), el resultado de ANOVA para la variable de velocidad
promedio arroja un p-valor de 0,12, y para la variable distancia recorrida un p-valor de 0,09.

Al observar los individuos heterocigotas, se evidencia una mayor variabilidad en los datos, no
obstante lo cual, también resultaron tener una tasa de motilidad significativamente mayor que

la del grupo wild type.

Las larvas provenientes del cruzamiento que albergaba la mutacién 2 mostraron una alta
dispersion en las medidas, bastante mayor que la progenie portadora de la mutacién 1. Como
consecuencia, no se encontraron diferencias significativas para ninguno de los pardmetros al
comparar los diferentes grupos. Sin embargo, si se observan las medias de cada grafica, puede
verse que la tendencia es similar al caso anterior, con los individuos heterocigotas y homocigotas
mutantes mostrando cierto sesgo hacia una actividad motora aumentada en relacion a las larvas

salvajes.
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Figura 21. Evaluacién de la capacidad
motora de lineas mutantes para higdia.
Se realizo el tracking individual de larvas
de 7 dpf a lo largo de sesiones de 5 min. A
partir del andlisis con el programa ToxTrac
se cuantificaron distintos estimadores
relativos a la motilidad de los individuos.
la comparacion de
distintos estimadores entre hermanos

Se muestra los
wild type, heterocigotas y homocigotas
mutantes, producto del cruce entre
heterocigotas portadores de la mutacién
1 para higdla (A), o del cruce entre
heterocigotas portadores de la mutaciéon
2 para higdla (B). En los gréficos se
muestran los puntos correspondientes a
cada individuo y la media del grupo *
SEM. Los individuos representados con un
cuadrado fueron catalogados
outliers dentro del set de datos y no
fueron incluidos para el contraste con
ANOVA. ** p = 0,01; *** p = 0,005.
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IV.IV.lI- Efectos del knockout de higdla sobre el desarrollo de cartilagos

crdneo-faciales

Con el objetivo de comprobar si las lineas mutantes para higdla recapitulan las alteraciones
morfoldgicas de los cartilagos craneo-faciales que habian sido observadas previamente en
embriones inyectados con morfolino (Sosa, |., 2014), larvas de 5 dpf provenientes de
cruzamientos entre heterocigotas para la mutacidon 1 o la mutaciéon 2 fueron genotipadas y
tefiidas con el colorante Alcian Blue. Se tomaron distintas medidas de los cartilagos de la cabeza,
tal como se esquematiza en la Figura 22.A.1, y las mismas fueron comparadas entre los

diferentes grupos experimentales.

En general, no se registraron diferencias notorias en los individuos mutantes, aunque tanto los
homocigotas para la mutacidon 1 como para la mutacién 2 presentaron una ligera tendencia a
tener una mayor amplitud de los cartilagos ceratohiales (Fig. 22.A.2, B.2). A pesar de esto, los
mutantes que albergan la mutacidon 2 mostraron una disminucién del ancho craneal, que en el

caso de los heterocigotas resulté estadisticamente significativa (Fig. 22.B.2).

Al realizar un analisis multivariado, graficando la combinacién de las distintas medidas para cada
uno de los individuos, puede observarse que en el caso de la mutacién 1 los animales de los
diferentes grupos experimentales se distribuyen en nubes con un importante grado de
solapamiento (Fig. 22.A.3). En el caso de la mutacién 2, si bien también existe superposicion, los
individuos homocigotas mutantes presentan una distribucién algo distinta. Se evidencia una
menor varianza intra-grupo para las variables ancho y largo craneal, y largo de los cartilagos
palatocuadrados, a la vez que la diferenciacion respecto a los otros dos conjuntos se maximiza
en direccion de las variables ancho del cartilago etmoides y angulo de los cartilagos ceratohiales
(Fig. 22.B.3). Cabe notar que para el caso de la mutacién 2 se conté con un numero mas bajo de
individuos, en especial de homocigotas mutantes, por lo cual deberian ampliarse los datos para

descartar que las diferencias se deban a sesgos por el menor tamafio muestral.
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Figura 22. Evaluacién de morfologia de los cartilagos craneo-faciales en lineas mutantes para higdla. Larvas de 5
dpf fueron tefiidas con el colorante Alcian Blue y fotografiadas. A partir del analisis de las imagenes se estimaron
las medidas de distintos cartilagos cefalicos, esquematizados en A.1: 1 —ancho craneal, 2 —largo craneal, 3 —largo
de cartilagos Palatocuadrados, 4 — ancho del cartilago Etmoides y 5 — angulo del cartilago Ceratohial. Se
compararon hermanos wild type, heterocigotas y homocigotas mutantes, producto del cruce entre heterocigotas
portadores de la mutacién 1 para higdla (A), o del cruce entre heterocigotas portadores de la mutacién 2 para
higdla (B). A.2 y B.2. Graficos para cada una de las 5 medidas; se muestran los puntos correspondientes a cada
individuo y la media + SEM. Los individuos representados con un cuadrado fueron catalogados como outliers dentro
del set de datos y no fueron incluidos para el contraste con ANOVA. A.3 y B.3 Andlisis de componentes principales
(PCA), donde se puede apreciar la distribucion de cada conjunto, asi como la magnitud y direccién en que cada
variable (vectores) contribuye a la separacidn entre los sets de datos. * p = 0,01; Barra de escala = 250 um.
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IV.IV.III- higdla en respuesta a bajos niveles de oxigeno

En primer lugar, se investigd una posible induccidn transcripcional de higdla en embriones
tempranos, como consecuencia de la exposicion a hipoxia durante dos tiempos distintos: 3y 16
horas. Contrariamente a lo esperado, no se encontré incremento en la cantidad de ARNm de
higd1a a ninguno de estos tiempos, e incluso se observé una leve tendencia a la baja, si bien las
diferencias no resultaron estadisticamente significativas (Fig. 23.A, B). A modo de control
positivo del protocolo de hipoxia, se cuantifico también el ARNm del gen egln3, que codifica
para laisoforma PHD3 de la familia de prolil-hidroxilasas reguladoras de los factores HIFs, y cuya
induccién por bajos niveles de oxigeno ha sido previamente reportada (Appelhoff et al., 2004;

Santhakumar et al., 2012 y Manchenkov et al., 2015). Los resultados revelaron un importante
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aumento del ARNm de egln3, cercano a 60 veces por encima de los niveles basales,

corroborando que las condiciones del experimento fueron efectivas (Fig. 23.A, B).
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Figura 23. Respuesta de la expresion de higd1a tras la exposicidn a hipoxia. Embriones en
la etapa de escudo (aprox. 6 hpf) fueron incubados en atmdésfera con 0,9% de O, durante
3 016 horas. A, B. Fold-change de los niveles de ARNm de higd1a para ambas condiciones
respecto a embriones control incubados en normoxia no revelaron cambios significativos.
Por el contrario, la cuantificacidon de eg/n3 mostré un importante aumento en las mismas
egin3 higdla condiciones experimentales, corroborando la efectividad de la hipoxia. C. Curvas estandar

para los genes blanco (eg/n3y higd1a)y para los dos genes utilizados como normalizadores
(/13a y ef1a). Las eficiencias de amplificacidn calculadas a partir de dichas curvas fueron:
egin3-81%, higd1a-81%, 113a0-82% y ef1a-79%. *** p = 0,001; **** p < 0,0001.

Puesto que no es infrecuente que varias de las proteinas involucradas en la respuesta a hipoxia
estén sujetas a distintos tipos de regulacidén post-transcripcional y habiendo antecedentes de
que esto podria ocurrir en el caso especifico de higdla, se decidié evaluar la posible
participacién de la proteina en la tolerancia a deplecién de oxigeno utilizando las lineas
mutantes generadas. Embriones de 24 hpf provenientes de cruces entre heterocigotas
portadores de la mutacidn 1 o de la mutacién 2 fueron sometidos a anoxia durante 3y 16 horas,

y se monitored su sobrevida durante las 72 horas posteriores al insulto.

Tal como esta descrito en la literatura y como puede verse en la Figura 24, los embriones que
transcurrieron 16 horas sin oxigeno presentaron un notorio retraso en el desarrollo en
comparacién con sus pares, tanto los incubados en normoxia, como los expuestos a 3 horas de
anoxia. Aquellos individuos con un fenotipo mas severo, mostraron reduccion en el tamafio de
la cabeza y cierta opacidad, caracteristica de muerte celular (Fig. 24.A.4, B.4). Por otro lado, los

animales sujetos a 3 horas de anoxia apenas presentaron algo de retraso en el desarrollo y poco
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tiempo luego de ser devueltos a un ambiente norméxico resultaron casi indistinguibles de sus

pares control.

En cuanto a la sobrevida tras 16 horas de anoxia, se constatd una mayor proporcidon de
mortalidad en los animales salvajes en comparaciéon con los mutantes, y especialmente respecto
a los portadores de la mutacién 2, quienes presentaron un 100% de sobrevida. La progenie
portadora de la mutacién 1y la progenie wild type mostraron una sobrevida final de 75y 67,5%,
respectivamente, contabilizandose la totalidad de las muertes dentro del lapso de 10 horas
luego de la exposicion a anoxia. Con los datos se construyd una curva de sobrevida de Kaplan-
Meier (Fig. 24.D) y los dos tests estadisticos implementados (Log-rank test y Gehan-Breslow-
Wilcoxon test) indicaron diferencias significativas entre las curvas de los grupos experimentales
(p valor 0,0001).

wild type mutacién 1 mutacién 2

Normoxia

Anoxia 3 hs

Anoxia 16 hs

Figura 24. Evaluacién de la tolerancia a anoxia de lineas
-e- Wild type mutantes para higdla. Embriones de 24 hpf producto de
- Mut1 cruces entre wild type (A) entre heterocigotas portadores
- Mut2 de la mutacion 1 para higdla (B), o entre heterocigotas

portadores de la mutacién 2 para higdla (C) fueron
50- expuestos a 3 o 16 horas de anoxia y monitoreados
durante las siguientes 72 horas. Fila 1: Control (normoxia),
fila 2: Anoxia 3 horas, filas 3 y 4: Anoxia 16 horas. Todas
las fotografias fueron tomadas a las 40 hpf (tiempo real
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IV.IV.IV- Expresidn diferencial de y-H2AX en las lineas mutantes para higdla

A raiz de las distintas respuestas frente a hipoxia que mostraron los individuos con distintas
mutaciones para higdla, entre si y respecto a los embriones salvajes, se resolvié analizar la
expresion de y-H2AX en ambas lineas mutantes para higdla.

La histona H2AX es una variante de las histonas de core H2A, que es fosforilada en un residuo
de Serina como respuesta al dafio oxidativo del ADN, en particular, como respuesta a los cortes
de doble hebra (Rogakou et al., 1998; Tanaka et al., 2006). Este mecanismo se encuentra
conservado evolutivamente y la deteccidon de la forma fosforilada de la proteina (designada
como y-H2AX) se ha utilizado como indicador de aumento del estrés oxidativo y de dafio del
ADN en varias especies, incluyendo Danio rerio (Podhorecka et al., 2010; Schultz-Rogers et al.,
2018).

Se llevaron a cabo ensayos de western blot con proteinas extraidas de pools de animales de 5
dpf, que provenian de cruzamientos entre heterocigotas para cada una de las mutaciones. Los
experimentos mostraron una induccién de y-H2AX de casi 2,5 veces en la linea portadora de la
mutacion 1 en comparacion con los individuos salvajes. En lo que refiere a la linea que lleva la
mutacidén 2, si bien parecié mostrar una tendencia en el mismo sentido, el incremento no resulté

estadisticamente significativo (Fig. 25).

w
1

P-H2AX | oo w— —

-
L

L

Expresion relativa (U.A))
_

Ponceau '“ — -

e
LW

Z
)

Figura 25. Expresion diferencial de y-H2AX en lineas mutantes para higdla. Western blot contra y-H2AX a partir
de proteinas totales extraidas de pools de larvas de 5 dpf wild type, portadoras de la mutl y portadoras de la
mut2. Se muestra el promedio y desvio estandar de dos ensayos. * p = 0,04.
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V. DISCUSION

V.I- El patron de expresion de Higdla, ROS y su relacidn con eventos del

desarrollo

Resultados previos de experimentos de PCR en tiempo real han mostrado que higdla se expresa
desde etapas tempranas del desarrollo del pez cebra y hasta entrada la etapa larval, con niveles
especialmente elevados en el periodo de 24 — 48 hpf (Fig. 4.B; Sosa, I., 2014). Estos hallazgos
van en linea con lo obtenido a partir de los andlisis recientes de single-cell RNAseq (Fig. 9;
Wagner et al, 2018; Farrell et al., 2018), asi como con lo que fue observado en este trabajo a

través de ensayos de western blot (Fig. 12).

A su vez, los altos niveles de ARNm de higdla y higd2a en las etapas mds tempranas del
desarrollo (Figs. 4 y 9) son consistentes con la participacidn en procesos de diferenciacion celular
que ha sido propuesta para los miembros de la familia HIG en diferentes especies. En el pez
cebra en particular, uno de los primeros dominios celulares que se determinan, hacia el inicio
de la etapa de blastula, es la capa envolvente (EVL), que consiste en una monocapa de células
epiteliales superficiales que “envuelven” al embridon. Por debajo de ella, se encuentran varias
capas de células profundas (DC) y la capa sincicial del vitelo (YSL). Durante la gastrulacidn, estos
grupos celulares migran y se re-arreglan transformando al embrién en una estructura elongada,
con los ejes definidos (Kimmel et al., 1995; Conway, G., 1995). Los ya mencionados estudios de
single-cell RNAseq mostraron que higdla se expresa tempranamente en las células de la EVL
(Fig. 9). En relacién a esto, Mendieta-Serrano y colaboradores han descrito una particular
abundancia de mitocondrias en dicha capa celular, marcdndolas con la sonda fluorescente
MitoTracker. Ese mismo trabajo comprueba que las especies reactivas del oxigeno (ROS) estan
presentes en los espacios intersticiales de las células profundas del embrién, desde la etapa de
escudo y casi hasta el fin de la epibolia. Mas aln, muestran una particular seiial en forma de
anillo en el margen del blastodermo, que se encuentra contenida por la sefial mitocondrial de
las células de la EVL, en una posicién mas adelantada que la marca de ROS (Fig. 26). Al inhibir
farmacolégicamente la produccion de ROS, los autores observan un retraso significativo de la
epibolia y proponen, entonces, que las especies reactivas del oxigeno estarian liderando el
frente de avance de este movimiento celular (Mendieta-Serrano et al., 2019).

Es interesante que bcl2-like10, otro gen anti-apoptético (miembro de la familia de proteinas Bcl-
2), se ha identificado como un factor importante para que ocurra el movimiento de epibolia, en

particular vinculdndolo a las ondas de Ca?* que participan de este proceso (Bruce, A., 2016).



Epiboly
direction

Blastoderm

Figura 26. Disposicion mitocondrial y de especies reactivas del oxigeno durante la epibolia del pez cebra. Los
embriones fueron incubados con la sonda CM-H2DCFDA (verde) para marcar ROS y con MitoTracker (rojo)
para marcar mitocondrias. Ambas sefiales parecen liderar la progresiéon de la epibolia (A). A mayor
magnificacion puede apreciarse que las mismas no se solapan y que el cinturén mitocondrial se halla mas
avanzado en el movimiento que la sefial para ROS (B). Extraido de Mendieta-Serrano et al., 2019.

El rol de ROS durante el desarrollo embrionario temprano también fue evidenciado por una
investigacion de Gauron y colaboradores. Midiendo los niveles de H,0,, los autores constataron
que los mismos se vuelven detectables por primera vez al comienzo de la gastrulacién y luego,
hacia la etapa de 20 somites (aproximadamente 19 hpf), se elevan dramaticamente,
especialmente en la cabeza y en la regién mas caudal de la cola. Siguiendo el transcurso del
desarrollo, la sefial de H,0; disminuye en todos los tejidos, con excepcién del tejido cardiaco y
neural. A las 48 hpf tiene lugar un nuevo incremento, especialmente en el tectum éptico, la
médula espinal y la notocorda. Finalmente, para las 72 hpf, la mayoria de los 6rganos exhiben
muy bajos niveles de H,0,, permaneciendo asi hasta la adultez (Gauron et al., 2016).

Curiosamente, es posible establecer un paralelismo entre estos hallazgos y los niveles de higdia,
habiendo observado que los mismos se mantienen elevados desde el ovocito hasta las primeras
horas de las embriogénesis, y mostrando otro pico mas tardio entre las 24 hpfy las 48 hpf. Estas
evidencias serian consistentes con una participacién de Higdla en la diferenciacién y
determinacion de linajes celulares en el desarrollo del pez cebra, y sumadas a la influencia sobre
la modulacion de ROS que ha sido propuesta para Higdla (Ameri et al., 2015; Guerra-Castellano
et al.,, 2018), sugieren la posibilidad de que la participacidn de la proteina en estos eventos del

desarrollo se halle vinculada al rol sefializador de las especies reactivas del oxigeno.

Al ingresar al estadio comprendido entre las 24 y las 48 hpf, denominado faringula, los
embriones ya presentan una organizacién bilateral definida, con la notocorda bien desarrollada
y el juego de somites completo, mientras que el sistema nervioso continta siendo una estructura
hueca y expandida anteriormente, con vesiculas encefalicas que empiezan a hacerse visibles. El
nombre del periodo refiere a los arcos faringeos, que comienzan a desarrollarse a partir de una
region primordial derivada de la cresta neural. Los arcos mas anteriores son el mandibular y

hioideo, que daran lugar a la mandibula y al opérculo; y los posteriores corresponden a los arcos



branquiales, que formaran las branquias respiratorias. Estas estructuras, junto a las aletas, cuya
morfogénesis también se inicia en la etapa de faringula, poseen importantes contribuciones de
tejido cartilaginoso (Kimmel et al., 1995). Como ya fue mencionado, los cartilagos también se
incluyen dentro de los derivados de la cresta neural. La diferenciacion comienza al final del
estadio, alrededor de las 48 hpf, cuando la proteina Higdla mostrd niveles particularmente
elevados. En este sentido, se conoce que las placas de crecimiento condrociticas constituyen
tejidos avasculares y de por si hipéxicos, donde la presencia de HIF1 resulta imprescindible para
el desarrollo normal (Rajpurohit et al., 1996; Schipani et al., 2001). En las placas de crecimiento,
los condrocitos pasan por una serie de etapas bien controladas de proliferacion celular,
diferenciacidn, hipertrofia y apoptosis. Una vez concluida esta secuencia, se produce la invasion
de los vasos sanguineos y el reemplazo de la matriz cartilaginosa por matriz ésea trabecular. Se
ha demostrado que existe un gradiente fisiolégico de oxigeno desde la zona proliferativa a la
zona hipertrofica, evidenciando el importante rol sefializador del oxigeno en este tejido.
Vinculado a esto, también se ha documentado el rol de HIF1 como regulador clave de la funcién
de osteoblastos y osteoclastos, participando en el desarrollo éseo, el modelado y la
regeneraciéon (Wang et al., 2007; Wan et al., 2008; Shen et al., 2009).

Por otra parte, en el estadio de faringula se diferencian las células pigmentarias. Las primeras
en hacerlo, cerca de las 24 hpf, son las células del epitelio pigmentario de la retina y los
melandéforos. Mas tarde, alrededor de las 42 hpf comienzan a aparecer los xantéforos y los
iridoforos, volviéndose mds claramente apreciables a partir de las 48 hpf. Con excepcién del
epitelio de la retina, los otros tres tipos celulares también son derivados de cresta neural.
(Kimmel et al., 1995; Quigley & Parichy, 2002).

Otros eventos importantes que caracterizan este periodo del desarrollo son la formacién del
sistema circulatorio y la migracién del primordio de la linea lateral, que a medida que avanza va
dejando atras las células que formaran el ganglio del nervio lateral y los neuromastos (Kimmel
et al., 1995).

En definitiva, el patrén cambiante de la expresidn de los dos miembros de la familia hig en el
transcurso de la embriogénesis del pez cebra, y en particular el de higd1a, cuyo ARNm mostré
ser especialmente abundante en las primeras horas del desarrollo, parecen indicar que, asi como
se ha sugerido para otras especies, estos genes tendrian un rol sobre procesos celulares

importantes para el desarrollo normal de Danio rerio.

En vista de los importantes cambios que ocurren entre las 24 y las 48 hpf, resulta interesante
que Higdla presente un aumento en este periodo. Mas aln, teniendo en cuenta que muchos de
estos cambios se encuentran asociados a la cresta neural y sus derivados, y considerando la alta
expresion del ARNm de higdla que ha sido encontrada en este linaje celular (Fig. 9).
Contrariamente a lo esperado, en ensayos de inmunofluorescencia, no registramos una
correlacién apreciable entre la inmunorreactividad con el anticuerpo anti-Higdla y el marcador

de cresta neural Sox10 (Anexo Il). Por un lado, dadas las dudas que presenta la fiabilidad de la



reactividad de este anticuerpo, la falta de correlacién podria explicarse porque la sefial
observada no corresponda a la proteina Higdla. Si bien esta hipdtesis es la mds probable, vale
la pena puntualizar que la linea transgénica utilizada no permite visualizar la totalidad de las
células de la cresta neural. De hecho, Kwak y colaboradores han demostrado que las lineas
foxd3:GFP y sox10:mRFP, usualmente empleadas para marcar la cresta neural, muestran
diferentes sefiales; e inclusive dos lineas transgénicas para Sox10, sox10:mRFPy sox10:eGFP, no
presentan una sefial idéntica; asi por ejemplo, los autores observaron que mientras la primera
marcaba la placoda ética desde etapas tempranas y mantenia la seial hasta pasada la formacién
del otocisto, la fluorescencia de sox10:eGFP sélo se manifestaba en una pequefa fraccion de las
células dticas (Kwak et al., 2013). En este sentido, podria ser informativo evaluar en un futuro
otros marcadores de cresta neural, como foxd3, crestin o el factor de transcripcion tipo
“homeobox” dIx2, que permite monitorear la morfogénesis de los arcos faringeos (Luo et al.,
2001; Akimenko et al., 1994; Neuhauss et al., 1996).

En lo que refiere al patréon espacial de Higdla, no se pudo establecer de manera certera su
distribucion. Hay algunos elementos que podrian hacer pensar que la sefial registrada en los
ensayos de inmunofluorescencia corresponderia a la proteina, es asi que algunos de los tejidos
gue presentaron mayor inmunorreactividad con el anticuerpo anti-Higd1a coinciden con lo que
surge al explorar las bases de datos generadas por los estudios de single-cell RNAseq
(kleintools.hms.harvard.edu/paper_websites/wagner_zebrafish_timecourse2018/mainpage;
portals.broadinstitute.org/single_cell/study/single-cell-reconstruction-of-developmental-
trajectories-during-zebrafish-embryogenesis). A su vez, los resultados serian consistentes con lo
que ha sido encontrado en otras especies; por ejemplo, el anticuerpo reveld una fluorescencia
especialmente intensa en tejido muscular (congruente con los resultados de Thisse et al., 2001),
células epiteliales y en grupos neuronales asociados a la funcién auditiva (similar a lo reportado
por Lépez et al., 2018). Adicionalmente, en algunas regiones pudo apreciarse claramente que la
sefial consistia en particulas discretas, y especificamente en el musculo, adoptaba una
disposicion regular y ordenada. Estos indicios podrian apuntar a que se trata de una seial
mitocondrial. No obstante, como se comentd en IV.IV, también existen evidencias de que
proteinas vinculadas al citoesqueleto presentan una distribucién similar a la sefial encontrada,
tanto en el musculo como en las células epiteliales (Kim & Ingham, 2009; Gurung et al., 2017;
Tang & Brieher, 2012), e incluso, la acumulacién de la marca observada con anti-Higd1a en la
periferia citopldsmica de las células epiteliales podria sugerir que este segundo escenario es el
mas plausible. Es asi que para poder comprobar la hipdtesis de una sefial mitocondrial para el
anticuerpo anti-Higdla, deberian realizarse experimentos de co-localizacién con marcadores
mitocondriales conocidos.

Pese a las evidencias arriba mencionadas, la sefial presente en embriones y larvas que habian
sido genotipados como homocigotas mutantes para higd1a (tanto para la mutacion 1 como para

la mutacidn 2), junto con las multiples bandas de alta intensidad que se visualizan en los ensayos



de western blot, imposibilitan extraer resultados concluyentes respecto al patrén de

distribucidn de la proteina.

V.ll- Aportes a la regulacion de la expresion de higdla

Trabajos anteriores han presentado indicios de una posible regulacion post-transcripcional de
higdla en otras especies. Por un lado, las bases de datos predicen la existencia de transcriptos
antisentido en mamiferos. Experimentalmente, Bedd y colaboradores mostraron la expresion
de un ARN antisentido en ratas, a través de ensayos de hibridacién in situ y PCR (Bed¢ et al.,
2005; 2012). Asimismo, un estudio bioinformatico a partir de bases de datos humanas, donde
se analizaban pares de genes/pseudogenes diferencialmente expresados en distintas
enfermedades neurodegenerativas, encontré que HIGD1A/HIGD1AP14 constituia uno de los 49
pares diferencialmente expresados en la enfermedad de Huntington; y se determind ademas,
qgue ambos genes poseen en comun 16 (74%) sitios de unién a microARNs (Costa et al., 2012).
En acuerdo con la teoria de los “ARNs enddgenos competidores” (ceRNAs; Salmena et al., 2011),
los autores postulan que estos transcriptos no codificantes actuarian como “pseudoblancos”,
secuestrando a los microARNs e impidiendo que ejerzan sus funciones reguladoras normales
sobre sus “blancos legitimos”. Se sugiere que el desbalance en el poo/ de microARNSs originado
por estas vias podria estar involucrado en la etiologia de enfermedades neurodegenerativas y
también de cancer (Du & Pertsemlidis, 2011; Poliseno et al., 2010; Costa et al., 2012).

A diferencia de estos antecedentes, en Danio rerio, nuestros experimentos han mostrado que
los niveles de proteina Higdla en las diferentes etapas del desarrollo acompafian el curso
temporal del ARNm; y hasta la fecha tampoco existen en las bases de datos reportes de un

transcripto antisentido para esta especie.

En lo que refiere a la regulacidn por bajos niveles de oxigeno, no encontramos que higdla se
viera inducido bajo nuestras condiciones experimentales. Por el contrario, se observd una
expresion levemente mas baja tras los dos tiempos de hipoxia ensayados, aunque la misma no
fue significativamente diferente de la expresion del gen en condiciones normales. Un trabajo
llevado adelante hace unos afios por Manchenkov y colaboradores con el propdsito de
identificar genes inducidos por hipoxia, posibles candidatos a la proteccion otorgada por el pre-
condicionamiento hipoxico, podria estar en linea con nuestros hallazgos. En esa investigacion,
los autores realizaron un andlisis transcriptomico de embriones incubados durante 2 horas con
0,3% de oxigeno en dos etapas distintas del desarrollo: gastrula (escudo) y segmentacién (8
somites). Los resultados mostraron una activacién transcripcional significativa de solamente dos
genes de la via de HIF, irs2 y egin3. Esto, a su vez, apoyaria otras evidencias previas que sugieren
que la via de HIF contribuye poco a la respuesta protectora contra la hipoxia en el desarrollo
temprano del pez cebra (Mendelsohn & Gitlin, 2008; Robertson et al., 2014), y los autores
sugieren que la induccidon de irs2 y de egin3 ocurriria de manera independiente de HIF
(Manchenkov et al., 2015).



En el mismo sentido, otro equipo realizéd un estudio relevando los sitios de respuesta HRE
presentes en el genoma de Danio rerio, y los genes que son regulados por la via de HIF. Para
esto utilizaron una linea mutante knockout para vhl, gen que codifica para la proteina de von
Hippel Lindau. En condiciones de normoxia, Vhl se encarga de dirigir constantemente la
subunidad HIF1-a al proteosoma, impidiendo la dimerizacién del factor y la activacion de la via
de HIF. Como consecuencia, los mutantes homocigotas de esta linea imitarian los efectos de una
respuesta hipdxica cronica. Utilizando larvas de 4 dpf, los investigadores determinaron los
cambios en la expresidon génica que eran provocados por la mutacién. Encontraron 295 genes
inducidos y 442 genes cuya expresion disminuia, lo cual resulté llamativo, puesto que
normalmente en otros modelos HIF no ha sido asociado a la represion transcripcional. Dentro
de las listas de genes diferencialmente regulados se incluyen tanto higdla como higd2a,
reportandose que su expresion baja levemente, lo cual es consistente con lo observado en
nuestros experimentos. Los autores argumentan que algunas de las diferencias observadas
respecto a estudios en otros modelos (la mayoria de ellos, cultivos celulares con exposicidén
aguda a hipoxia) pueden ser explicadas, por un lado, por la accion de vhl sobre vias
independientes de HIF, y por otro, por el abordaje experimental utilizado, con las implicancias
que tiene emplear un organismo entero que lleva activada una respuesta hipdxica durante
varios dias, lo cual podria desatar cambios transcripcionales adicionales (Greenald et al., 2015).
En este sentido, se conoce que la exposicion a distintos grados de estrés hipdxico puede devenir
en la estimulacién de diferentes vias metabdlicas y de sefalizacion. Sobre este aspecto se

profundizard mads adelante.

Sumado a lo anterior, el ya mencionado estudio de Ameriy colaboradores puso de manifiesto
gue en varias lineas de células cancerosas, HIGD1A no es inducido por hipoxia, pese a existir un
aumento de HIF1-a. En particular, realizando experimentos in vivo con xenoinjertos de cancer
de mama, se observd que las células tumorales circulantes derivadas de esos xenoinjertos -y de
las que se ha reportado una especial resistencia a anoxia- exhiben mayores niveles basales de
HIGD1A, pero que no son inducibles por hipoxia. Sin embargo, los autores hallan evidencias de
que cuando se combina hipoxia con privacion de glucosa, la expresion de HIGD1A efectivamente
se incrementa. A raiz de este y otros resultados, la investigacidon sugiere que la proteina juega
un rol en la biologia del cancer, que consistiria en inhibir la proliferacién tumoral en condiciones
de estrés metabdlico severo (esto es, la conjuncion de hipoxia y falta de glucosa), y promoveria
el ingreso en un estado “dormante”, posiblemente obedeciendo a una estrategia adaptativa de
supervivencia (Ameri et al., 2015). Los mecanismos para lograr la adaptacion de las células en
este contexto de estrés podrian estar vinculados a la capacidad de HIGD1A para modular la
actividad de la enzima Citocromo oxidasa y la produccidon mitocondrial de ATP (Hayashi et al.,
2015; Guerra-Castellano et al., 2018).

De cierto modo, se pueden establecer semejanzas entre estos hallazgos y las evidencias que
existen en el pez cebra, en el que Higdla presenta altos niveles en etapas tempranas y

aproximadamente hasta el periodo en que los embriones muestran una notable capacidad de



tolerar la falta de oxigeno, pero esos niveles no serian inducibles por hipoxia. Seria interesante
ensayar si, tal como ocurre en las células cancerosas, la exposicién a un estrés metabdlico mas
severo, combinando hipoxia y privacién de nutrientes, es capaz de regular la transcripcién de
higdia.

Vinculado a este punto, vale la pena anadir que en la literatura se han descrito varios vinculos
entre el comportamiento de las células cancerosas y procesos que tienen lugar durante el
desarrollo embrionario. Asi por ejemplo, algunos de los mecanismos que utilizan las células
tumorales para adaptarse y ser exitosas en ambientes hipdxicos se relacionan con los programas
genéticos que usan normalmente las células durante el desarrollo. En particular, la metastasis
del cancer y la migracién de células de la cresta neural comparten varios rasgos celulares y
moleculares. Tanto células de la cresta neural como células malignas atraviesan una transicion
de epitelio a mesénquima que es controlada por genes de las familias Snail, Sox, Twist y Ets (Hill
et al., 2009; Theveneau & Mayor, 2011). Ademas, algunas moléculas que guian la migracion de
la cresta neural también se ven involucradas en el homing de células cancerigenas hacia tejidos
especificos (Kucia et al., 2005). Por otra parte, el rol del factor HIF1-a sobre la regulacién del
metabolismo tumoral, la proliferacidon y la metastasis ha sido extensamente documentado
(Semenza, G.L., 2002; Gupta & Massagué, 2006; Kim et al., 2007; Vander Heiden et al., 2009;
entre otros), en tanto que en embriones de pez cebra se han identificado tres isoformas de Hif-
a (Hif-1, -2 y -3) y se ha visto que todas ellas estdn presentes desde los comienzos del desarrollo
(Kajimura et al., 2006; Rojas et al., 2007; Zhang et al., 2012). Mas aun, se ha demostrado que
Hif1-a constituye un regulador clave de la transicion epitelio-mesénquima en Danio rerio y en
Xenopus laevis, asi como de los fendmenos quimiotdcticos que dirigen la migracién de la cresta

neural durante el desarrollo embrionario (Barriga et al., 2013).

La regién promotora de higdla contiene, ademas de un elemento candnico de respuesta a
hipoxia (HRE), dos secuencias CRE (cCAMP response element), los cuales constituyen sitios de
unién para CREB (CRE-binding protein) (Sosa, I., 2014; Greenald et al., 2015).

La necesidad de la correcta expresion de CREB para el desarrollo embrionario normal ha sido
comprobada tanto en modelos mamiferos (Long et al., 2001; Bleckmann et al., 2002; Xia et al.,
2015) como en vertebrados inferiores. En Xenopus laevis, se demostré que CREB es heredado
en el ovocito y su presencia en etapas tempranas resulta esencial para la gastrulacion, la
determinacidn de células mesodérmicas y de células del linaje cardiaco, y mas adelante también
para la correcta expresion de derivados neurales y somiticos (Lutz et al., 1999; Sundaram et al.,
2003). Por su parte, la interferencia de la expresidon de CREB durante la embriogénesis del pez
cebra, resulté en alteraciones de la proliferaciéon celular en el cerebro y del desarrollo de varias
estructuras neurales; en particular, se evidenciaron defectos en el limite cerebro medio/cerebro
posterior, en la extensidn del eje corporal y en la morfogénesis de los somites (Dworkin et al.,
2007).

Adicionalmente, se han descrito varios vinculos entre las vias de HIF1 y de CREB. Por ejemplo,

algunos blancos de HIF1 también son susceptibles a la regulacidon por CREB (Firth et al., 1995;



Kajimura et al., 2006) y, ademds, ambos factores comparten un mismo coactivador, la proteina
CBP/p300 (Arany et al., 1996; Kallio et al., 1998). También existen referencias que asocian la
accion de CREB y HIF1 a la neuroproteccidn frente al dafio hipdxico-isquémico (Zhu et al., 2004;
Mendoza-Paredes et al., 2008; Mu et al., 2011).

Asimismo, se ha reportado que CREB y algunas proteinas relacionadas son blanco de activacion
por AMPK (Thomson et al., 2008; McGee & Hargreaves, 2008). En particular, en el sistema
vascular, se ha descrito una interdependencia entre las vias de AMPK y de CREB, asociandolas a
la citoproteccion y a la angiogénesis; es interesante que otro de los blancos de AMPK, que posee
un conocido rol protector en las células endoteliales, es HIF1 (Hamdulay et al., 2014).

Tal como fue relatado en I.VI, experimentos realizados con fibroblastos cultivados en ausencia
de glucosa mostraron que HIGD1A protege a las células del dafio causado por niveles
exacerbados de ROS, y que este efecto es mediado por la activacion de AMPK (Ameri et al.,
2015).

En sintesis, si bien los resultados obtenidos hasta el momento en el pez cebra no han mostrado
una activacion transcripcional de higdla en respuesta a hipoxia, la presencia de elementos HRE
y CRE en el promotor del gen plantean la posibilidad de una regulaciéon vinculada a las vias arriba
nombradas. La exposicion de embriones a otros tipos de estrés metabdlico, distintos de la
hipoxia, podrian ser informativos en este aspecto. Alternativamente, estas vias podrian ser
importantes en la respuesta a estrés en etapas mds tardias de la vida del pez cebra, pero actuar
de forma diferente durante la embriogénesis; es decir, durante este periodo podrian ser vias
vinculadas a la sefializacién en procesos fisioldgicos del desarrollo y no necesariamente a la

respuesta frente a condiciones de estrés.

V.IlI- Obtencion de la linea mutante para higdla

En cumplimiento con el segundo objetivo especifico propuesto para este trabajo, se logré
implementar con éxito la metodologia CRISPR/Cas9 y se pudo establecer una linea de pez cebra
mutante para nuestro gen de interés. Para generar la linea estable se realizaron dos rondas de
cruzamientos por individuos salvajes (outcross), hasta alcanzar una F, compuesta por individuos
heterocigotas, todos ellos portando una mutacién idéntica. Si bien se han reportado bajos
efectos off-target para la metodologia CRISPR/Cas9 aplicada a Danio rerio, la realizacién de los
cruces mencionados posibilita la segregacidn de eventuales mutaciones inespecificas no ligadas,
y de este modo reduce el riesgo de observar efectos off-target (Varshney et al., 2015).
Ultimamente, con las mejoras que se han ido incorporando para maximizar la eficiencia de la
mutacién con CRISPR/Cas9, resulta viable en algunos casos evaluar el fenotipo en los propios
embriones inyectados (Fo), lo cual representa un ahorro significativo de los costos y tiempos
experimentales (Burger et al., 2016; Wu et al., 2018). Sin embargo, el analisis fenotipico en Fo
debe ser realizado con cierta cautela, en particular en aquellos casos en que se desconoce el

fenotipo esperado. Uno de los motivos para tener estos cuidados es que -tal como se menciond



mas arriba- existe una mayor probabilidad de encontrar efectos inespecificos en la generaciéon
inyectada que en la linea estable. Pero también, debido a que los individuos inyectados
constituyen un mosaico, donde algunas células llevan mutacién, mientras que otras permanecen
como wild type, y donde cada individuo alberga un espectro de mutaciones diferentes. Ademas,
en términos estadisticos, un tercio de las indels provocadas por el corte y reparacién de la
secuencia de ADN se encontrarian en linea con el marco de lectura normal del gen, lo cual las
hace mutaciones potencialmente silenciosas o hipomodrficas, dependiendo del sitio de la
secuencia donde ocurran. Esto, sumado a las complicaciones que acarrea el mosaicismo
genético -por ejemplo, por posible competencia o compensacidn entre células y tejidos- puede
conducir a interpretaciones equivocadas del fenotipo en la generacién inyectada, en particular
corriendo el riesgo de asignar como falsos negativos la ausencia de fenotipo (Shah et al., 2015;
Teboul et al., 2017).

En nuestro caso, uno de los dos ARNs guia utilizados (sgRNA2) presentd muy baja eficiencia en
las condiciones ensayadas, y casi la totalidad de las mutaciones registradas se ubicaron en el
sitio de reconocimiento del sgRNAL. Al realizar la traduccién in silico de las secuencias
resultantes, se obtiene un producto wild type hasta aproximadamente un tercio de la proteina
normal, cerca del fin del primer dominio transmembrana. Si bien las células poseen mecanismos
para reconocer moléculas de ARNm que llevan mutaciones y existen distintas vias de
degradacion a las que esos ARNm pueden ser dirigidos (Akimitsu N., 2007; Harigaya & Parker,
2010; Lykke-Andersen & Jensen, 2015), no se puede descartar la posibilidad de que la primera
porcién de Higdla se traduzca normalmente y exista alguna funcién residual en las lineas
mutantes. En relacién a este aspecto, a pesar de que varias de las funciones de la proteina
parecerian estar asociadas a la porcién N-terminal (An et al., 2011, 2014; Hayashi et al., 2012;
Guerra-Castellano et al., 2018), aln no hay una clara definiciéon de sus dominios funcionales vy,
en consecuencia, de qué regiones seria mds importante anular. Tampoco se ha descrito ningun
fragmento de la secuencia que actie como péptido sefial y se desconoce cdmo es que la

proteina arriba a la membrana mitocondrial interna.

Utilizando el anticuerpo anti-Higdla se pudo obtener confirmaciéon de la disminucién de la
proteina, o al menos del polipéptido completo, en pools de muestras de 5 dpf provenientes de
cruces entre heterocigotas. Sin embargo, en muestras de 48 hpf no se evidencié una disminucidn
de la proteina para ninguna de las dos mutaciones generadas, mutacién 1 y mutacién 2 (Fig.
20.A, B). Por un lado, esto podria explicarse por el hecho de que las muestras proteicas no
provienen exclusivamente de individuos mutantes, sino de una progenie compuesta -en
promedio- por 50% de heterocigotas y 25% de cada genotipo homocigota; por tanto, podria
esperarse que la dosis de la proteina se redujera a aproximadamente la mitad de la dosis
presente en las muestras enteramente wild type. Curiosamente, al realizar el mismo ensayo con
individuos knockdown, sélo se detecté una baja sutil en los niveles de la proteina inyectando

altas dosis de morfolino, y cuando se analizé el producto de higdla a nivel del ARNm, se observd



una disminucién del mismo recién a las 48 hpf, con lo cual el descenso en los niveles proteicos
podria evidenciarse ain mas tardiamente.

Una posibilidad para dar cuenta de estos resultados, seria que el ARNm y la proteina de higdla
fueran particularmente estables y los productos maternos, heredados en el ovocito, aun
permanezcan en ciertos niveles en estas etapas avanzadas. Sin embargo, este escenario parece
poco probable. Aunque existen evidencias de que habria distintas cohortes de mensajeros
maternos que decaerian con cinéticas diferentes luego de la fertilizacién, ha sido descrito que
incluso los transcriptos mas estables se encontrarian degradados para las 8 hpf (Tadros &
Lipshitz, 2009; Despic & Neugebauer, 2018). En este sentido, el perfil temporal de expresién de
higdla determinado a partir de Real Time PCR seria consistente (Fig. 4.B): la caida luego de las
4 hpf podria corresponderse con la degradacién del ARNm materno y el aumento posterior entre
las 24 - 48 hpf seria atribuible a la transcripcidon del genoma cigdtico, cuya activacién comienza
en el estadio de 64 células y culmina previo a la gastrulacion (4,3 hpf) (Lee et al., 2014; Jukam et
al., 2017).

Asimismo, la menor abundancia de proteina Higdla en la etapa de 16 hpf en comparacién con
las edades mds avanzadas (Fig. 12), indicarian que, de existir cierta cantidad de proteina
materna, seria degradada varias horas antes de las 48 hpf.

En conclusidn, resulta improbable que los niveles de proteina Higd1a observados en la progenie
de las lineas mutantes en la etapa de 48 hpf correspondan a elementos maternos heredados
por el cigoto, y pareceria mas plausible que representen la cantidad de proteina aportada por
los animales salvajes y heterocigotas incluidos dentro de los pools que conforman las muestras.
Eventualmente, la repeticion de estos experimentos utilizando progenies provenientes de
cruces entre homocigotas mutantes, donde no haya contribucién materna de ARNm o proteina

Higd1a, seria esclarecedora.

V.IV- Andlisis preliminar del fenotipo en lineas mutantes para higdla

Como ya fue comentado, no se detectaron alteraciones en el aspecto externo de los individuos
portadores de cualquiera de las dos mutaciones para higd1a. En concordancia, trabajos previos
de mutagénesis a gran escala realizados en pez cebra, describen que la mayoria de los genes

anulados no ocasionan un fenotipo evidente (Kettleborough et al., 2013; Varshney et al., 2015).

El Unico rasgo observable fue cierta alteracion en el nado y la motilidad de algunas larvas.
Efectivamente, al realizar pruebas experimentales, se comprobd que los animales con la
mutacion 1, tanto homocigotas como heterocigotas, mostraron una tasa de motilidad
significativamente mas alta que sus pares salvajes. Aunque sin alcanzar la significancia
estadistica, presumiblemente debido a la dispersidon de los datos, el resto de los pardmetros

medidos presentd la misma tendencia entre grupos (Fig. 21.A).



En el caso de la progenie conteniendo la mutacion 2, si bien las medias de todos los parametros
presentaron la misma tendencia que en el caso anterior, la alta variabilidad inter-individual no
permite afirmar que haya diferencias sustanciales entre los grupos (Fig. 21.B).

A pesar de que los experimentos se realizaron con hermanos provenientes de una misma puesta,
para tratar de hacer mds comparables las medidas entre grupos, la dispersion de los datos fue
alta, incluso entre animales wild type. Una posibilidad para sortear este problema seria
modificar el disefio experimental, evaluando actividad motora en respuesta a un estimulo. En
este sentido, Robinson y colaboradores han publicado recientemente un protocolo de
evaluacion de la funcidn motora en respuesta a estimulos luminicos. Los autores describen,
ademas, que es posible aplicarlo en etapas mds tempranas del desarrollo, a las 48 hpf (Robinson
et al.,, 2018). Seria interesante en un futuro, evaluar los efectos de la mutacion de higdlia
implementando esta metodologia y en esta edad, donde la expresion del gen parece ser

relevante.

Con el fin de contrastar resultados previos obtenidos con una aproximacién de knockdown, se
analizé la morfologia de los cartilagos cefalicos en larvas que albergaban alguna de las dos
mutaciones para higdla. Nuevamente, los experimentos fueron realizados con hermanos de la
misma puesta, intentando alcanzar la mayor homogeneidad intra-grupo. No obstante, la
dispersion resultd elevada, y otra vez, la progenie con la mutaciéon 2 mostré una mayor
variabilidad. Aun asi, para la medida del ancho craneal, los individuos portadores de la mutacién
2 presentaron diferencias significativas con respecto al control wild type; y, en la medicién del
angulo ceratohial, los individuos homocigotas mutantes exhibieron una amplitud mayor y
cercana a la significancia estadistica (p = 0,06). Estas diferencias deben ser consideradas con
cautela debido al bajo numero de muestras, en particular dentro del grupo de homocigotas
mutantes.

En lo que refiere a la mutacion 1, los resultados son mas confiables en razén de que los valores
fueron mas reproducibles. En este caso no se registraron diferencias para las medidas de
ninguno de los cartilagos craneo-faciales. Solamente la amplitud del cartilago ceratohial
presentd una media algo mas elevada en los individuos homocigotas mutantes respecto a los

otros dos grupos, y similar a lo observado con la mutacién 2.

En suma estos resultados contrastan con los ensayos previos de knockdown, en los que se habia
registrado una alteracién notoria de los cartilagos cefalicos (Fig. 5.C, D). Ha sido reportado que
los efectos inespecificos de los morfolinos a menudo se manifiestan como anomalias en la
morfologia de los cartilagos craneo-faciales (Robu et al., 2007; Boer et al., 2016). Sin embargo,
en este caso, dado que la expresion de higd1a pareceria estar relacionada con la cresta neural y
sus derivados, cabe la posibilidad de que el fenotipo observado en los animales morfantes sea
de caracter especifico. Las discrepancias entre ambas aproximaciones, knockdown y knockout,
podrian también explicarse por la activacion de mecanismos de compensacion genética en los

animales mutantes, aspecto que se discutira mas adelante.



Como se comentd antes, en vista de que los animales analizados en estos experimentos son
producto de cruzamientos entre parentales heterocigotas, inclusive los individuos homocigotas
mutantes poseen durante el inicio del desarrollo, ARNm y proteina Higdla heredados por via
materna. A su vez, los altos niveles de higd1a indicarian que su expresion seria importante en
estas etapas tempranas. Por lo tanto, no se puede descartar que el fenotipo que mostraron los
individuos mutantes se encuentre en cierta medida enmascarado por la contribuciéon materna
de higdla. Asi por ejemplo, estudiando el papel de la Metalotioneina 2 (mt2) sobre la
angiogénesis durante el desarrollo, Schauermann y colaboradores encontraron que mutantes
homocigotas, hijos de cruzas entre heterocigotas mostraban un fenotipo muy leve. Por el
contrario, al criar esos homocigotas mutantes hasta la adultez y cruzarlos entre ellos, observaron
en las progenies un fenotipo mucho mas pronunciado, que se asimilaba al fenotipo exhibido por
los embriones inyectados con morfolino (Schauermann et al., 2015).

De ser viable mantener las lineas mutantes para higdla en homocigosis, seria interesante
entonces, poder analizar los efectos de la ausencia de proteina Higdla en embriones que sean
tanto mutantes cigdticos como maternos. Ademas de elucidar posibles contribuciones del
ARNm y proteina maternos durante las etapas tempranas, esos experimentos facilitarian evaluar
un mayor numero de individuos y evitar asi posibles sesgos ocasionados por un bajo nimero de
muestras. En este sentido, la necesidad de realizar el genotipado de los embriones en los
experimentos llevados a cabo durante este trabajo constituyd una limitacién para el analisis de
un amplio nimero de muestras, debido a que se trata de un procedimiento engorroso y que
insume un tiempo considerable; en este punto cabe afiadir que en varias ocasiones, las
proporciones genotipicas en las progenies de padres heterocigotas no se ajustaban a los valores
mendelianos (probablemente a causa de un tamafio muestral insuficiente), y se hacia necesario
genotipar un gran numero de individuos para llegar a tener representados los tres grupos

experimentales.

En lo que respecta a la tolerancia a falta de oxigeno, el knockout de higdla arrojé resultados
llamativos. A priori, se podria hipotetizar que la ausencia de la proteina estaria asociada a una
reduccion en la tolerancia de los embriones frente a este tipo de estrés. Sin embargo, tras
exposicidén prolongada a anoxia, las progenies mutantes mostraron una mayor sobrevida que
los embriones salvajes (Fig. 24.D). Notoriamente, no se registraron muertes en los embriones
de la linea con la mutacién 2, mientras que la linea con la mutacion 1, aunque algo mayor,
mostré un porcentaje de supervivencia mas cercano al grupo wild type. Las discrepancias
observadas entre ambas mutaciones pueden explicarse, por un lado, por diferencias entre las
proporciones genotipicas dentro de cada grupo experimental. Para la realizacién de estos
ensayos se tomaron, al azar, 40 embriones en el mismo estadio del desarrollo (24 hpf) que
provenian de cruzamientos entre heterocigotas para cada una de las mutaciones (incross) y de
cruzamientos de animales salvajes. En este caso, no se contd con el genotipo de los embriones
de las lineas mutantes, por tanto, es posible que hubiesen desvios de las proporciones esperadas

|II

y que, por ejemplo, el grupo experimental “mutacion 2” se hallase constituido por un mayor



numero de mutantes. Una vez mas, para terminar de responder a estas interrogantes, seria
necesario realizar nuevos experimentos con las progenies de animales homocigotas mutantes

para cada una de las dos mutaciones.

Por otra parte, las consecuencias de la hipoxia sobre el metabolismo celular, y la respuesta
transcripcional frente a este tipo de estrés varian segun la gravedad y la duracidn del insulto
hipéxico. Asi por ejemplo, se ha visto que la hipoxia puede resultar en la estabilizacién del
supresor tumoral p53 en determinadas condiciones y no en otras. Si bien no esta del todo claro
como ocurre esta regulacion diferencial, pareceria que la exposicion a hipoxia severa provoca
un aumento de p53, posiblemente a través de mecanismos de respuesta al daifo en el ADN, y
esto a su vez deviene en la activacién de una serie de cambios en la sefializacién celular y en el
metabolismo (Fig. 27; Eales et al., 2016).
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Figura 27. La tension decreciente de oxigeno promueve una graduacion de cambios en el metabolismo celular.
De acuerdo a las caracteristicas del estrés hipoxico, se ponen en marcha distintos mecanismos que pueden
resultar en la activacidn de diferentes efectores y moléculas sefializadoras. Adaptado de Eales et al., 2016.

Vinculado a esto, se ha establecido que el pre-condicionamiento hipdxico puede ser beneficioso
para sobreponerse al dafo causado por la falta de oxigeno. Este fendmeno de pre-
condicionamiento consiste en la proteccidn otorgada por exposicién a hipoxia leve o durante
periodos de tiempo breves, frente a un insulto hipdxico posterior y de caracter mas severo. La
existencia de estos efectos ha sido demostrada en varias especies -incluyendo Danio rerio-y en
varios tipos de tejido diferentes (Murry et al., 1986; Gidday et al., 2006; Chang & Bergmann,
2008; Zhou et al., 2008; Azad et al., 2012; Manchenkov et al., 2015). Si bien los mecanismos de



este fendmeno adn no se hallan completamente elucidados, se ha propuesto que las especies
reactivas del oxigeno juegan un papel clave. Por un lado, se ha evidenciado que las mismas
pueden disminuir el umbral necesario para que ocurra la activacion de HIF1, y esto, por
intermedio de la induccidon de Eritropoietina y de las vias NF-kf y Jak2-Stat5 ejerceria un efecto
neuroprotector (Liu et al., 2005). Kopp y colaboradores han propuesto que la aclimatacién de
larvas de pez cebra a un ambiente hipdxico incrementa la eficiencia metabdlica de los
organismos vy, a nivel molecular, se refleja en un importante aumento de los niveles de AMPK
(Kopp et al., 2014). Este hecho seria consistente con los antecedentes ya mencionados, que
refieren a la gran capacidad que muestra el pez cebra durante su desarrollo para adaptarse a
concentraciones variables de oxigeno ambiental (Braunbeck & Lammer, 2006).

Como se retomara mas adelante, una posible explicacién para los resultados observados en
nuestros experimentos, seria que la ausencia de Higdla resulte en cambios de la expresién de
otras proteinas, cuyos efectos puedan de alguna manera, imitar los del pre-condicionamiento

hipdxico.

Por ultimo, como un primer acercamiento a evaluar posibles cambios en los niveles de estrés
oxidativo ocasionados por la ausencia de Higdla, se midié por western blot la expresién de la
histona H2AX fosforilada (y-H2AX). La cuantificacién indicé que en las muestras procedentes de
las dos lineas mutantes, y-H2AX presentaba mayores niveles, aunque el aumento sélo fue

estadisticamente significativo en la linea portadora de la mutacion 1.

Como fue mencionado, la funcion de la version fosforilada de H2AX ha sido tradicionalmente
asociada a la reparacidon de cortes en el ADN como consecuencia de dafo oxidativo. Sin
embargo, también se ha visto que y-H2AX puede desempefiar otras funciones, mas alla de ese
rol candnico. Entre ellas, se ha reportado la participacidon en el mantenimiento y la proliferacion
de células madre embrionarias, y también en la neurogénesis, tanto en etapas embrionarias
como en el tejido adulto (Turinetto & Giachino, 2015). Recientemente, Weyemiy colaboradores
han mostrado que H2AX es capaz de regular el comportamiento motor en ratones vy,
adicionalmente, que ayuda a mantener el balance redox a través de la regulacion transcripcional
de blancos especificos, entre los que se destaca Nrf2 (Weyemi et al., 2018).

Estd bien establecido que enzimas de la familia de Fosfatidilinositol 3 kinasas (PI3K) son las
responsables de la fosforilacién de H2AX, principalmente ATM, ATR y protein kinasas
dependientes de ADN (DNA-PK) (Wang et al., 2005; Chanoux et al., 2009; Park et al., 2003). A su
vez, se ha descrito que la via relacionada de PI3K/Akt también es capaz de modular los niveles
de y-H2AX (Kao et al., 2007; An et al., 2010). Y, vinculado a esto, resulta interesante que se han
documentado varios puntos de contacto entre la via de sefializacién PI3K/Akt y el metabolismo
redox celular. Estas evidencias fueron integradas por Koundouros & Poulogiannis en una revision
reciente. En ella los autores describen un doble rol de la via PI3K/Akt: por un lado, la capacidad
de inducir directamente la generacidon de ROS, a través de la modulacién de la bioenergética
mitocondrial y de la activacion de NADPH oxidasas; y, por otra parte, un papel en la activacion

de mecanismos antioxidantes. En conjunto, se propone que la via de PI3K/Akt estaria



involucrada en la regulacién fina de la homeostasis redox, ubicandose dentro de una intrincada
red de sefializacion (Fig. 28; Koundouros & Poulogiannis, 2018).

En un futuro, podria ser interesante analizar en las lineas mutantes para higdla, si existen
cambios en la expresidn de algunas proteinas involucradas en estas vias, como AMPK, NF-kf3 o
Nrf2; y de ese modo, aproximarnos a elucidar la posible ubicacidn de la funcidn de Higd1a dentro

de esta red.

ROS and RNS activate PI13K/Akt signaling PI13K/Akt signaling regulates ROS/RNS production

NF-KB, HIF1-a

I

0,,H,0,

Damaged mitochondria ﬁ

Increased ADP/ATP ratio ,

activity

Figura 28. Representacion esquematica de la interrelacidn entre la sefializacidén por PI3K/Akt y el estrés oxidativo.
La activacién de la via PI3K/Akt ocurre luego de la estimulacidn de receptores tirosin-quinasa o de receptores
acoplados a proteinas G. AKT puede regular positivamente la produccidn de especies reactivas del oxigeno y del
nitrégeno (ROS/RNS) a través de la modulacidn directa de la bioenergética mitocondrial y de la activacidn de
NADPH oxidasas. Los niveles celulares de ROS también pueden potenciar la cascada de PI3K, por activacion directa
de AKT, por estimulacion de receptores a través de SNO (S-nitrosilacién), o por inhibicion de distintas proteinas
supresoras de tumores (PTEN y PTPs). Ademas, niveles elevados de ROS promueven la translocacién nuclear de
NF-kB y HIF1-a, que regulan transcripcionalmente varios genes involucrados en la proteccién contra el estrés
oxidativo. Extraido de Koundouros & Poulogiannis, 2018.

V.V- Discrepancias fenotipicas y compensacion genética

Una posible explicacion para los resultados descritos es la potencial activacion de mecanismos
de compensacién genética como consecuencia de la mutacion de higdla. Algunos de los
primeros reportes de la puesta en marcha de este tipo de mecanismos como respuesta a
mutaciones deletéreas fueron publicados en 2015 (Rossi et al., 2015; Schauermann et al., 2015),

y desde entonces vienen siendo una preocupacidén creciente en trabajos que abordan la



generacion de lineas mutantes. Rossi y colaboradores demostraron para dos genes vinculados
con el desarrollo vascular, egfl7 y vegfaa, que la introduccion de mutaciones deletéreas
originaba la induccidn transcripcional de genes relacionados: en el caso de egfl7, genes de la
familia de las emilinas, las cuales poseen poseen un dominio funcional comun con egfl7; y en el
caso de vegfaa, el pardlogo vegfab. Realizando experimentos con dos aproximaciones de
knockdown distintas, morfolino y CRISPR interferente, se comprobd que estos genes sélo eran
inducidos en los organismos mutantes. Ademads, mientras los mutantes mostraban un fenotipo
leve, los individuos morfantes para egfl7 presentaban defectos vasculares severos, y éstos
pudieron ser rescatados al sobre-expresar dos de las emilinas, indicando que posiblemente estos
genes eran responsables de contrarrestar los efectos de la mutacién (Rossi et al., 2015). En la
misma linea, otras dos investigaciones, una de ellas estudiando mutantes del gen de actina
actclb, y la otra, mutantes de un miembro de la familia de factores de transcripcién Snail,
registraron un fendmeno similar. Ambos trabajos describen discrepancias entre los fenotipos
mutantes y morfantes, siendo el primero indetectable, o mucho mdas leve que el segundo; y

ademas, los dos trabajos reportan una expresion incrementada de genes de la misma familia

que el gen anulado en las lineas mutantes, hecho que no sucede en los individuos inyectados
con morfolino. Se propone entonces, que el aumento en la expresidon de esos genes estaria
mediando los efectos compensatorios (Sztal et al., 2018; Bickers et al., 2018). En una revision
reciente, El-Brolosy & Stainier compilan una serie de casos que involucran la induccién de
compensacién genética en varias especies de eucariotas superiores, y proponen posibles
mecanismos subyacentes a dicho fendmeno. Entre ellos, destacan las vias de “vigilancia” de ARN
mensajeros, que son activadas por los distintos efectos que pueden tener las mutaciones sobre
las moléculas de ARNm; éstos son: la aparicion de un codén STOP prematuro (via de nonsense-
mediated decay), la formacién de estructuras secundarias que obstaculizan la translocacion
ribosomal (via de no-go decay) o la carencia de coddn STOP (via de no-stop decay). Se hipotetiza
que los fragmentos de ARNm resultantes de la activacion de estas vias actuarian regulando la
expresion de genes potencialmente compensatorios, por ejemplo, hibridando con transcriptos
antisentido de genes emparentados en secuencia. Otro modo seria a través de proteinas de
unidén a ARN, que pueden modular multiples blancos funcionalmente relacionados; en este caso,
la eliminacién de sitios de unidn para dichas proteinas en los ARNm mutados permitiria que se
hallen mas disponibles para unirse y estabilizar la expresién de genes compensatorios (El-
Brolosy & Stainier, 2017). Schauermann y colaboradores aportaron interesantes evidencias en
este aspecto, al encontrar que dos mutaciones diferentes, localizadas en el mismo exdn de la
Metalotioneina 2, resultaban en un distinto grado de severidad fenotipica. Los investigadores
pudieron comprobar que estas diferencias obedecian a una activacidon desigual de la via

nonsense-mediated decay (Schauermann et al., 2015).

Los antecedentes relatados abren nuevas perspectivas para la interpretacién de los resultados

observados en nuestros experimentos con las lineas mutantes para higdla. En particular,



teniendo en cuenta la presencia de una proteina estrechamente relacionada, como lo es Higd2a,

y cuya existencia no habia sido confirmada hasta luego de comenzar este trabajo.

En lo referente a la morfologia de los cartilagos craneo-faciales, hubo incongruencias entre los
efectos que mostraron los individuos inyectados con morfolino para higdla (Fig. 5.C, D; Sosa, .,
2014) y lo registrado en las lineas mutantes, siendo practicamente nulos en estas Ultimas. Se
presentan como posibles dos alternativas: por un lado, que el fenotipo observado en los ensayos
de knockdown sea consecuencia de efectos inespecificos del morfolino; y por otro, que vias de
compensacién genética activadas en los individuos mutantes rescaten el fenotipo y enmascaren
la funcién de Higdla. Una estrategia que se ha utilizado para discriminar entre estos posibles
escenarios es la inyecciéon de morfolino en lineas mutantes. Embriones mutantes que tuviesen
un aumento en la expresién de genes potencialmente compensatorios, podrian mostrar una
sensibilidad disminuida frente al knockdown con morfolino y, por consiguiente, exhibir un

fenotipo mas atenuado (Rossi et al., 2015; Sztal et al., 2018).

Asimismo, en el contexto de los hallazgos arriba citados, se podria hipotetizar que los mayores
niveles basales de y-H2AX y el aumento de la supervivencia frente al estrés andxico que
mostraron los individuos de las lineas mutantes para higdla, podrian ser originados por una
induccion de vias compensatorias ante la pérdida de funcion de la proteina. En particular, por
una induccion de vias de sefializacion como la de PI13K/Akt, que resulten en un aumento crénico
de los niveles de ROS, lo cual podria, en cierto modo, simular los efectos protectores de un pre-
condicionamiento hipdxico.

En este sentido, seria interesante evaluar si los individuos mutantes para higdla poseen una
expresion diferencial en alguno de los genes asociados a los mecanismos de pre-

condicionamiento hipdxico.

Adicionalmente, los resultados de varios de los experimentos muestran, en la comparacién con
los controles salvajes, que ambas lineas mutantes siguen tendencias similares; esto es, una
actividad motora exacerbada, una mayor sobrevida tras exposicidon a anoxia y mayores niveles
basales de histona H2AX fosforilada. Sin embargo, en la mayoria de los casos, la magnitud de las
diferencias no fue la misma, hecho que podria explicarse sencillamente por la variabilidad entre
individuos y por sesgos a causa de tamafios muestrales insuficientes. Aln asi, en vista de lo
reportado por Shauermann y colaboradores, cabria la posibilidad de que estas diferencias
observadas puedan deberse a una activacién diferencial de mecanismos compensatorios. Mas
aun, considerando el hecho que la mutacién 2 introduce un codén STOP prematuro, mientras
que la mutacidon 1 no lo hace; por lo cual, de activarse los mencionados mecanismos de
“vigilancia” del ARNm, es posible que las dos mutaciones resulten en la inducciéon de vias

diferentes.



VI. CONCLUSIONES & PERSPECTIVAS

En un balance general y respondiendo a los objetivos planteados al inicio, en el presente de
trabajo se logrdé generar una linea de pez cebra knockout para el gen higdla, implementando
exitosamente el sistema de edicién gendmica CRISPR/Cas9. Creemos que esto constituye una
valiosa herramienta para continuar profundizando en el estudio particular de la funcién del gen,
y destacamos como un capital adquirido el conocimiento y manejo de este abordaje

experimental.

Globalmente, las evidencias recogidas en cuanto a los niveles cambiantes de expresion de la
proteina durante el desarrollo, parecen apuntar a un rol potencialmente importante de la
proteina Higdla en esta etapa de la vida del organismo. No obstante, su distribucidn espacial en
los diferentes tejidos y también a escala subcelular deben aun ser definidos con precision.

Una primera aproximacion al analisis del fenotipo mutante ha dado indicios de la participacion
de Higdla sobre el control del sistema locomotor y sobre el metabolismo de las especies
reactivas del oxigeno, que se traducirian en modificaciones en la tolerancia de los embriones
frente al estrés andxico. Asimismo, los resultados observados sugieren una posible activacién
de mecanismos potencialmente compensatorios en respuesta a la mutacién de higdla, y abren
interesantes perspectivas en cuanto a la exploracién de este tipo de estrategias celulares, cuyo

conocimiento es aun incipiente.

Como perspectivas a corto plazo, nos proponemos evaluar la viabilidad de la mutacion higdla
en homocigosis, en animales adultos. De confirmarse su viabilidad y la capacidad reproductiva
de los animales, se repetiran los experimentos realizados con las progenies de esos individuos,
con el fin de evaluar la mutacidn de higdla tanto a nivel materno como cigético, asi como de
lograr ampliar el nUmero de casos (N) para los distintos analisis.

Ademas, pretendemos analizar en muestras proteicas extraidas de los individuos sujetos a la
exposicién andxica, posibles marcadores moleculares diferencialmente expresados, que ayuden
a comprender los mecanismos subyacentes a los resultados observados. En particular, seria
interesante analizar factores vinculados a la apoptosis, como Caspasa 3 activada, asi como

también factores involucrados en conocidas vias protectoras, como AMPK y Nrf2.

A mediano y largo plazo, tenemos como meta analizar la expresién de higd2a, tanto en
embriones wild type, como en individuos de las lineas mutantes generadas en este trabajo.
Consideramos también importante ensayar el knockdown de ese gen, como un primer abordaje
a examinar posibles mecanismos compensatorios de la funcién de higdla. Asimismo, en una
aproximacién mas global, resultaria sumamente interesante realizar andlisis transcriptomico y

protedmico de los individuos mutantes para detectar la posible activacion de vias que puedan



estar involucradas en el metabolismo redox y en la tolerancia a la deplecidn de oxigeno. También
seria de interés examinar con mas detalle los niveles y distribucion de ROS en embriones de las
lineas mutantes, utilizando diferentes sondas fluorescentes, de uso comun en este tipo de

experimentos.
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VIII. ANEXOS

Anexo I: Relaciones evolutivas de proteinas Hig de Danio rerio
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Anexo I. Filogenia de integrantes de la familia de proteinas HIG de vertebrados. Secuencias proteicas obtenidas
de la base de datos GenBank fueron alineadas con ClustalW y se realizé la busqueda del modelo de sustitucién
aminoacidica que mejor se ajustaba al conjunto de datos, resultando en el modelo LG+G+I (Le & Gascuel, 2008)%;
seguidamente, se construyé un arbol de maxima verosimilitud. Todos los andlisis fueron implementados en el

software MEGA7.

A modo de grupo externo se incluyeron secuencias homadlogas de dos especies de levaduras. Las secuencias de
Higdla y Higd2a del pez cebra agruparon con proteinas HIG1 y HIG2 de otras especies, respectivamente. De este
modo, fueron verificadas las relaciones de ortologia entre los integrantes de cada clase (HIG tipo 1 y HIG tipo 2).

1. Le, S. Q., & Gascuel, 0. (2008). An improved general amino acid replacement matrix. Molecular biology and

evolution, 25(7), 1307-1320.



Anexo Il: Busqueda de co-localizacion de la sefial del anticuerpo anti-Higdla

con marcadores neurales

anti-Higd1a anti-Higd1a

anti-Higd1a anti-Rigdla anti-Higd1a

Anexo Il. Ensayos de inmunofluorescencia en embriones de 48 hpf provenientes de lineas transgénicas con
diferentes marcadores neurales. En verde: sefal del anticuerpo anti-Higdla; rojo: sefial del marcador,
especificado en cada caso (Sox10 — cresta neural, Islet-1 y HuC —marcadores de distintos tipos neuronales). Todas
las imagenes corresponden a vistas laterales, con la misma orientacién: dorsal, hacia arriba; cefalico, hacia la
derecha (ejes: D = dorsal, Ce = cefalico). Se sefialan algunas regiones de interés: O = ojo, OE = epitelio olfatorio,
OV = vesicula 6tica, gP = ganglio posterior de la linea lateral, som = somites. Barras de escala = 50 um.



