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Resumen

La sefializacion intercelular mediada por los factores de crecimiento y/o
factores neurotroficos, es crucial para la organizacién del desarrollo embrionario y
larval, del sistema nervioso y de la regeneracion. En esta tesis doctoral, se abordaron
algunos aspectos de la biologia del desarrollo del equinodermo Arbacia dufresnii, asi
como también, la influencia que ejerce la familia de factores neurotréficos GFLs (Glial
cell line-derived neurotrophic factors) en estos procesos. Tanto el desarrollo
embrionario y larval como el desarrollo del sistema nervioso, concordaron y
profundizaron las descripciones previas de esta especie. Se destaca una fuerte
herencia maternal en el desarrollo de las progenies de embriones y larvas, se encontr6
presencia de neuronas peptidérgicas que expresan el neuropéptido GFSKLYFamide, y
de células con caracteristicas de Glia Radial, que expresan GFAP (Glial Fibrillary Acidic
Protein). La presencia de estos tipos celulares so6lo habia sido hallada en
equinodermos adultos y evidencia la gran complejidad que tiene el sistema nervioso
larval de estos organismos. Se hallaron las secuencias génicas de nueve proteinas de la
especie, que podran ser anotadas en bases de datos génicas contribuyendo a estudios
posteriores. El andlisis de la expresion de estos genes permiti6 profundizar en el
conocimiento del desarrollo larval, destacdndose genes con un perfil de expresiéon
enddégeno y otros que sugieren nuevamente que existe una fuerte herencia maternal.
El estudio de la regeneracion de una porcion de tejido en larvas, revelé una rapida
recuperacion tisular y funcional de la zona afectada, contribuyendo al conocimiento
de un fenémeno muy comun en equinodermos, pero poco estudiado en larvas por la
complejidad que ello implica. La exposicidn a los ligandos farmacolégicos GFLs (GDNF
y NRTN), generé importantes respuestas en las larvas de A. dufresnii, que fueron
registradas tanto en condiciones de cultivo normales como en condiciones de
regeneracion. Por lo tanto, este trabajo aporta la primer evidencia de los efectos de la
activacion farmacologica de la familia de factores neurotréficos GFLs de mamiferos
sobre invertebrados, y mas importante atn, es que se hallaron algunos de los efectos
descriptos en mamiferos. Adicionalmente, si bien la secuencia nucleotidica de GFRa
posee gran divergencia a lo largo de la filogenia, la estructura tridimensional de los
sitios de unién a los ligandos GDNF y NRTN y el sitio de reconocimiento del anticuerpo
anti-GFRa utilizado, se encuentran conservadas y son capaces de interactuar con los
ligandos de mamiferos, en contraposiscion a lo hallado en organismos mas distantes
como D. melanogaster. Estos resultados refuerzan la utilidad de los equinodermos
como modelo animal para estudios de genética molecular, enfocados en la
comprension de los mecanismos moleculares del desarrollo de los Deuterostomados.



Abstract

Intercellular signaling mediated by growth factors and/or neurotrophic factors
is crucial for the organization of embryonic and larval development, nervous system
and regeneration. Some aspects of the developmental biology of the echinoderm
Arbacia dufresnii were studied in this work as well as the influence exerted by the
family of neurotrophic factors GFLs in these processes. Both the embryonic and larval
development and the development of the nervous system were similar to those found
in other species. A strong maternal inheritance was found in the development of
embryonic and larval progenies. Presence of peptidergic neurons that express
GFSKLYFamide, and cells with Radial Glial characteristics, that express GFAP were
found in the larval nervous system. Nine gene sequences of proteins were found in A.
dufresnii, which will be submitted to public sequence databases. The expression
analyses of these genes allowed to increase the knowledge of larval development.
Some genes presented an endogenous expression while others seem to have a strong
maternal inheritance. There was a rapid tissue regeneration and functional recovery
after injury. The results contributed to the understanding of a very common
phenomenon in echinoderms, but little studied in larvae due to its inherent
complexity|. Although it was not possible to find the gene sequence of the GFL
receptor, the protein was immunodetected. Likewise, exposure to the mammalian
GFLs pharmacological ligands (GDNF and NRTN), generated important responses in
the larvae of A. dufresnii, which were found under both normal culture conditions and
regeneration conditions. Therefore, this thesis presents the effects of the activation of
the mammalian GFL neurotrophic factors on invertebrates, and more importantly,
there found effects described in mammals. In addition, eventhough the GFRa
nucleotide sequence has a large divergence throughout the phylogeny, the three-
dimensional structure of the GDNF and NRTN ligand binding sites and the anti-GFRa
antibody recognition site are preserved and are able to interact with the mammalian
ligands. This is contrary to what was found in most distant organisms such as D.
melanogaster. These results highlithd the use of echinoderms as model for molecular
genetics studies, focused on understanding the molecular mechanisms of the
development of Deuterostomados.
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Introduccion general
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El desarrollo de un organismo pluricelular es un fenédmeno complejo. Durante
la reproduccién sexual, la unién de las gametas femenina y masculina da origen al
cigoto, que iniciara el proceso de desarrollo embrionario formando a un individuo
completo (Gilbert 2000). Sin embargo, en la mayoria de los animales el desarrollo
nunca se detiene completamente. A lo largo de la vida, miles de células son
reemplazadas diariamente, muchos organismos experimentan la metamorfosis
reorganizando casi completamente sus estructuras, y en muchos otros casos los
individuos pueden recuperar partes completas de su cuerpo en un fenémeno conocido

como regeneracion.

En este amplio contexto de la biologia del desarrollo surgen grandes
interrogantes acerca de cémo se organizan las células de un organismo para llevar a

cabo de manera sincronizada estos fendmenos de gran complejidad y precision.

La sefializacién intercelular mediada por los factores de crecimiento parece ser
parte de la respuesta a estos interrogantes. En las ultimas décadas, se han encontrado
evidencias importantes de que estas moléculas son cruciales para la formacién de
patrones estructurales durante el desarrollo embrionario, la organizacion del sistema

nervioso y la regeneracion (Weiskirchen 2009).
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Los factores de crecimiento

Los factores de crecimiento son un grupo heterogéneo de proteinas que
regulan varios aspectos de la funcion celular, incluyendo la supervivencia, la

proliferacion, la migracion y la diferenciaciéon (Byrne y Roberts 2009).

Estas moléculas son el principal medio de comunicacién intercelular en los
organismos metazoos durante el desarrollo embrionario y la regeneracién. Debido a
su gran importancia, las mutaciones en alguno de estos factores o en sus receptores
pueden ocasionar profundos efectos en el desarrollo de los 6rganos o de su funcién

fisiolégica (Byrne y Roberts 2009; Mina 2014)

Existe una gran diversidad estructural y funcional entre los factores de
crecimiento, sin embargo, pueden observarse algunos mecanismos de accion
comparables. Estas moléculas actiian en forma paracrina y/o autocrina, es decir, en
forma local a las células en donde son producidos. Algunos de los mecanismos
descriptos que limitan su rango de actividad a las células préximas son: la asociacién
con componentes de la matriz extracelular, el anclaje a la membrana plasmatica, y la
activacion bioldgica luego de un clivaje proteolitico (Byrne y Roberts 2009; Mina

2014).

Los factores de crecimiento y sus receptores pueden ser agrupados en familias,
de acuerdo a caracteristicas comunes en su secuencia aminoacidica, y en
superfamilias, de acuerdo a plegamientos similares que determinan motivos

estructurales compartidos (Heath 2001; Ozkan et al. 2007; Mina 2014).

Muchas familias de factores de crecimiento presentan gran conservacidn en su
secuencia a lo largo de la evolucion (Heath 2001; Ozkan et al. 2007; Mina 2014). Se
pueden encontrar ortélogos de las familias del factor de crecimiento fibroblastico
(FGF), factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento transformante
beta (TGFf), tanto en los invertebrados nematodos, equinodermos e insectos, como

en los vertebrados superiores como ratones y humanos (Heath 2001; Ozkan et al.
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2007; Mina 2014). En los vertebrados superiores, las familias de factores de
crecimiento presentan mayor cantidad de miembros que en los invertebrados. Por
ejemplo, actualmente hay 22 miembros de la familia de genes FGF en el genoma
humano, pero sé6lo hay un integrante en Drosophila melanogaster o en Caenorhabditis
elegans. Por otra parte, algunas superfamilias de factores de crecimiento como las
quemoquinas, cuya accién primaria esta relacionada a los eventos de infeccién e
inmunidad, se encuentran en tdndem de genes que exhiben una gran divergencia en
su secuencia y nimero de genes entre especies, incluso entre mamiferos cercanos

(Heath 2001).

Debido a que en el sistema nervioso adulto de los vertebrados, las neuronas
maduras se encuentran en estado post-mitético y no pueden reiniciar el ciclo celular,
los factores de crecimiento no son capaces de estimular la proliferaciéon en dichas
células. Por esta razodn, en el contexto del sistema nervioso, se hace referencia a los

factores de crecimiento como factores troficos o neurotroéficos (Friedman 2012).

Factores neurotroficos

El establecimiento de un sistema nervioso funcional requiere de la conexién de
las neuronas en un circuito con extremada precisiéon. Para lograrlo, las dendritas y
axones de las neuronas en desarrollo deben extenderse hasta alcanzar las regiones
blanco, reconocer a sus células diana y establecer las conexiones sinapticas especificas

(Ledda y Paratcha 2016).

A lo largo de este recorrido, un gradiente de sefiales de corto y largo alcance
guian a los procesos axonales y dendriticos hasta establecer dicho contacto con su
célula diana. Se ha encontrado evidencia de que las mismas células diana son quienes
producen algunas de estas sefales troficas (Hamburger 1934). Asimismo, se ha
demostrado que las neuronas del Sistema Nervioso Periférico (SNP) inicialmente se
producen en exceso durante el desarrollo embrionario, y luego una gran proporcion

de las mismas muere por el fenémeno de apoptosis (muerte celular programada)
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(Oppenheim 1991). Los factores neurotroficos, son secretados en forma limitante y
son los responsables de controlar el tamafio de la poblacién neuronal que inerva los

tejidos diana (Korsching 1993).

Todos estos factores exhiben similares propiedades bioquimicas. Son proteinas
secretadas, de pequefio tamafo y de estructura basica. Son sintetizadas como grandes
precursores, que luego son clivados adquiriendo su forma madura, y una vez en el
espacio intercelular forman homodimeros adquiriendo sus principales funciones en el
desarrollo, la supervivencia y el mantenimiento del Sistema Nervioso Central y
Periférico (Loughlin y Fallon 1993).

Los factores neurotréficos incluyen a las Neurotrofinas, el Factor
Neurotrofico Ciliar (CNTF) y los Ligandos de la Familia de Factores
Neurotroficos Derivados de las Células Gliales (GFLs) (Reichardt 2006; Paratcha y
Ledda 2008; Bothwell 2014; Ibafiez y Andressoo 2017).

Neurotrofinas

Las neurotrofinas son un grupo de proteinas relacionadas estructuralmente,
sus miembros son el factor de crecimiento nervioso (NGF), el factor neurotroéfico
derivado del cerebro (BDNF), la neurotrofina 3 (NT3) y la neurotrofina 4 (NT4)
(Barbacid 1995). Fueron identificadas por primera vez como factores de
supervivencia de las neuronas en desarrollo, y en estudios posteriores se describié su
accion pleiotropica dada su participacion en una gran variedad de funciones
incluyendo el control y orientaciéon del crecimiento axonal, el desarrollo dendritico y
la plasticidad sinaptica a través de la activacion de su receptor de membrana Tirosina
Quinasa (Trk): TrkA, TrkB y TrkC (Barbacid 1995; Reichardt 2006; Mariga et al. 2017)
(Figura A).

Las neurotrofinas se sintetizan como precursores o pro-neurotrofinas y son
secretadas al espacio intercelular (Lee et al. 2001; Hempstead 2014). En su forma

madura, estas moléculas se unen y activan a su receptor Trk especifico promoviendo
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las acciones clasicas descriptas, y en presencia de la proteina p75NTR aumenta la
afinidad de esta unién y sus efectos. Por otro lado, las pro-neurotrofinas pueden
unirse directamente a p75NTR formando el complejo proteico p75NTR-sortilin, e
inducir la muerte celular de las neuronas durante el desarrollo normal y/o en

condiciones patolégicas (Hempstead 2014).

NGF BDNF NT-4 NT-3 Pro-NGF Pro-BDNF

00 < € n 4
AN
hy-11

Supervivencia,
diferenciacion,
plasticidad sindptica, etc.

trkC

Apoptosis

Figura A. Accién de neurotrofinas. Tomado y modificado de Pezet y McMahon
(2006).

Factor Neurotrofico Ciliar (CNTF)

CNTF es un factor neurotrofico pluripotente, fue aislado por primera vez en
neuronas ciliares de embriones de pollo (Skaper et al. 1984). Este factor tiene
potentes efectos en el desarrollo y el mantenimiento del sistema nervioso, induciendo
la supervivencia y la diferenciacion al estimular la expresion génica en las neuronas
sensoriales, simpaticas y motoras. A nivel sistémico, se han registrado efectos
importantes sobre el metabolismo y el balance energético, y también sobre la
modulacion de la actividad de los osteoblastos (Johnson et al. 2014). CNTF es
considerado un miembro de la familia de las citoquinas y presenta actividades
redundantes con el Factor Inhibidor de la Leucemia (LIF), Cardiotrophin-1 y Citoquina

simil Carditrophin-1 (Pasquin et al. 2015).
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El receptor de este factor tiene tres componentes: una subunidad CNTFRa que
proporciona un anclaje a la membrana plasmatica (fosfatidil inositol glicosilado), y
dos subunidades con actividad de sefializacion gp130 y LIFRb. CNTF se une
secuencialmente a CNTFRaq, luego a gp130 y por ultimo a LIFRb, activando numerosas
cascadas de sefalizacién que determinan la transcripcién génica (Davis et al. 1991;

Stahly Yancopoulos 1994) (Figura B).

CNTF

gp130 —

Figura B. CNTF y sus receptores. Tomado de Ibafiez (1998).

GFLs: Ligandos de la Familia de Factores Neurotroficos
Derivados de las Células Gliales

La familia de factores neurotréficos GFLs, es un pequefio grupo divergente
dentro de la superfamilia de los TGFB (Lin et al. 1993; Kingsley 1994). Los GFLs a
pesar de presentar baja homologia en su secuencia aminoacidica con el resto de la
superfamilia, poseen siete residuos de cisteina altamente conservados y ubicados
espacialmente en los mismos sitios que otros miembros. Estos residuos les confieren
similares motivos estructurales, entre ellos el motivo Cisteina Knot asociado a la
estabilidad de la proteina y la formacién de homodimeros (Eigenbrot y Gerber 1997;

Airaksinen y Saarma 2002).

Los miembros de la superfamilia de los TGF han sido encontrados a lo largo
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de toda la filogenia de los metazoos, tanto en vertebrados como en invertebrados y se
ha descripto su expresién ubicua y su accién sobre diversos tejidos (Newfeld et al.
1999; Alvarado y Tsonis 2006; Weiss y Attisano 2013). A nivel celular, los TGFf
regulan procesos clave como la proliferacidn, la diferenciacién, la organizacién del
citoesqueleto, la adhesion, la migracién y la muerte. Asimismo, también contribuyen al
mantenimiento y a la induccién de la diferenciacién de células madre embrionarias
(Pera y Tam 2010), y existen evidencias de su participacién durante la regeneraciéon
celular (Ramoshebi et al. 2002). Dada esta diversidad de funciones y la importancia de
las mismas, los miembros de esta superfamilia, juegan un rol crucial en maultiples
procesos del desarrollo embrionario y de la vida adulta de los organismos

multicelulares (Weiss y Attisano 2013) (Figura C).
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Figura C. Superfamilia TGF-f. Tomado de Weiskirchen et al. (2009).
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En mamiferos, la familia de los GFLs esta constituida por GDNF (Glial cell line-
derived neurotrophic factor), NRTN (Neurturin), ARTN (Artemin) y PSPN
(Persephin) (Lin et al. 1993; Kotzbauer et al. 1996; Milbrandt et al. 1998; Baloh et al.
1998b). Estas moléculas ejercen sus funciones al unirse a sus receptores de
membrana especificos GFRal# (Glial cell line-derived neurotrophic factor Family
Receptors alpha), formando los complejos GDNF-GFRal; NRTN-GFRa?; ARTN-GFRo3 y
PSPN-GFRa* Posteriormente, estos complejos activan al receptor RET (receptor
transmembrana Tirosina Quinasa) o al receptor NCAM (Neural Cell Adhesion
Molecule), desencadenando una cascada de sefializacion intracelular (Li et al. 2005;
Ibafiez y Andressoo 2017) (Figura D). Adicionalmente, se han descripto otras dos
proteinas GRAL (GDNF Receptor Alpha-Like) y Gas1 (growth arrest specific 1), ambos
exhiben dominios homoélogos a los de GFRa y son considerados miembros de la

familia de receptores GFRa (Heger et al. 2005; Li et al. 2005).

GDNF NRTN ARTN PSPN

Cat: GFRa3 GFRa4
X 20 ® ®
Q ® ®
Q ® P
o ® @

Figura D. Familia GFLs y sus receptores GFRa y RET. Tomado de la pagina web
de la Universidad de Helsinky (https://www.helsinki.fi/en/researchgroups/
neurotrophic-factors-and-regeneration/research/signalling-and-receptors-of-gdnf).
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Como consecuencia de la activacién de RET por los GFLs, se promueve la
expresion de una gran cantidad de genes relacionados a la activacion del ciclo celular
y a la diferenciacién hacia determinados tipos celulares, algunos de estos genes se
expresan en forma exclusiva por activaciéon de esta via de sefializaciéon (Luo et al.

2007).

En términos generales, los ligandos GFLs a través de sus acciones, controlan el
crecimiento y la supervivencia de subpoblaciones especificas de motoneuronas y de
varias otras neuronas periféricas, incluyendo neuronas del Sistema Nervioso
Simpatico (SNS) y neuronas sensoriales (Baloh et al. 2000; Takahashi 2001;
Airaksinen y Saarma 2002; Enomoto 2005). Asimismo, su presencia determina el
destino de poblaciones de células madre y progenitoras, y participan en el fenémeno

de regeneracion tisular (Widenfalk et al. 2001; Lu et al. 2003; Friedman 2012a).

Inicialmente, el ligando GDNF fue descubierto por su habilidad de inducir la
supervivencia de las neuronas dopaminérgicas en el cerebro medio (Lin et al. 1993).
Posteriormente, se describi6 que junto a otras moléculas, participa en el
direccionamiento de los procesos axdénicos y dendriticos para formar los circuitos
neuronales durante el desarrollo del sistema nervioso (Young et al. 2001; Airaksinen y
Saarma 2002; Enomoto 2005; Paratcha y Ledda 2008; Nielsen et al. 2009). Ademas, se
han encontrado funciones importantes para GDNF fuera del sistema nervioso,
especialmente durante el desarrollo de los rifiones y la espermatogénesis (Airaksinen

y Saarma 2002; Hellmich et al. 1996).

Algunos estudios realizados en ratones “Knock-out”, es decir, un ratén
modificado genéticamente con alguno de sus genes inactivos, han demostrado que
NRTN a través de su receptor GFRa?, es necesario durante el desarrollo embrionario
tardio en el Sistema Nervioso Parasimpatico (SNP) y las neuronas del Sistema
Nervioso Entérico (SNE) (Heuckeroth et al. 1999; Rossi et al. 1999, 2000; Baloh et al.
2000). De manera similar, en aves se ha demostrado que NRTN mantiene la
inervacion craneal de neuronas post-ganglionares parasimpaticas (Hashino et al

2001).
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En ratones deficientes de ARTN o de su receptor GFRa3, se han encontrado
perturbaciones en las migraciones de los precursores simpaticos que formaran el
Ganglio Superior Cervical (Nishino et al. 1999; Honma et al. 2002). En estos ratones
también se observaron defectos en la segmentacién y la inervaciéon temprana de los
ganglios simpaticos caudales. Por lo tanto, se ha propuesto que ARTN, mediante su
receptor GFRo3, actia como molécula quimioatractante para los precursores

simpaticos y las fibras nerviosas en ratones (Honma et al. 2002).

Por ultimo, las funciones de PSPN y su receptor GFRa%* aun no estan
completamente esclarecidas, aunque segun los patrones de expresidon conocidos hasta
la fecha, no parecen estar conservadas entre los vertebrados. Un ejemplo de esto es la
expresion de GFRa* en motoneuronas de aves, y la ausencia de tanto el receptor
GFRa* como su ligando PSPN en las motoneuronas de mamiferos (Soler et al. 1999).
En éstos ultimos, se ha descripto la expresion de este complejo predominantemente
en células C de la tiroides y parece estar implicada en la regulacién de la secrecion de

calcitonina (Lindahl et al. 2000, 2001).
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Los componentes del complejo GFLs-GFRa-
RET en la evolucion de los metazoos

En las ultimas décadas, el desarrollo de las técnicas como el analisis de las
secuencias de ADN y ARN han permitido revisar las relaciones filogenéticas entre los
metazoos, consolidado algunas relaciones tradicionales y reinterpretando otras
(Adoutte et al. 2000). En este escenario, se diferencian dos grandes grupos dentro de
Bilateria: los Protostomados, conformados por dos grupos monofiléticos:
Lophotrochozoa y Ecdysozoa; y los Deuterostomados, con sélo un grupo monofilético
en el que se encuentran los Vertebrados y los Equinodermos, entre otros (Adoutte et

al. 2000)(Figura E).
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Figura E. Filogenia de los Metazoos basada en analisis moleculares. Tomado de
Adoutte et al. (2000).
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Los genes ort6logos, son aquellos genes cuyas secuencias se encuentran en
diferentes especies y que son altamente similares debido a que se han originado en un
ancestro comun. Ortélogos de los receptores GFRal-4, GRAL y Gas1 se han hallado en
todas las familias de vertebrados desde los peces 6seos hasta los mamiferos
(Airaksinen et al. 2006; Hatinen et al. 2007), y existen evidencias que sugieren la
presencia de estas secuencias en invertebrados deuterostomados como el equinoideo
Strongylocentrotus purpuratus (Hatinen et al. 2007) y en el cefalocordado
Branchiostoma floridae. Por otro lado, la identificacidon de presuntos ortologos de RET
y GFRa en el genoma de algunos protostomados como en nematodos (C. elegans) e
insectos (D. melanogaster y Apis mellifora), sugiere un Unico origen de los genes GFRa
y RET y una apariciéon temprana en la evolucidn de los organismos bilaterales, previo

a la divergencia entre ambos grupos filogenéticos (Airaksinen et al. 2006).

En D. melanogaster, el gen D-ret, ort6logo de RET, presenta un dominio tirosina
quinasa altamente conservado que puede activar in vitro las mismas cascadas
intracelulares que la proteina RET de mamiferos (Ras-ERK, Src y Jun Quinasa). Sin
embargo, el dominio extracelular se encuentra menos conservado y es incapaz de
interactuar con el complejo GDNF/GFRa! de mamiferos (Abrescia et al. 2005; Hidalgo
et al. 2011). En embriones de D. melanogaster, D-ret se expresa en tejidos analogos a
los embriones de vertebrados incluyendo los o6rganos excretores y el Sistema
Nervioso Periférico (SNP), sugiriendo roles similares durante el desarrollo (Sugaya et
al. 1994; Hahn y Bishop 2001b). Asimismo, trabajos recientes han descripto nuevas
funciones para D-ret como regulador del crecimiento dendritico de las neuronas
sensoriales, a través de un mecanismo que requiere de la participacion de la
integrinas sin involucrar al ligando GDNF (Soba et al. 2015). En base a estas
evidencias, se ha postulado que la aparicion de los factores neurotroficos y de sus
receptores GFRa a lo largo de la evolucién podrian considerarse uno de los pre-
requisitos para la evolucion de los sistemas nerviosos complejos (Jaaro y Fainzilber

2006; Dolan et al. 2007).

De acuerdo a Airaksinen et al. (2006) el primer gen GFL divergi6 de la familia

de los TGFpB, y luego se duplicé en dos ocasiones en el origen de los vertebrados,
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dando como resultado los cuatro GFRas existentes en los vertebrados superiores.
Posteriormente, estas proteinas adquirieron funciones en la regulaciéon autonémica y
sensorial que les permiti6 a los organismos portadores, nuevas posibilidades
adaptativas y la colonizacién de nuevos ambientes. La pérdida de los genes para NRTN
en ranas y PSPN en pollos y la activacién de su receptor especifico por otro GFL,
sugiere cierta redundancia y promiscuidad ligando-receptor en los primeros
tetrapodos. Asimismo, durante la evoluciéon de los vertebrados estas proteinas
pudieron haber adquirido roles adicionales en diferentes especies, por ejemplo en el
desarrollo y mantenimiento del Sistema Nervioso Central (CNS) (Airaksinen et al.

2006).

La funcién principal de GDNF y su receptor GFRa! en el desarrollo del Sistema
Nervioso Entérico (SNE) estd conservada desde el pez cebra hasta los seres humanos
(Durbec et al. 1996b; Enomoto et al. 1998; Shepherd 2004). El rol de NTRN-GFRa? en
el desarrollo de las neuronas parasimpaticas se encuentra conservado en pollos y
ratones (Hashino et al. 2001). Sin embargo, las funciones de ARTN-GFRa3 y PSPN-

GFRa* s6lo se conocen con certeza en los mamiferos (Airaksinen et al. 2006).

Siguiendo esta linea, se ha propuesto que la aparicidn de los complejos GDNF-
GFRal; NRTN-GFRa? ARTN-GFRa3 podria estar causalmente relacionada al
surgimiento secuencial de los componentes del Sistema Nervioso Auténomo (SNA)
durante la evolucion de los vertebrados (Taylor et al. 1999). El componente mas
antiguo del SNA es el SNE (Goodrich et al. 1980) y requiere de la sefializacion de
GDNF; el segundo componente mas antiguo, es el nervio vago que pertenece al
Sistema Nervioso Parasimpatico (SNP) y requiere NTRN; por ultimo, los componentes
del Sistema Nervioso Simpatico, en especial el ganglio superior cervical (GSC),
surgidos posteriormente en la evolucion, dependen de ARTN. Esto podria indicar, por
ejemplo, que los peces cartilaginosos mas primitivos, que poseen un SNP desarrollado
(nervio vago) y un SNS primitivo (Taylor et al. 1999), poseerian ort6logos para el gen

de NTRN pero no para ARTN.

Finalmente, y dado que en todos los vertebrados la sefializacion de GDNF es
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necesaria para la supervivencia y la proliferacion de los precursores entéricos durante
la migracidn a lo largo del tubo digestivo, la funcién mas primitiva de los GFLs parece

estar relacionada al desarrollo del SNE (Airaksinen et al. 2006).

Los equinodermos carecen de células de la cresta neural y sus derivados pero
poseen un sistema nervioso complejo con muchas similitudes al SNE de vertebrados
(Garcia-Arraras et al. 2001). En este contexto es relevante el estudio de la existencia y
funcidn de los ortélogos para GFLs, GFRa y RET durante el desarrollo del SN en estos
deuterostomados precordados, asi como también en otros organismos metazoos
como moluscos (protostomados) y cnidarios (Radiata), en donde el sistema nervioso
es esencialmente similar al SNE. En caso de hallarse estos genes en equinodermos,
representarian el ancestro precordado comin GFL y GFRa del cual se originé toda la
familia de proteinas presentes en vertebrados (Airaksinen et al. 2006). Ademas, dada
la existencia, tanto en vertebrados como en insectos (D. melanogaster), del gen RET se
espera que esta proteina esté presente en todos los deuterostomados, incluyendo los
mas primitivos, como los erizos de mar (Equinodermos) y los anfioxos

(Cefalocordados).
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Regeneracion

La regeneracién es uno de los fendmenos mas complejos ocurridos durante de
la vida de un organismo, abarca los procesos de reparacién de células, tejidos y

organos e inclusive su crecimiento de novo (Alvarado y Tsonis 2006).

Inmediatamente después de que se produce una herida, multiples vias
biolodgicas se activan y sincronizan para responder. En muchos casos se han observado
similitudes entre este proceso y el desarrollo embrionario. Por ejemplo, durante el
crecimiento de las extremidades de algunos organismos, se han descripto mecanismos
similares formadores del patréon corporal original del organismo (Muneoka y Bryant
1982). Ademas, algunos genes altamente conservados que se creian exclusivos del
desarrollo embrionario, tienen funciones importantes durante la regeneracion (Salé y

Baguia 1984; Brockes 1997; Martin 2004).

Este proceso es un fenémeno amplio pero no uniformemente distribuido en el
reino animal (Alvarado y Tsonis 2006). En los deuterostomados, inclusive los
mamiferos adultos pueden regenerar algunos tejidos como el higado y musculo hasta

cierto grado (Candia Carnevali 2006).

La aparicion heterogénea del proceso de regeneracion a lo largo de la filogenia
parece ser independiente de la organizacidn y nivel de complejidad de los organismos
(Brockes 1997; Ferretti y Géraudie 1998; Thouveny 1998; Candia Carnevali y
Bonasoro 2001) y esta estrechamente relacionada a la plasticidad histogenética y
morfogenética. Estos fendmenos, permiten el reclutamiento de células madre y/o la
des-diferenciacién de células especializadas, la proliferacién celular, la migracién, el
suministro de factores neurotroficos especificos direccionalizantes y finalmente la
expresion o re-expresion de un determinado programa de desarrollo (Weissman

2000; Wadman 2005).

Notablemente las vias de sefializacion de WNT, BMP/TGFB y FGF, todos

pertenecientes a la superfamilia de los TGFf3, han sido identificadas repetidamente
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durante los procesos de regeneracion en distintos modelos animales. Estos factores,
actiian no s6lo como moduladores de la diferenciacion del tejido en regeneracion, sino
también participando activamente en la induccién de dicha regeneracién (Alvarado y

Tsonis 2006).

El uso de modelos animales para el estudio de la regeneracién permite
identificar aspectos importantes en el contexto in vivo en el cual las células madre
somaticas operan (Alvarado y Tsonis 2006). Los nuevos avances que permiten la
experimentacion genética en estos modelos animales podrian sentar las bases para la
comprension de la biologia de los metazoos y la medicina regenerativa. Por lo tanto, es
de gran valor un modelo animal con alta capacidad regenerativa y que comparta

caracteristicas genéticas y del desarrollo con los vertebrados.

Muchos invertebrados son conocidos por su gran capacidad regenerativa
(Brockes 1997; Salé y Bagufia 2002). Las estrellas de mar y otros equinodermos
poseen una capacidad regenerativa distintiva y, al igual que los vertebrados, son
deuterostomados, por lo que ademdas comparten muchas caracteristicas embrioldgicas
que los diferencian del grupo de los protostomados (Patruno et al. 2001; Vickery et al.

2001; Candia Carnevali 2006).

Uno de los hallazgos mas destacables en este campo fue la documentacion de la
regeneracion de una larva de un deuterostomado. En estos experimentos se observo
la habilidad de una larva de equinodermo para regenerar todas las estructuras
perdidas, tejidos, érganos e incluso realizar una organogénesis completa (Vickery y

McClintock 1998).

En todas las clases de equinodermos, la regeneracion es un fenémeno
fisioldgico comun tanto en adultos como en estadios larvales, e incluso forma parte del
ciclo reproductivo de algunas especies (Vickery y McClintock 1998; Eaves y Palmer
2003; Rubilar et al. 2005, 2015). Estos organismos pueden regenerar sus Organos
externos (brazos o apéndices) o internos (génadas, tubo digestivo) e inclusive el
sistema nervioso (Mashanov y Garcia-Arraras 2011; Mashanov et al. 2005; Thorndyke

y Candia Carnevali 2001; Rubilar 2011). Uno de los modelos mas estudiados es la
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regeneracion de los brazos en Crinoideos e intestino de Holotureos (Candia Carnevali

y Bonasoro 2001; Mashanov y Garcia-Arraras 2011).

A pesar de que los procesos de regeneracion varian entre las clases de
equinodermos, el proceso general puede ser dividido en cuatro etapas (Candia

Carnevali 2006; Alvarado y Tsonis 2006):
1) La desdiferenciacion de células y/o la intervencién de células madre;
2) La migracion y proliferacion celular;
3) La contribucidn de factores neurotroficos;
4) La aparicién de mecanismos de formacion de patrones anatémicos.

El sistema nervioso de los equinodermos desempefia un papel crucial en la
regeneracion dada su capacidad de autorregeneracion y su accion como promotor o
inductor del resto de los procesos regenerativos (Mashanov et al. 2008, 2015; San
Miguel-Ruiz et al. 2009). En especial se destaca su contribucién al desarrollo de los
componentes del musculo esquelético y la liberacion de factores regulatorios (Patruno
et al. 2001, 2002; Thorndyke et al. 2001; Candia Carnevali 2006). Se han descripto un
gran numero de factores neurohumorales de accidon paracrina y autocrina que estan
implicados en la regeneracion, entre ellos, neurotransmisores como la dopamina y la
serotonina; neuropéptidos como la sustancia P, SALMFaminal (S1), SALMFamina2
(S2), NDGF (nerve-derived growth factors), y algunos miembros de la superfamilia

TGFB como los péptidos BMP, NGF y FGF2 (Thorndyke y Candia Carnevali 2001).
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Los equinodermos como un modelo animal
estratégico para el estudio de los factores
neurotroficos

Los equinodermos son un grupo monofilético de invertebrados marinos y
benténicos. Actualmente, este grupo se divide en cinco clases diferentes: los
Crinoideos o lirios de mar, los Asteroideos o estrellas de mar, los Ofiuroideos, los
Holoturoideos o pepinos de mar, y los Equinoideos o erizos de mar (Swalla y Smith
2008) (Figura F). Estos organismos presentan simetria pentarradial secundaria, es
decir, que los individuos adultos desarrollan una simetria radial formando cinco
regiones similares que se disponen alrededor de un disco central (Swalla y Smith

2008).

La reproduccién en los equinodermos es externa, es decir, que los individuos
sexualmente maduros liberan sus gametas al agua de mar en donde se produce la
fecundaciéon. Luego de un corto periodo de tiempo, emergen las larvas de habitos
planctonicos y simetria bilateral. El estadio larval se mantiene por varias semanas
hasta que las mismas son competentes y logran asentarse para iniciar el proceso de
metamorfosis que las convertira en individuos juveniles pentarradiales y de habitos

bentoénicos (Eckert 1998).

Una de las caracteristicas mas importantes para este modelo animal, es su
pertenencia al grupo de los deuterostomados, ya que los posiciona evolutivamente
mas cerca a los vertebrados que otros grupos de invertebrados (Figura E). Por estas
similitudes, los equinodermos han sido utilizados para la experimentacién en diversas
disciplinas como la embriologia, la fisiologia, la ecotoxicologia, la regeneraciéon de

tejidos, etc. (Rubilar y Crespi-Abril 2017).
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Figura F. Clasificaciéon de equinodermos. Tomado de Alvarado y Solis-Marin
(2013).

Los embriones de equinodermos, en especial los provenientes de estrellas de
mar y erizos de mar, han sido estudiados por mas de 100 afios. Un ejemplo clasico son
los estudios del proceso de fecundacién y desarrollo embrionario que se iniciaron
utilizando las gametas de erizos de mar (Metchnikoff 1893). La simplicidad de su
desarrollo temprano provee una excelente oportunidad para estudiar mecanismos de
especificacién celular y morfogénesis. Como resultado de esta larga trayectoria, los
equinodermos han contribuido al entendimiento de muchos mecanismos del
desarrollo, incluyendo aquellos que regulan la expresion génica, los que determinan el
linaje celular especifico, y aquellos que regulan los eventos morfogenéticos que dan

origen al embrion temprano (McClay 2011).

Asimismo, existen numerosos trabajos que utilizan estos organismos como
modelo para estudiar la regeneracion de sus tejidos, dado que este proceso se
encuentra altamente facilitado en todos los integrantes de esta familia, tanto en
adultos como en larvas (Vickery et al. 2001, 2002; Mashanov et al. 2014, 2015; Rubilar
et al. 2015). El sistema nervioso de los equinodermos también presenta algunas
semejanzas al de los vertebrados. A diferencia de la mayoria de los invertebrados en
donde s6lo se han descripto a las neuronas como uUnico tipo celular del sistema

nervioso, en los equinodermos y al igual que en los vertebrados, se han encontrado
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evidencias de dos tipos celulares, las células nerviosas y las células gliales (Mashanov
y Zueva 2018). Sin embargo, a diferencia de los mamiferos, el sistema nervioso de los
equinodermos es capaz de regenerarse de forma rapida y eficiente luego de una lesién
(Mashanov et al. 2008). Esta caracteristica, sumada al facil acceso al sistema nervioso
en los estadios larvales, los convierte en uno de los modelos animales mas
prometedores capaz de aportar nuevas ideas sobre la evoluciéon a nivel celular y
molecular de los procesos implicados en la reparacién neuronal en deuterostomados.
En particular, y dado que los TGFB han sido asociados al fendémeno de desarrollo y
regeneracion del sistema nervioso de equinodermos, es relevante el estudio de la
presencia y las posibles funciones de los GFLs, integrantes de esta gran superfamilia.
En especial del ligando GDNF, el cual ha sido asociado al desarrollo del Sistema
Servioso Entérico de mamiferos que guarda gran similitud al sistema nervioso de los

equinodermos.

Por las razones descriptas, para este trabajo de investigacién, se ha elegido
como modelo animal para estudiar el efecto de los factores neurotréficos, a larvas de
erizos de mar de la especie Arbacia dufresnii. Esta especie, ademds de ser autdctona de
la region sudamericana y logisticamente accesible, ha sido estudiada durante varios
afios por nuestro grupo de investigacion. Se han descripto varios aspectos
reproductivos y metabdlicos de los individuos adultos que sientan las bases para
profundizar en el estudio embriolégico de su descendencia (Figura G)(Epherra 2010;
Epherra et al. 20153, b; Parra et al. 2015; Mashanov et al. 2016; Rubilar et al. 2016;
Zarate et al. 2016).

Figura G. Individuo adulto de Arbacia dufresnii. Tomado de Laboratorio de
Oceanografia Biolégica CESIMAR CCT CENPAT CONICET.
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Objetivos

Objetivo general

El objetivo general de este trabajo de tesis es estudiar los efectos que ejerce la
familia de factores neurotréficos GFLs en el desarrollo larval y la regeneracion del

invertebrado deuterostomado Arbacia dufresnii.
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Capitulo 1:
Cultivo y desarrollo de embriones y

larvas de Arbacia dufresnii
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Cap. 1 Desarrollo embrionario y larval

Introduccion del capitulo 1

Los Equinodermos son un taxén de invertebrados exclusivamente marinos y de
habitos generalmente bentdnicos. Estos organismos son extremadamente diversos y
pueden hallarse desde las zonas intermareales hasta las profundidades de los océanos
de todo el mundo. En los ecosistemas marinos ocupan un rol fundamental y con
frecuencia, representan una gran proporciéon de la biomasa (Hendler et al. 1995;

Ruppert et al. 2004; Pérez et al. 2014).

Este taxon se caracteriza por tener un celoma bien desarrollado; un
endoesqueleto calcareo que puede proyectarse hacia afuera en forma de espinas y
otros apéndices; un tejido conectivo mutable que permite cambios en la consistencia
del cuerpo; y un sistema acuifero, que permite la locomocién, la alimentacion y el
intercambio gaseoso, conectdndose al exterior a través de una placa porosa o
madreporito. Asimismo, también se caracterizan por su incapacidad para la
osmorregulacion y la gran facilidad para la regeneracion de sus tejidos (Ruppert et al.

2004; Pérez et al. 2014).

Una de las caracteristicas mdas sobresalientes de los equinodermos es su
simetria pentarradial secundaria. En los estadios larvales, estos organismos tienen
una organizacidn bilateral definida, con una zona anterior que concentra una gran
proporcién del sistema nervioso ademdas de estructuras sensoriales, y laterales
simétricos respecto a su plano sagital (Hinman y Burke 2018). Luego de la
metamorfosis, en los juveniles y adultos, la organizacion de las estructuras adopta una
simetria radial pentdmera, es decir, con cinco secciones idénticas distribuidas
alrededor de un disco central y un eje oral-aboral definido. En la zona oral se ubica la
boca que suele estar en contacto con el sustrato y en la zona opuesta o aboral se
encuentra el periprocto, donde se ubica el ano, cinco pequenas placas ocelares y cinco
placas genitales con sus gonoporos, siendo una de estas placas la que funciona ademas

como madreporito (Ruppert et al. 2004; Pérez et al. 2014).
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Filogenéticamente, los equinodermos son uno de los pocos grupos de
invertebrados que pertenecen al clado de los Deuterostomados. Los estudios
tradicionales y los recientes avances moleculares concuerdan en que los
Deuterostomados constituyen un supertaxén monofilético que incluye a tres filos: los
Cordados, los Hemicordados y los Equinodermos. A su vez, los Hemicordados y
Equinodermos se agrupan formando el clado de los Ambulacra, que es considerado un
grupo hermano al linaje de los Cordados (Figura 1.1) (Turbeville et al. 1994; Swalla y
Smith 2008).

Los primeros restos fosiles de equinodermos datan de principios del Cambrico,
hace unos 540 millones de afios, y seguin estos registros hay alrededor de 13000
especies extintas. En la actualidad existen alrededor de 7300 especies, que se agrupan
en las cinco clases ya mencionadas: Crinoidea, Asteroidea, Ofiuroidea, Holoturoidea y
Equinoidea (Swalla y Smith 2008). Actualmente se conocen alrededor de mil especies
de erizos de mar, distribuidas en todos los mares y generalmente en poblaciones con

altas densidades de individuos (Kroh y Mooi 2011; Appeltans et al. 2012).
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Figura 1.1. Posicidn filogenética de Echinodermata dentro de Deuterostomia y
la clasificacion dentro de Echinodermata. Tomado de Mashanov et al. (2016).

35



Cap. 1 Desarrollo embrionario y larval Introduccion

Ciclo reproductivo de los equinoideos

La reproduccion de los erizos de mar es de tipo sexual y los individuos son
normalmente gonocoricos, es decir con sexos separados en individuos machos y
hembras. Existen algunos individuos hermafroditas, pero su frecuencia es muy baja,
generalmente menor a dos por cada mil individuos (Pearse y Cameron 1991). Cada
organismo posee cinco gonadas ubicadas en las zonas interambulacrales, las cuales
cumplen dos funciones importantes, producen las gametas a partir de las células
germinales y acumulan nutrientes en las células somaticas fagocitarias (Walker et al.

2013).

El ciclo reproductivo de los equinoideos estad caracterizado por un patréon
estacional de desarrollo gamético, seguido por un desove sincronizado (Walker et al.
2013). En la mayoria de las especies de zonas templadas, estos ritmos gametogénicos
son anuales, y durante la época de desove existen uno o mas eventos de liberacion de
las gametas (Pearse y Cameron 1991; McClary y Barker 1998). Este ciclo reproductivo
se encuentra regulado por una compleja interaccién entre factores endégenos y

exogenos (Pearse y Cameron 1991; Walker et al. 2013).

Entre los factores endogenos, la cantidad y calidad de alimento determina el estado

nutricional de los individuos y esto afecta directamente a su desarrollo gonadal (Ebert

1968; Vadas 1977; Thompson 1983; Keats et al. 1984; Lemire y Himmelman 1996;
Walker y Lesser 1998; Rubilar et al. 2016). Los lipidos, las proteinas y los carbohidratos,
son las reservas de nutrientes mas importantes de los equinodermos (Pearse y Giese
1966; Lawrence y Guille 1982; McClintock y Pearse 1987; McClintock et al. 1990). Las
células fagocitarias presentes en las gonadas de los erizos de mar acumulan dichos
nutrientes provenientes de la alimentacion, y luego éstos son transferidos durante la
gametogénesis aportando la energia y los nutrientes necesarios para la formacién de las
gametas (Walker y Lesser 1998). Debido a que la disponibilidad de alimento varia con las

regiones que habitan, en diferentes poblaciones de erizos de mar pueden encontrarse
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distintas condiciones nutricionales que se reflejan celular y bioquimicamente en la
calidad y cantidad de sus gametas (Epherra et al. 2015a; Harrington et al. 2007; Lawrence
2013; Parra et al. 2015; Rubilar et al. 2016).

Entre los factores exdgenos, son de gran importancia el fotoperiodo y la
temperatura del agua de mar, ya que en especies de aguas templadas es fundamental
coordinar el momento de fecundacion con las mayores probabilidades de supervivencia
de la descendencia (Mercier y Hamel 2009; Bronstein y Loya 2015). Debido a que la
gametogénesis debe iniciarse antes de que las condiciones ambientales sean 6ptimas para
el desarrollo de su descendencia, el fotoperiodo suele actuar como un factor determinante
para comenzar la gametogénesis. La disminucién de horas de luz en el otofio, suele
desencadenar el comienzo de este proceso en los erizos de mar de agua templada (Pearse
y Walker 1986; Pearse et al. 1986). Por otro lado, la temperatura del agua de mar
determina las tasas de los procesos bioldgicos, modificando la velocidad de las reacciones

quimicas en todos los ciclos de la vida.

Las gametas

Los espermatozoides maduros poseen las tres estructuras clasicas: la cabeza, la
zona media y la cola (Figura 1.2a). En la cabeza se encuentra el material genético
haploide y es la inica zona que ingresa al 6vulo durante la fecundacion; la zona media,
es rica en mitocondrias y proporciona la energia para la movilidad; y la cola es la
estructura mas larga, y estd compuesta por un filamento axial que genera el
movimiento del espermatozoide. En el equinoideo Arbacia punctulata los
espermatozoides completos miden alrededor de 49 um, de los cuales 45 pm
pertenecen a la cola (Harvey y Anderson 1943). El esperma en la suspension
concentrada en que es expulsado por los gonoporos se encuentra inicialmente
inmavil, y al entrar en contacto con el agua de mar, se activa y comienza a moverse
vigorosamente. Esta actividad se mantiene durante un corto periodo de tiempo en el
cual el espermatozoide debera nadar hasta encontrarse con el évulo y fertilizarlo. Por

esta razon, para las fecundaciones in vitro, el esperma debe recolectarse en seco, es
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decir sin entrar en contacto con el agua de mar, y conservarse en frio, para
preservarlo de la activaciéon prematura hasta su utilizacion (Lillie 1915; Hayashi 1946;

Levitan et al. 1991).

Los 6vulos maduros son esféricos y uniformes en tamafio, poseen un ntcleo
haploide, pequeio y claro que generalmente ocupa una posicion excéntrica (Czihak
1975). Ambas divisiones meidticas se completan dentro de los ovarios, por lo que
incluso dentro de la génada madura las gametas femeninas se consideran évulos
(Hoadley 1934; Czihak 1975). En el citoplasma se encuentran granulos nutritivos de
vitelo que estan uniformemente distribuidos, otros granulos de mayor tamafio
compuestos por el pigmento rojo equinocroma, un derivado de la vitamina K
(McClendon 1912; Cannan 1927) y granulos corticales que tienen una importante
funcién durante la fecundacién. Externamente, la membrana plasmatica se encuentra
recubierta por una capa vitelina y una matriz extracelular o envoltura gelatinosa

(Figura 1.2b).

A Acrosoma B Matriz

Capa
-/ extracelular P

A vitelina
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Granulo de
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Figura 1.2. A) Espermatozoide. B) Ovulo.
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La fecundacion

Durante la fecundacion, las gametas femenina y masculina de naturaleza
haploide se fusionan para dar lugar a una dnica célula diploide, conocida como zigoto,

que a partir de ese momento comienza su desarrollo para convertirse en un embridn.

En los equinodermos la fecundacidn es externa, las gametas se liberan al medio
acuoso en donde ocurre el reconocimiento y la fusién. Se ha reportado que la
liberaciéon de esperma estimula a las hembras de la misma especie a desovar

permitiendo la sincronicidad del desove y la fecundaciéon (Reuter y Levitan 2010).

El ingreso del espermatozoide al 6évulo produce una serie de cambios
profundos en la organizacién del 6vulo que garantizan la fecundacion y la viabilidad
del cigoto resultante. Al alcanzar la superficie del 6vulo, el espermatozoide inicia la
reacciéon acrosomal, liberando enzimas hidroliticas sobre la matriz extracelular del
6vulo. Estas enzimas digieren los componentes de la matriz permitiendo al
espermatozoide acceder a la membrana vitelina. Una vez alcanzada esta membrana, el
espermatozoide y el 6vulo se reconocen mediante proteinas especificas presentes
tanto en el proceso acrosomal como en la membrana vitelina del 6vulo. Este
mecanismo de reconocimiento es de crucial importancia en los organismos con
fecundacion externa, dado que tanto o6vulos como espermatozoides pueden

encontrarse en el medio con gametas de otras especies (Eddy y Shapiro 1979).

Esta union mediada por las proteinas de reconocimiento, permite al
espermatozoide fusionarse con el 6vulo, formando el cono de fecundacion.
Inmediatamente después de este evento, el 6vulo experimenta dos reacciones que
previenen que espermatozoides adicionales puedan fusionarse con el mismo. La
primera reaccion de bloqueo es rapida y de corta duracidn, y consiste en un ingreso de
iones Na* que cambia la polaridad eléctrica de la membrana del 6vulo y evita
temporalmente que un segundo espermatozoide pueda fusionarse (Lillie 1915;

Harvey y Anderson 1943; Lennarz y Vacquier 1982).

Mientras permanece este efecto protector, un segundo mecanismo mas lento
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pero de larga duraciéon comienza a desarrollarse. Desde los reservorios intracelulares
se liberan iones de CaZ* en el citoplasma del 6vulo. Este aumento en la concentracion
de Ca?* citoplasmatica activa al 6vulo metabdlicamente, a la vez que desencadena la
fusion de los granulos corticales con la membrana plasmatica del mismo, fenémeno
que se conoce como reaccion cortical. La liberacion del contenido de los granulos en el
espacio extracelular, altera la estructura de la membrana vitelina que se eleva
rapidamente desde la superficie del 6vulo formando el espacio perivitelino. Esta
membrana sufre ademas una serie de cambios estructurales y como consecuencia de
ello se endurece y se engrosa, pasando a llamarse membrana de fecundacién. En la
superficie del 6vulo, la membrana plasmatica sufre una serie de modificaciones
dependientes de Ca2* y pasa a llamarse membrana hialina. Esta ultima, envuelve al
cigoto y mas tarde, mantiene unidos a los blastomeros del embrion (Lillie 1915;

Harvey y Anderson 1943; Lennarz y Vacquier 1982) (Figura 1.3).

Figura 1.3. Fecundacién. A) Ovulo sin fecundar. B) Ovulo recién fecundado.
Observe la formacion del cono de fecundacién (flecha). C) Formaciéon de la membrana
de fecundacion (MF), observe como persiste el cono de fecundacién (flecha derecha).
Tomado de Terasaki (2013).
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Poliespermia

El fenémeno de poliespermia se observa cuando mas de un espermatozoide
logra penetrar en el 6vulo antes de que ocurran los eventos de bloqueo. Este suceso da
como resultado un cigoto con un desbalance en el contenido genético, que ocasiona el

desarrollo de un embrién anormal e inviable (Morgan 1982; Wong y Wessel 2004).

Existen una serie de variables que pueden afectar el proceso de la fecundacién.
Bajo condiciones experimentales, la concentracién de esperma, el tiempo de
exposicion de las gametas y el envejecimiento de las mismas son factores
determinantes para el éxito de la fecundacién (Rahman et al. 2001, 2016; Meidel y
Yund 2001). Por ejemplo, se ha determinado que durante la fecundacidn, la
concentracion de dvulos no afecta significativamente la aparicidon de la poliespermia
(Levitan et al. 1991; Rahman et al. 2001). Sin embargo, la exposiciéon de los évulos a
altas concentraciones de esperma produce un aumento en la aparicién de este
fenébmeno (Morgan 1982). Por otra parte, otras condiciones de cultivo como la
salinidad y la calidad del agua de mar, demostraron ser factores determinantes en

Paracentrotus lividus y Lytechinus pictus (Jonczyk et al. 2001; Carballeira et al. 2011).
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Desarrollo embrionario y larval

Los embriones de equinodermos, en especial los provenientes de estrellas y
erizos de mar, han sido estudiados por mas de 170 afios. Como resultado de esta larga
trayectoria, los equinodermos han contribuido al entendimiento de muchos
mecanismos del desarrollo embrionario (Rubilar y Crespi-Abril 2017). Un ejemplo
clasico son los estudios de la fecundacion y el desarrollo embrionario que se iniciaron
utilizando las gametas de erizos de mar (Metchnikoff 1893). Posteriormente, la
descripcion de la morfologia y la bioquimica de los estadios tempranos del desarrollo
(Williams y Anderson 1975), y actualmente este modelo animal es frecuentemente
utilizado para estudios de genética molecular (Hinman y Burke 2018). Estos nuevos
andlisis se centran en el estudio de los mecanismos de expresion génica que
determinan territorios especificos en el cigoto, y regulan los eventos morfogenéticos

del embrién temprano (McClay 2011).

Las razones por las que estos organismos han sido el modelo embriolégico por
excelencia son multiples. El desarrollo temprano entre los equinodermos y los
vertebrados tiene muchas caracteristicas en comuin, dado que ambos pertenecen al
clado de los Deuterostomados. Son organismos faciles de conseguir ya que habitan en
casi todas las costas marinas. La induccidn del desove es sencilla y se obtiene una gran
cantidad de 6vulos, los cuales pueden ser fertilizados inmediatamente luego del
desove ya que han completado la meiosis en los ovarios de las hembras. La
fecundacion es un proceso simple. El desarrollo embrionario normalmente es
satisfactorio, sincrdénico y necesita de pocos cuidados para su mantenimiento. Los
ovulos son capaces de absorber un gran numero de quimicos, lo que los hace un
modelo interesante para estudios farmacologicos. Ademas, son de pequefio tamafio y
poseen poco vitelo lo que representa en ocasiones una ventaja en comparaciéon con
otros modelos utilizados en embriologia, como los 6évulos de anfibios y aves

(Hinegardner 1969).
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Desarrollo embrionario

Luego de la fecundacion, en el cigoto quedan determinadas dos regiones bien
definidas: el polo animal y el polo vegetal, ubicadas en ambos extremos de un eje axial
(Angerer y Angerer 2000) (Figura 1.4 A). El desarrollo embrionario comienza con la
segmentacion del cigoto que en los equinodermos sigue un patrén holoblastico radial.
La membrana hialina mantiene a los blastémeros unidos a medida que las divisiones

ocurren (Giudice 1986; Gilbert 2000).

Los primeros tres clivajes dividen al embrién en ocho blastomeros de igual
tamafio. Los planos de la primera y segunda divisién son meridionales, mientras que
la tercera division es ecuatorial (Figura 1.4 B-D). En el cuarto clivaje, los cuatro
blastomeros del polo animal se dividen meridionalmente, originando ocho
blastomeros iguales, mientras que los cuatro blastomeros vegetales se dividen
ecuatorialmente y en forma desigual, dando lugar a cuatro macrémeros de gran
tamafio y cuatro pequeiios microémeros ubicados en el polo vegetal (Giudice 1986;

Gilbert 2000) (Figura 1.4 E).

Luego del quinto y sexto clivaje, el embriéon queda formado por sesenta y
cuatro blastémeros y se encuentra en el estadio Mdérula, que presenta una estructura
compacta de células (Figura 1.4 F-G). Los blastémeros cercanos al polo animal se
denominan anl y anZ2. En la region central y vegetal del embrion se encuentran Vegl,
Veg2 y los micromeros. Posteriormente, los blastémeros anl, an2 y Vegl formaran el
ectodermo, los blastdmeros Veg2 formaran el endodermo y los micrémeros formaran
los componentes mesodérmicos, principalmente las estructuras esqueléticas (Giudice

1986; Gilbert 2000) (Figura 1.4 G).

A medida que las sucesivas segmentaciones ocurren, una cavidad central
comienza a formarse. Inicialmente es imperceptible, pero luego del estadio de morula
comienza a aumentar su tamafo hasta ocupar el centro del embrion. Esta cavidad
central se denomina blastocele y cuando se hace perceptible determina el estadio de
Bldstula del embrion (Figura 1.4 H). Las blastulas desarrollan cilios en su superficie y

adquieren movilidad dentro de su membrana de fecundacién (Figura 1.4 I). Unas
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horas mas tarde, se produce la eclosién de los embriones gracias a la acciéon de una
enzima embrionaria que degrada dicha membrana. En el polo animal se desarrolla un
largo cilio que les permite nadar libremente. En estadios avanzados de la blastula, las
células del polo animal se engrosan y forman el plato apical. En el polo vegetal, las
paredes de la blastula de aplanan y las células de los micrémeros migran hacia el
interior de la cavidad para formar un mesénquima rudimentario que luego dara

origen al esqueleto (Gilbert 2000) (Figura 1.4 ]).

Horas mas tarde, comienza la Gastrulacion que darid como resultado a un
embrion con las tres capas germinales: ectodermo, mesodermo y endodermo (Figura
1.5 A). El proceso se inicia cuando las células del polo vegetal se invaginan formando
un hueco o Blastoporo, y se organizan dentro del blastocele formando un tubo ciego o
Arquenterdn (Figura 1.5 B). El blastoporo se convertira en el ano del organismo, una
caracteristica distintiva de todos los organismos Deuterostomados. El arquenterén se
elongara dirigido por las células mesenquimales que se encuentran en el blastocele, y
alcanzara un extremo del embrion abriendo la cavidad ciega y transformandose en el
primordio del tubo digestivo de la larva. Posteriormente, el arquenterén presentara
dos constricciones que lo dividiran en las regiones de eséfago, estobmago e intestino

(Gilbert 2000; Rahman et al. 2012) (Figura 1.5 C).

A partir de este momento, el organismo pasa por un corto periodo de larva
Prisma o Planula, en donde comienza a elongarse en el eje anteroposterior, aparece
una banda ciliar que rodea el perimetro del mismo y de la zona oral y el sentido del

movimiento natatorio cambia (Gilbert 2000).
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Figura 1.4. Desarrollo embrionario temprano del erizo de mar. Observe la
delimitacion del Polo Animal (PA) y el Polo Vegetal (PV). Tomado de Paniagua et al.
(2017).
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Figura 1.5. Desarrollo embrionario tardio. Tomado y modificado de Paniagua
etal. (2017).

Desarrollo larval

Pocas horas mas tarde, la larva entra en el estadio de larva Pluteus. Durante
este estadio, el plato apical crece hacia la zona ventral, formando el 16bulo oral que
incluye al estomodeo y la parte anterior del es6fago (Williams y Anderson 1975;
Giudice 1986). Aparecen dos pequefias protuberancias que se elongan desde la zona
ventral y daran origen a los brazos post-orales. Posteriormente, desde la zona dorsal
se desarrolla el segundo par de brazos o brazos pre-orales. Simultdneamente se
desarrollan las espiculas que se extienden a lo largo de los brazos post-orales, pre-
orales, dorsalmente atravesando al cuerpo y ventralmente, formando el esqueleto de
la larva. Cada espicula esta formada por tres o cuatro varillas de esqueleto unidas por

barras transversales (Williams y Anderson 1975; Giudice 1986).

La larva contintia elongandose en direcciéon anteroposterior. En la zona
posterior las espiculas post-orales se unen en forma de punta o extremo apical. El
tubo digestivo formado por la boca, el es6fago, y el estbmago, adquiere forma de la
letra Jota. El estémago se expande adoptando forma esférica y ocupando gran parte
del cuerpo de la larva pluteus, y se desarrollan los musculos que controlan los
movimientos del tubo digestivo (Williams y Anderson 1975; Giudice 1986) (Figura
1.6).
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Figura 1.6. Esquema de la larva pluteus de 4 brazos. Tomado y modificado de

Rock etal. (2011).

De esta manera, el desarrollo de la larva pluteus implica grandes cambios en la

forma del ectodermo, el crecimiento del esqueleto, la subdivisién del tubo digestivo y

la diferenciaciéon a multiples tipos celulares. La larva pluteus posee locomocién y se

alimenta de fitoplancton (Rahman et al. 2012).

Este estadio se continia por varias semanas, en las cuales la larva pluteus

desarrolla entre ocho y diez brazos y acumula suficiente energia para la siguiente

etapa del desarrollo, la Metamorfosis. Durante este ultimo proceso, la larva se

transforma en un individuo juvenil (Williams y Anderson 1975) (Figura 1.7).
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Figura 1.7. Desarrollo larval del erizo de mar. Barra de escala 100 um. Tomado
de Buitrago y Lodeiros Seijo (2005).

El desarrollo embrionario y larval de los erizos de mar es altamente
dependiente del estado nutricional de sus progenitores (George et al. 1990, 2001;
George 1996; Repolho et al. 2011). Es decir, que las reservas nutricionales obtenidas
por la hembra durante el desarrollo de los 6vulos (Brooks y Wessel 2003), y las
condiciones ambientales del agua de mar en donde habita (Bressan et al. 1995; Sewell
y Young 1999; Denny et al. 2002; Carballeira et al. 2011), entre otros factores,

determinan las probabilidades de supervivencia de su descendencia.
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El equinoideo Arbacia dufresnii

El erizo de mar Arbacia dufresnii (Blainville, 1825), es un equinoideo abundante en
el Mar Argentino y el Chileno, y es la unica especie del género Arbacia que habita ambas
costas de Sudamérica (Lessios et al. 2012). Se distribuye desde la desembocadura del Rio
de la Plata, Argentina (352 S) hasta Puerto Montt, Chile (429 S), incluyendo la Antartida e
islas Malvinas (Bernasconi 1966). Ocupa un rango de profundidades que va desde los 0 a
los 315 m (Brogger et al. 2013), y regularmente se lo encuentra en zonas de sedimentos
gruesos y substratos duros. Este equinoideo es primariamente carnivoro, y modifica su
presa en funcion del habitat que ocupa (Penchaszadeh y Lawrence 1998; Penchaszadeh et
al. 2004). Existen también poblaciones herbivoras como las que habitan en las costas de la
isla de Chiloé, Chile (Newcombe y Cardenas 2012). En el Golfo Nuevo, Chubut, Patagonia
argentina, los individuos de A. dufresnii pueden encontrarse ocupando suelos mixtos de
arena y grava, asi como también asociados a el alga Macrocystis sp., en donde comparten
su habitat con el erizo de mar Pseudechinus magellanicus (Bigatti et al. 2004;

Penchaszadeh et al. 2004; Marzinelli et al. 2006).

En los dltimos afos, A. dufresnii ha sido objeto de varios estudios cientificos. En la
costa de la Patagonia argentina, se han realizado estudios sobre aspectos generales de la
dieta (Penchaszadeh y Lawrence 1998), abundancia (Zaixso y Lizarralde 2000; Brogger et
al. 2013), ciclo reproductivo ( Brogger 2005; Brogger et al. 2010; Epherra et al. 2015a),
composicion gonadal (Diaz de Vivar et al. 2011; Latorre et al. 2012; Zarate et al. 2016), y
su relacion con el alga Undaria pinnatifida (Teso et al. 2009; Castro et al. 2013; Epherra,
2016). En las costas chilenas, se han realizado estudios sobre dieta del erizo en bancos de

algas (Newcombe et al. 2012) y su distribucién (Larrain et al. 1999).

La gametogénesis de A. dufresnii ocurre durante el otofio y el invierno (Brogger
et al. 2010; Epherra et al. 2015a) en donde se registran las temperaturas mas bajas del
mar y el fotoperiodo mas corto; y luego se produce un desove prolongado durante la

primavera y el verano, que se correlaciona con un aumento en el fotoperiodo y
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también en la temperatura del mar. Estos eventos coinciden con los florecimientos de
fitoplancton de primavera y verano en el Golfo Nuevo (Esteves et al. 1981, 1992).
Desde el comienzo del desove hasta el final puede observarse un incremento
paulatino de la temperatura desde los 12°C al finalizar el invierno hasta los 17°C al

finalizar el verano (Rivas et al. 2016).

En investigaciones previas, se ha descripto parcialmente el desarrollo
embrionario y larval de Arbacia dufresnii en condiciones de cultivo (Bernasconi 1942,
Brogger 2005). En estos trabajos, se encontr6 una velocidad de desarrollo similar al
cultivar los organismos a altas temperaturas (entre 26 y 30 °C) (Bernasconi 1942,
Brogger 2005). Sin embargo, en ambos casos los organismos detuvieron su desarrollo
en estadios tempranos, presentaron signos importantes de estrés, como por ejemplo
el deterioro de los tejidos y el esqueleto expuesto en la region de los brazos post-
orales y posteriormente muerieron, muy posiblemente porque la elevada temperatura
del medio fue letal para los mismos. Adicionalmente, al cultivar los organismos a
temperaturas menores (entre 11 y 13 °C) (Brogger 2005), se pudieron obtener
organismos hasta el estadio de larva pluteus de cuatro brazos. Sin embargo, luego de
los primeros cinco dias de cultivo, nuevamente los organismos detuvieron su
desarrollo y posteriormente murieron mostrando signos de estrés, en este caso

posiblemente por la falta de esterilidad del agua de mar utilizada.

Debido a que el modelo animal utilizado en este trabajo de tesis son las larvas
de A. dufresnii, es de crucial importancia profundizar en el conocimiento de su
desarrollo, asi como también, conocer las condiciones de cultivo en laboratorio que
permitan obtener organismos saludables, es decir, con una buena supervivencia y
vitalidad, y sin signos de estrés aparentes. Por lo tanto, el objetivo especifico de este
capitulo de tesis sera describir en detalle el desarrollo embrionario y larval de A.
dufresnii y desarrollar un protocolo de cultivo en laboratorio que permita obtener

larvas saludables.
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Materiales y métodos del capitulo 1

Optimizacion de la metodologia para el
cultivo de embriones y larvas de Arbacia
dufresnii

Como punto de partida, se realiz6 la puesta a punto de la metodologia para la
obtencion de embriones y larvas saludables, tomando como referencia trabajos de
otros autores (Ettensohn et al. 2004; Strathmann 2014; Ettensohn 2017), y adaptando
estas consideraciones a las condiciones de acuario y a la poblaciéon de Arbacia

dufresnii que habita en el Golfo Nuevo, Argentina.

Se utilizaron individuos adultos progenitores de A. dufresnii recolectados en
las cercanias de Punta Cuevas, en el Golfo Nuevo, Provincia del Chubut mediante
buceo subacuatico, durante la temporada de desove que abarca las estaciones de
primavera y verano. Los individuos fueron aclimatados a las condiciones de acuario
por 24 h, se induce el desove de hembras y machos a partir de una inyeccidn, a través

de la membrana peristomial, de aproximadamente 0.5 ml de KCI 0.5 M.

Efecto de la concentracion de gametas sobre la eficiencia de la
fecundacion

Dado que experimentalmente la concentracion oOptima de esperma por
volumen de liquido y/o por cantidad de 6vulos varia segin la especie utilizada y segin
la bibliografia consultada, se optimiz6 la eficiencia de la fecundacién en la poblacién

de A. dufresnii del Golfo Nuevo con respecto a las concentraciones de gametas.

Para ello, se indujo el desove de tres hembras y tres machos recolectados en el
mes de febrero. Las gametas femeninas se mezclaron en un unico recipiente, y se

cuantificoé por triplicado bajo lupa binocular y en cadmara de Sedgewick Rafter. Las
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gametas masculinas se recogieron en seco, es decir, sin permitir que entren en
contacto con el agua de mar, se colocaron en un Unico recipiente, y se conservaron en
frio hasta su utilizacién. La fecundacién se realizé bajo condiciones controladas y a
una temperatura de 17°C, similar a la temperatura hallada en el medio natural en la

misma fecha.

Se realizaron fecundaciones en 100 ml de agua de mar, combinando 3
concentraciones de 6vulos con 3 concentraciones de esperma (v/v: volumen de

esperma seco en volumen de agua de mar):

Ovulos: 1: 500.000
2:50.000
3:5.000

Esperma: A: 1:1000 v/v
B: 1:4000 v/v

C:1:100.000 v/v

Transcurridos 30 minutos, se tomaron alicuotas de los 9 tratamientos y se
observaron en microscopio de campo claro Leica DM5200 a 10X. Se consideraron
ovulos fecundados a los que presentaron una membrana de fecundacién visible y/o
un cono de fecundacion. Los 6vulos dafiados y los que no formaron dicha membrana
se consideraron no fecundados. El porcentaje de fecundacion se calculé segun la

formula:

% Fecundacién = (Ovulos fecundados/évulos totales) * 100
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Efecto de la temperatura y el origen parental sobre desarrollo
embrionario y larval de Arbacia dufresnii

Dado que la especie utilizada tiene un periodo de desove prolongado durante la
primavera y el verano, se analizd la temperatura optima para el desarrollo
embrionario y larval utilizando dos temperaturas correspondientes a las halladas en
el medio natural en las estaciones de desove. Adicionalmente, y debido a que el estado
nutricional de hembras determina la calidad de sus gametas, se analizé el efecto
parental, evaluando por separado el desarrollo embrionario y larval de las progenies

de cada hembra.

Se indujo el desove de cuatro hembras maduras y los 6vulos de cada una se
divieron en dos tratamientos de temperatura (12°C y 17°C), formando ocho grupos

experimentales. Se fecundaron segtn la proporcién 6ptima hallada en la seccién 1.1.

Se cuantificé el porcentaje de fecundacion, el porcentaje de embriones de cada
estadio del desarrollo de cada progenie, en cada temperatura, entre las 0.5 hy 48 h
post-fecundacion (hpf) y se determind la supervivencia embrionaria durante las
primeras 12 h. Se midié el crecimiento larval para cada uno de los tratamientos,
utilizando como indicadores la longitud del cuerpo (LC) y la longitud total de la larva

(LT) entre los 2 y 22 dias post-fecundacion (dpf) (Figura 1.8).

100 um

Figura 1.8. Mediciones realizadas en las larvas de Arbacia dufresnii. LT:
Longitud total, LC: Longitud del cuerpo.
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Seleccion del analisis estadistico de los datos

Para analizar las diferencias de fecundacién y supervivencia de los embriones
entre los tratamientos se realizé un andlisis de la varianza de una via, previo a

corroborar los supuestos de normalidad y homocedacia (Zar 1984).

Para analizar el efecto de la temperatura y el efecto parental en el desarrollo
embrionario y larval de A. dufresnii, se aplicaron Modelos Lineales Generalizados
(GLM) (McCullagh 1984). Estos modelos se utilizan cuando se analiza la relacién entre
una variable y los factores que la determinan, y son una extensién de los modelos
lineales que permiten utilizar distribuciones no normales de los errores (Binomiales,
Poisson, Gamma, Gaussiana, entre otras) y varianzas no constantes. Debido a que en
este tipo de andlisis no existe un inico modelo valido, sino que existen varios modelos
plausibles que puedan ajustarse a los datos, parte del andlisis es la correcta seleccién

del modelo.

En primera instancia se realizd una exploracién de datos grafica para
comprender la relaciéon entre la variable respuesta y cada una de las variables
explicatorias. Luego, para comprobar el ajuste a los datos, se observo la cantidad de
varianza explicada por el modelo, la desviacién (D2), la cual nos da una idea de la
variabilidad de los datos. Posteriormente se construyeron los modelos, desde el mas
simple sin ningun factor, hasta el mas complejo que incluye la interaccion entre los
factores. Los modelos fueron analizados y finalmente se selecciond el mejor, basado

en tres criterios:

1. Criterio de informacion de Akaike (AIC del inglés Akaike Information
Criterion):

Este indice evalda tanto el ajuste del modelo a los datos como la complejidad
del mismo. Cuanto mas pequeno es el valor del AIC mejor es el ajuste. Este indice es
muy util para comparar modelos similares con distintos grados de complejidad o
modelos iguales (mismas variables). S6lo los modelos que mostraron una diferencia
menor o igual a dos con respecto al modelo de menor AIC se tuvieron en cuenta para

los siguientes pasos del analisis.
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2. Andlisis de los residuos:

Los residuos son las diferencias entre los valores estimados por el modelo y los
valores observados. Se analizaron los graficos de residuos observados frente a
residuos estimados. Estos pueden indicar falta de linealidad, heterocedasticidad
(varianza no constante) y valores atipicos. También se realizaron graficos de
normalidad (q-q plot) de los residuos, que permiten contrastar la normalidad
(simetria) de la distribucion de los residuos. Se realizaron graficos de residuos frente
a variables explicativas, que permiten identificar si la falta de linealidad o la

heterocedasticidad es debida a alguna variable explicativa.

3. Principio de parsimonia:
Se aplica este principio para seleccionar un modelo, de manera que el elegido
debe ser tan simple como sea posible, es decir, que no debe contener pardmetros o
niveles de un factor que sean redundantes. El analisis de los tres principios se realiz6

utilizando el software libre R (R Core Team 2014)

Modelos Lineales Generalizados (GLM)

Para analizar el desarrollo embrionario de A. dufresnii, se estudié la
abundancia de cada estadio embrionario en relacién a los factores: tiempo,

temperatura y progenie, y se construyeron 11 modelos, cada uno con su hipdtesis

nula:

v H1: la abundancia es independiente de todos los factores.

v H2: la abundancia es dependiente del factor tiempo.

v H3: la abundancia es dependiente del factor progenie.

v H4: la abundancia es dependiente del factor temperatura.

v H5: la abundancia es dependiente del factor temperatura y progenie de forma
aditiva.

v H6: la abundancia es dependiente del factor tiempo y temperatura de forma
aditiva.

v H7: la abundancia es dependiente del factor tiempo y progenie de forma
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aditiva.

v H8: la abundancia es dependiente de la interaccién de los factores temperatura
y progenie.

v H9: la abundancia es dependiente de la interaccién de los factores tiempo y
temperatura.

v H10: la abundancia es dependiente de la interaccién de los factores tiempo y
progenie.

v H10: la abundancia es dependiente de la interaccion de los factores tiempo,

temperatura y progenie.
v H11: la abundancia es dependiente de los factores tiempo, temperatura y

progenie.

Para analizar el crecimiento larval en relacion a los factores: tiempo,
temperatura y progenie, se construyeron 12 modelos analizando la longitud del
cuerpo de la larva (LC) y 12 modelos analizando la longitud total de la larva (LT), cada

uno con su hipoétesis nula:

v H1: el largo es independiente de todos los factores

v H2: el largo es dependiente del factor tiempo

v H3: el largo es dependiente del factor progenie

v H4: el largo es dependiente del factor temperatura

v H5: el largo es dependiente del factor temperatura y progenie de forma aditiva
v Hé6: el largo es dependiente del factor tiempo y temperatura de forma aditiva

v H7: el largo es dependiente del factor tiempo y progenie de forma aditiva

v H8: el largo es dependiente de la interaccion de los factores temperatura y
progenie

v HO9: el largo es dependiente de la interaccion de los factores tiempo y
temperatura

v H10: el largo es dependiente de la interaccion de los factores tiempo y
progenie

v H10: el largo es dependiente de la interaccion de los factores tiempo,
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temperatura y progenie
v H11: el largo es dependiente de los factores tiempo, temperatura y progenie
v H12: el largo es dependiente de la interaccion de los factores tiempo,
temperatura y progenie
La presencia de aditividad indica que los factores actiian en forma conjunta

pero independiente. En cambio, la interaccién indica dependencia de los factores.

Elaboracion de un protocolo de cultivo de embriones y larvas de
Arbacia dufresnii

A partir de los resultados obtenidos en las secciones 1.1 y 1.2, y las
consideraciones técnicas que mejor se ajustaron a la especie de estudio (Ettensohn et
al. 2004; Strathmann 2014; Ettensohn 2017), se elabor6 un protocolo de cultivo para

estos organismos que sera utilizado en todo este trabajo de tesis.

Descripcion del desarrollo larval y embrionario
de Arbacia dufresnii

A partir del protocolo de cultivo elaborado, se realiz6 una fecundacién y se
describio el desarrollo embrionario y larval de A. dufresnii durante los primeros 22
dpf.

Se tomaron alicuotas desde el comienzo del desarrollo hasta el dia 22, cuando
la larva comienza a ser competente. Se fotografiaron in vivo en un microscopio de
campo claro Leica DM5200 a 20X, el cual tiene adicionado un moédulo con camara

digital y software Leica, que permite la obtencién y edicion de fotografias.

Puesto que a partir del estadio de blastula, estos organismos desarrollan cilios
y se encuentran nadando, para tomar las fotografias se utilizé una superficie cubierta

por gel de agarosa en PBS al 5%. Esta superficie permite la inmovilizaciéon de los
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organismos temporalmente y sin comprometer su supervivencia, ya que no es toxica,
y al mismo tiempo mantiene hidratados a los organismos. Ademas, permite el paso de

la luz del microscopio obteniendo imagenes de muy buena calidad (Figura 1.9)

Figura 1.9. Porta objeto con gel de agarosa con 5% MgCl2, que tiene
propiedades anestésicas, para inmovilizar y fotografiar in vivo a las larvas.
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Resultados del capitulo 1

Efecto de la concentracion de las gametas
sobre la eficiencia de la fecundacion

Los resultados obtenidos respecto al porcentaje de fecundaciéon en cada
combinaciéon de 6vulos y espermatozoides, junto a la observacion del desarrollo
embrionario al cabo de 3 h, permitié elegir la mejor combinacién posible que

garantice una fecundacidn eficiente (Tabla 1.1).

En los tratamientos con mayor cantidad de 6vulos A1, B1 y C1 (500.000
6vulos/100 ml), los porcentajes de fecundacion fueron los mas bajos y luego de 3 h, se
observé una gran cantidad de dvulos en degradacion, embriones asincrénicos y/o con
desarrollo anormal. En los tratamientos con concentraciones intermedias de dvulos
A2, B2 y C2 (50.000 6vulos/100ml) se obtuvieron porcentajes muy altos de
fecundacion, incluso con la concentracion mas baja de esperma. Sin embargo, la
observacion del desarrollo mostr6 embriones normales sélo en el tratamiento con
baja concentracion de esperma (1:100.000), y embriones anormales y asincrénicos en
los otros dos casos. En los tratamientos con baja cantidad de 6vulos A3, B3y C3 (5.000
6vulos/100 ml), los porcentajes de fecundacion fueron altos en todas las condiciones.
Al cabo de 3 h, pudieron observarse embriones sincrénicos en gran proporcion en los
estadios de cuatro y ocho células. En especial en el tratamiento con baja concentracion
de esperma se observo gran cantidad de organismos normales, y en los tratamientos
con las concentraciones alta y media de esperma se encontraron también embriones

con desarrollo anormal y células apoptéticas.

Por lo tanto, en las concentraciones alta y media de esperma utilizadas (1:1000
y 1:4000), se observo un alto porcentaje de fecundacion, pero también una gran
proporcidn de eventos de poliespermia, que puede evidenciarse por la gran cantidad
de embriones con desarrollo anormal. Asimismo, en los tratamientos con las

concentraciones alta y media de o6vulos, se observd gran cantidad de células en
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Resultados

degradacién, asincronia en el desarrollo embrionario y una coloracion ambar

presente en el medio liquido, posiblemente por la gran cantidad de sustancias

metabdlicas disueltas en el medio.

El tratamiento con la menor concentracion de esperma (1:100.000) y la menor

cantidad de 6vulos (5.000 6vulos/100 ml), mostré los mayores porcentajes de

fecundacion junto a las mayores proporciones de embriones normales y sincrénicos,

siendo éste ultimo la mejor combinacién hallada para este ensayo.

Tabla 1.1. Efecto de la concentracién de gametas sobre el porcentaje y calidad
de la fecundacion en A. dufresnii.

Concentracion

Esperma

A= 1:1000 v/v

B=1:4000 v/v

C=1:100.000 v/v

1: 500.000
ovulos /100ml
Al = 69%
Embriones anormales y
asincronicos,
Células en degradacién
Coloracion &mbar
B1=32.9%
Embriones anormales y
asincronicos
Células en degradacion
Coloracion &mbar
C1=18.9%
Embriones asincronicos,
Células en degradacién

Coloracién &mbar

Cantidad de Ovulos

2: 50.000
6vulos/100ml
A2=98%
Embriones anormales y
asincronicos

Coloracién &mbar

B2=98.4%
Embriones anormales y
asincronicos

Coloracién &mbar

C2=99.7%
Embriones normales y
anormales

Embriones asincrénicos

3:5.000
ovulos/100ml
A3=100%
Embriones
normales y

anormales

B3=100%
Embriones
normales y

anormales

C3=89%
Gran proporcion de
embriones normales

y sincrénicos
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Efecto de la temperatura y el origen parental
sobre desarrollo embrionario de Arbacia
dufresnii

En ambas temperaturas se registraron porcentajes de fecundacion
similares (ANOVA, p=0,6782) (Tabla 1.2) y de supervivencia (ANOVA, p=0,9497)
(Tabla 1.3).

Tabla 1.2. Porcentaje de fecundacion en diferentes temperaturas.

Tratamiento % Fecundacién

Total 77,26 + 26,02
12°C 73 £ 22,45
17°C 81,53 = 31,06

Tabla 1.3. Supervivencia de embriones durante las primeras 12 h en diferentes
temperaturas.

Tratamiento Supervivencia
12¢C 0,859 + 0,047
17¢C 0,879 + 0,041

La inspeccién de los datos por temperatura muestra que la abundancia de cada
estadio embrionario varia en funcién de este factor. Existe una asincronia del

desarrollo entre ambas temperaturas que se refleja en la dispersion y la abundacia

(Tabla 1.4).
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De todos los modelos analizados se seleccioné el modelo que responde a la
hipétesis 11: la abundancia de cada estadio embrionario es dependiente de los
factores tiempo, temperatura y progenie (Tabla 1.5). A pesar de que el modelo que
responde a la hipétesis 7 (Anexo, Figuras 1.15 y 1.16) es el que tiene un valor menor
de Akaike, un anadlisis detallado de los residuos permite seleccionar el Modelo 11
(Anexo, Figuras 1.17 y 1.18). De esa forma, tanto el tiempo, como la temperatura y la

progenie tienen un efecto en el desarrollo de A. dufresnii de forma aditiva (Tabla 1.6).

Tabla 1.5: Modelos propuestos para analizar las variables del desarrollo
embrionario de A. dufresnii. Resaltado en negrita se observan los modelos con el mejor
ajuste a los datos segun el Criterio de informacién de Akaike (AIC).

Modelo Akaike
H1 | Nulo 1257,17
H2 | Tiempo 1257,04
H3 Progenie 1258,25
H4 | Temperatura 1259,16
H5 | Temperatura + progenie 1257,25
H6 | Temperatura + tiempo 1258,02
H7 | Tiempo + progenie 1254,64
H8 | Temperatura x tiempo 1258,59
H9 | Temperatura x progenie 1272,47
H10 | Tiempo x progenie 1265,17
H11 | Temperatura + tiempo + progenie 1256,63
H12 | Temperatura x tiempo x progenie 1268,77
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Tabla 1.6. Parametros del modelo seleccionado Temperatura + tiempo +
progenie. Donde “***”= 0, “**”= 0,001, “*”= 0,01, “.”= 0,05. Datos obtenidos mediante
un andlisis de GLM. Se observa significancia en la temperatura de 17°C y la progenie.

Coeficientes Estimado Error Valor t Pr(>|t|)
Estandar
Intercepto 30,6972 5,1489 5,962 0,227
Temperatura 172 -0,4643 4,6101 -0,101 0,0199 ok
Tiempo -0,2366 0,1483 -1,595 0,1131
Progenie 13,022 5,69 2,289 0,0237 *

Efecto de la temperatura y el origen
parental sobre el crecimiento larval de A.
dufresnii

Andalisis de longitud total de la larva (LT)

La inspeccidn de los datos de crecimiento larval muestra que las larvas en
ambas temperaturas presentan una tendencia similar, sin embargo, a medida que los
dias pasan, las larvas con el tratamiento a mayor temperatura desarrollan una

longitud mayor (Tabla 1.7, Figura 1.10).

De todos los modelos analizados se seleccioné el modelo que responde a la
hipdtesis 12: la longitud total de la larva es dependiente de la interaccién de los
factores tiempo, temperatura y origen de la progenie (Tabla 1.8). A pesar de que los
modelos que responden a la hipétesis 8 (Anexo. Figuras 1.19 y 1.20) y 9 (Anexo.
Figuras 1.21 y 1.22) presentaron valores casi similares de Akaike, éstos son una
simplificacion del Modelo 12 (Anexo. Figuras 1.23 y 1.24). Y aunque siguiendo el

criterio de parsimonia se deberia elegir un modelo mas simple, al analizar
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detalladamente los residuos es practicamente imposible encontrar diferencias. Por lo
tanto, se eligié el modelo de menor indice Akaike que ademas incluye a los otros dos
modelos. De esa forma, tanto el tiempo, como la temperatura y el origen de la
progenie tienen un efecto en la longitud total de las larvas de A. dufresnii. Este efecto
es generado por una interaccion entre los tres factores, de los cuales la temperatura y

el origen de la progenie son significativos (Tabla 1.9).

Tabla 1.7: Longitud total (LT; en um) en larvas de A. dufresnii registrado en
funcién del tiempo en dias a dos temperaturas diferentes (12 y 17°C).

Dia Estadio LT 17°C LT 12°C

2 Pluteus 2-brazos 100 * 25 59 * 7
3 Pluteus 2-brazos 154 * 32 92 * 20
4 Pluteus 2-brazos 218 * 16 135 * 22
7 Pluteus 4-brazos 217 * 15 207 * 30
10 Pluteus 4-brazos 224 * 22 204 * 19
13 Pluteus 6-brazos 215 + 20 187 * 31
16 Pluteus 6-brazos 198 + 34 251 * 56
19 Pluteus 6-brazos 232 + 89 194 * 50
>22 | Pluteus 8-brazos 272 + 142 203 * 51
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Figura 1.10. Dispersion de la longitud total de las larvas registrada en funcién
del tiempo en dias a dos temperaturas diferentes (12 y 17°C).
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Tabla 1.8. Modelos propuestos para analizar las variables de la longitud total
de las larvas de A. dufresnii. Resaltado en negrita se observan los modelos con el mejor
ajuste a los datos segun el criterio de informacién de Akaike (AIC).

H10
H11
H12

H1
H2
H3
H4
H5
H6
H7
H8
H9

Modelo

Nulo

Tiempo

Progenie

Temperatura
Temperatura + progenie
Temperatura + tiempo
Tiempo + progenie
Temperatura x tiempo
Temperatura x progenie
Tiempo x progenie
Temperatura + tiempo + progenie

Temperatura x tiempo x progenie

Akaike

2872,23
2699,38
2840,82
2851,32
2851,32
2674,15
2699,38
2616,86
2616,86
2851,32
2617,98
2616,85

Tabla 1.9. Parametros del modelo seleccionado: Temperatura + tiempo +
progenie. Donde “***”= 0, “**”= 0,001, “*”= 0,01, “.”= 0,05. Datos obtenidos mediante
un analisis de GLM. Se observa significancia en la temperatura de 172C, en el tiempo y
en el origen de la progenie.

Coeficientes

Intercepto

Temperatura 17°

Tiempo

Progenie

Estimado Error Estandar

0,00711 0,0002678
-0,001801 0,0002897
-0,009237 0,001174

-0,013 0,000347
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Valor t Pr(>|t])

26,56 <0,00001
-6,218 <0,00001

=1, <0,00001
-3,263 0,00126

k k%

%k k
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Andalisis de la longitud del cuerpo (LC) larval

El andlisis de los datos de la longitud del cuerpo de la larva en relacién a la
temperatura y el origen de la progenie muestra que las larvas en ambas temperaturas
tienen una tendencia similar. Sin embargo, a medida que los dias pasan, las larvas
mantenidas a mayor temperatura desarrollan cuerpos mas largos, aunque este
crecimiento no es tan notorio como en el caso de la longitud total de la larva (Tabla

1.10, Figura 1.11).

De todos los modelos analizados se seleccioné el modelo que responde a la
hipétesis 12: la longitud del cuerpo es dependiente de la interaccién de los factores
tiempo, temperatura y origen de la progenie (Tabla 1.11). A pesar de que los modelos
que responden a las hip6tesis 8 (Anexo. Figuras 1.25y 1.26) y 9 (Anexo. Figuras 1.27 y
1.28) presentaron practicamente iguales indices de Akaike, éstos son wuna
simplificacion del Modelo 12 (Anexo. Figuras 1.29 y 1.30). A pesar de que bajo el
criterio de parsimonia se deberia elegir el modelo mas simple, al analizar
detalladamente los residuos es practicamente imposible encontrar diferencias. Por lo
tanto, se eligié el modelo de menor Akaike que incluye a los otros dos modelos. De esa
forma, tanto el tiempo, como la temperatura y el origen de la progenie tienen un
efecto en la longitud del cuerpo de las larvas de A. dufresnii. Este efecto es generado
por una interaccion entre los tres factores, de los cuales la temperatura y el origen de

la progenie tienen efectos significativos (Tabla 1.12).
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Tabla 1.10: Longitud del cuerpo (LC; en um) de la larva de A. dufresnii

registrado en funcién del tiempo en dias a dos temperaturas diferentes (12 y 172C).

Dia Estadio LCa1l7°C LCa12°C
2 Pluteus 2-brazos 81 + 7 67 + 6
3 Pluteus 2-brazos 99 + 11 84 + 7
4 Pluteus 2-brazos 118 + 6 92 + 7
7 Pluteus 4-brazos 122 + 12 119 + 13
10 Pluteus 4-brazos 133 + 18 118 + 14
13 Pluteus 6-brazos 125 + 20 113 + 18
16 Pluteus 6-brazos 110 + 20 142 + 28
19 Pluteus 6-brazos 142 + 41 117 + 28
>22 Pluteus 8-brazos 152 + 47 117 + 27
| L 1 1 1 112 1 1 L 1 1 1 1 1 117 1 1 1 1 I
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Figura 1.11. Longitud del cuerpo en larvas de A. dufresnii registrado en funcién

dia

del tiempo en dias a dos temperaturas diferentes (12 y 172C).
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Tabla 1.11. Modelos propuestos para analizar las variables de la longitud del
cuerpo de A. dufresnii. Resaltado en negrita se observan los modelos con el mejor

ajuste a los datos segun el criterio de informacién de Akaike (AIC).

H1
H2
H3
H4
H5
H6
H7
H8
H9
H10
H11
H12

Modelo

Nulo

Tiempo

Progenie

Temperatura
Temperatura + progenie
Temperatura + tiempo
Tiempo + progenie
Temperatura x tiempo
Temperatura x progenie
Tiempo x progenie
Temperatura + tiempo + progenie

Temperatura x tiempo x progenie

Akaike

2471,82

2306,68

2410,12

2429,93

2429,93

2294,31

2306,68

2275,02

2275,02

2306,68

2294,31

2275,02

Tabla 1.12. Pardmetros del modelo seleccionado: Temperatura + tiempo +
progenie. Donde “***”= 0, “**”= 0,001, “*”"= 0,01, “."= 0,05. Datos obtenidos mediante
un analisis de GLM. Se observa significancia en la temperatura de 172C y en el origen

de la progenie.
Coeficientes

Intercepto
Temperatura 172
Tiempo

Origen de la progenie

Estimado Error Estandar

0,009585 0,0002216
-0,0009888 0,0002632
-0,006259 0,0008956
-0,001587 0,0004294
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Valort

43,86
-3,758
-6,988
3,696

Pr(>]t])

<0,00001
0,000216
<0,00001
0,000273

%k %k
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Protocolo de cultivo de embriones y larvas
de Arbacia dufresnii

Con la informacidén obtenida en los experimentos realizados en este capitulo, se
elaboré el siguiente protocolo de trabajo. Las recomentdaciones descriptas en este
protocolo, permiten cultivar embriones y larvas de Arbacia duftresnii saludables
(Figura 1.12). Por lo tanto, en los siguientes capitulos de esta tesis las larvas, que

seran el objeto de estudio, seran cultivadas siguiendo estos pasos.

a) Individuos adultos progenitores de A. dufresnii se recolectan en las cercanias
de Punta Cuevas, en el Golfo Nuevo, Provincia del Chubut mediante buceo subacuatico,
durante la temporada de desove que abarca las estaciones de primavera y verano. Los
individuos se aclimatan a las condiciones de acuario por 24 h a 17°C, se induce el
desove de hembras y machos a partir de una inyeccion, a través de la membrana
peristomial, de aproximadamente 0.5 ml de KCL 0.5 M.

b) El agua de mar utilizada para el desove y el cultivo de embriones y larvas, es
extraida de la costa, a aproximadamente 1km de la zona de extracciéon de losadultos
progenitores. La misma es almacenada en las instalaciones del Centro Nacional
Patagonico (CENPAT), y previo a su utilizacién es filtrada con mallas consecutivas de
10pum, Spm y 1um, irradiada con lampara UV para su esterilizacidn, aclimatada a la
temperatura de utilizaciéon de 17°C y corregida a salinidad de 34 ppm.

c) Los dvulos de cada hembra se recolectan cuidadosamente sobre medio liquido,
se genera una mezcla de 6vulos en un Unico recipiente y se cuantifican con triple
conteo bajo lupa binocular utilizando una camara de Sedgewick Rafter.

d) El esperma se recolecta en seco en un Unico recipiente generando una mezcla,
la cual se conserva en hielo hasta su utilizacién a fin de preservar la viabilidad de las
gametas.

e) Para la fecundacion se colocan aproximadamente 1.000.000 de 6vulos de la
mezcla por litro de agua de mar en un recipiente esterilizado de base ancha,
preferentemente de vidrio. Se prepara una dilucion inicial de esperma en agua de mar

1:1000 v/v y se fertiliza con 10ml de la solucidén por litro de 6vulos, alcanzando una
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dilucion final de esperma en agua de mar de 1:100.000 v/v.

f) Transcurridos 30 minutos, se extrae una alicuota de 6vulos y se cuantifica el
porcentaje de fecundacion a partir de la observacién en microscopio éptico de la
formacién del cono de fecundacién y/o la membrana de fecundacién. Se utilizan sélo
las muestras que presentan como minimo 90% de fecundacién, asegurando la calidad
de los embriones obtenidos.

g) Durante las primeras 48 h, los embriones son mantenidos en agua de mar
suavemente oxigenada. Luego de las 48 h, los embriones ya se encuentran nadando y
son trasvasados a un nuevo recipiente, y ajustados a una concentraciéon de 4
individuos/ml en agua de mar filtrada y con oxigenacion continua.

h) A partir de este momento, se recambia el 50% del agua cada 72 h, y a partir de
las 96 h post-fecundacion, se alimenta a las larvas pluteus diariamente con una
mezcla de microalgas (Isochrysis galbana y Nannochloropsis oculata; concentracién: 1-

5 10 células/larva).

A

Figura 1.12. Desove y fecundacién en A. dufresnii A) Desove de una hembra
sobre medio liquido. B) Esperma de un macho en seco. C) Huevos fecundados, nétese
la membrana de fecundacién (flecha). Escala C: 100 pum.
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Descripcion del desarrollo larval y
embrionario de Arbacia dufresnii

El desarrollo embrionario y larval de A. dufresnii mostré estadios similares a
los descriptos para otras especies de equinoideos (Harvey 1956; Giudice 1986; Gilbert
2000). Los 6vulos recién desovados presentaron un color pdrpura intenso al igual que
en otras especies del mismo género, y un didmetro de 56 * 11 um. Por su parte, los
espermatozoides presentaron un largo aproximado de 70 pm. La fecundacién se
detectd por la formacién del cono de fecundacién y/o la membrana de fecundacion y
estuvo asociada a un significativo aumento del didmetro 63 + 12 pm que se mantuvo
casi constante hasta el estadio de gastrula. La segmentacion, tipicamente holoblastica
radial, pasé por los estadios de 2 células, 4 células, 8 células, y sucesivamente hasta
alcanzar el estadio mérula de 64 células, caracterizado por presentar una estructura
compacta de células. Posteriormente, en el estadio de blastula se hizo evidente la
cavidad o blastocele en el centro del embrion. Las blastulas eclosionaron de la
membrana de fecundacién y desarrollaron cilios que les permitieron nadar libremente
a las 24 h, y por lo tanto, comenzaron a ocupar el espacio de la columna de agua y se
separaron del fondo. Luego, se observaron las primeras gastrulas que se distinguieron
por la aparicion del orificio o blastoporo en el polo vegetal. Las larvas prisma
aparecieron cuando las gastrulas comenzaron a elongarse en el eje anteroposterior
otorgandoles su caracteristica forma triangular. Asimismo, se desarroll6 la banda
ciliar que rodea el perimetro de la larva y cambi6 el sentido del nado, ambas
caracteristicas pudieron observarse bajo el microscopio de campo claro. El estadio de
larva prisma se detect6 por un periodo de tiempo muy breve, y a partir de ese

momento se hizo evidente el crecimiento en el cuerpo de las larvas (Figura 1.13).

Alos 2 dpf el organismo se encontro en estadio de larva pluteus de dos brazos,
evidenciado por la aparicion de las dos pequenas protuberancias que se elongan
desde la zona ventral y que dan origen a los brazos post-orales. Otra caracteristica

importante de este periodo fue la formacion del 16bulo oral que incluye al estomodeo
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y a la parte anterior del eséfago, que junto a la maduracién del tubo digestivo, le
permitiran al organismo alimentarse a partir de los 4 dpf. El segundo par de brazos o
brazos pre-orales, comenz6 a desarrollarse desde la zona dorsal a partir de los 6 dpf,
pasando a llamarse ahora larva pluteus de cuatro brazos. Las larvas continuaron
creciendo y a los 12 dpf aparecieron los primordios del tercer par de brazos en la zona
media de la larva. Finalmente, a partir de los 21 dpf apareci6 el cuarto par de brazos a

ambos lados del extremo apical de la larva.

Desde el estadio prisma y a medida que el organismo crecid, las espiculas se
extendieron a lo largo de los brazos post-orales, pre-orales, dorsal y ventralmente

formando el esqueleto de la larva.

Otro punto destacable, es la pigmentacién que fue muy abundante en el 6vulo y
luego a lo largo del desarrollo fue reduciendo su distribucidn hasta hacerse cada vez
mas escasa. Entre los 7 y 14 dpf, la pigmentacién se concentré en los extremos de los
brazos y el extremo apical de la larva, y en los ultimos dias documentados disminuy6
hasta hacerse casi imperceptible. Por ultimo, es notable el crecimiento de la larva que
triplica su longitud total y duplica el tamafio de su cuerpo entre los 2 y 22 dpf (Figura

1.14).
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Figura 1.13. Desarrollo embrionario de A. dufresnii. Las escalas equivalen a 100 pm.
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Figura 1.14. Desarrollo larval de A. dufresnii entre los 2 y 22 dpf. Las escalas equivalen
a 100 pm.
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Discusion del capitulo 1

Si bien se han realizado gran cantidad de estudios en A. dufresnii, existen pocos
trabajos sobre el desarrollo embrionario y larval de esta especie (Bernasconi 1942,
Brogger 2005), y los mismos abarcan sélo las primeras etapas del desarrollo. Este
trabajo aporta una descripcién detallada del desarrollo embrionario y larval de A.
dufresnii, y establece una combinaciéon de condiciones de laboratorio que resultan

optimas para el cultivo de las larvas.

El desarrollo observado en A. dufresnii no difiere del descripto para otras
especies de erizos de mar (Harvey 1956; Giudice 1986; Gilbert 2000). Sin embargo, el
tamafio del 6vulo de A. dufresnii es pequeiio en comparaciéon con otras especies
(Strathmann 1987; Pearse y Cameron 1991; Foltz et al. 2004). En el ambiente natural,
el tamafio del 6vulo de los erizos de mar influye en la tasa de fecundacién, dado que
6vulos de mayor tamafio ofrecen una mayor superficie en la que los espermatozoides

pueden fecundarlos (Levitan 1991).

En condiciones controladas, los resultados muestran que con altas
concentraciones de 6vulos en un volumen fijo de agua de mar, se generan una gran
cantidad de células en degradacién y embriones asincronicos. Probablemente, esto se
deba al aplastamiento entre las células, la gran cantidad de sustancias metabolicas
disueltas en el medio y/o una fecundacién ineficaz o asincrénica. Por otra parte, la
concentracion de espermatozoides result6 determinante para una buena fecundacion.
Altas concentraciones generan poliespermia y, por lo tanto, embriones anormales que
son inviables; y muy bajas concentraciones, podrian dejar 6vulos sin fecundar o

generar asincronia (Gilbert 2000).

Este trabajo determin6 que la mejor condicion para la fecundacion se alcanzé
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con pocos dvulos por ml de agua de mar (50) y una diluciéon de espermatozoides de
1:100.000 v/v. En Strongylocentrotus droebachiensis, 1a media del didmetro del 6vulo
es de 150 pm y se describieron las fecundaciones mas altas (superiores al 80%) con
una concentraciéon de 30 6vulos/ml y con diluciones de esperma de 1:1.000.000 v/v
(Pennington 1985). En Strongylocentrotus intermedius la media del didametro del 6vulo
es de 85 um y se describieron las fecundaciones mas altas con una concentraciéon de
70 6vulos/ml y una dilucién de esperma de 1:100.000 v/v (Unuma et al. 2015). De
esta forma, en las fecundaciones bajo condiciones controladas, el nimero de 6vulos
por mililitro que garantiza un desarrollo normal pudiera tener relacién con el tamafio

del mismo.

Adicionalmente, la dilucién de esperma Optima para cada especie se ve
afectada por el tamafio del 6vulo, siendo los évulos de mayor tamafio los que
necesitan diluciones mayores de esperma con el fin de prevenir la poliespermia. A
pesar de que la limitaciéon de esperma puede generar una disminucién en la tasa de
fecundacidn, el exceso de espermatozoides no es recomendable, y es necesario un
ensayo preliminar para hallar una concentracién que permita obtener embriones
normales y en grandes cantidades. En este trabajo la dilucién utilizada de 1:100.000
v/v, fue suficiente para garantizar una fecundacién eficiente y prevenir la

poliespermia.

Arbacia dufresnii es una especie que tiene una amplia distribucidn, presente
tanto en el Océano Atlantico Sur como en el Océano Pacifico Sur (Brogger et al. 2013).
Su distribucion y batimetria indican que las larvas y adultos habitan aguas con una
variabilidad muy grande de temperatura, salinidad, disponibilidad de alimento y otros
factores externos. Por lo tanto, es muy probable que la especie presente estrategias
para que sus larvas y embriones puedan desarrollarse en amplio abanico de

condiciones.

A pesar de su pequeiio tamafio y en relacién con otros equinoideos, los 6vulos
de A. dufresnii presentan altos contenidos de lipidos, en especial lipidos de reserva

energética (Diaz de Vivar, com. personal), esta caracteristica podria permitirle
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sobrevivir y desarrollarse a los embriones y larvas ain con poco alimento. La
coloracion de los 6vulos indica la presencia de altas concentraciones de pigmentos
carotenoides y equinocromas que podrian protegerlos de la radiacion solar mientras
se encuentran en la columna de agua. Si bien existen pocos estudios que evalian los
factores de dispersion de las larvas de erizos de mar, la supervivencia y el tiempo de

permanencia en la columna de agua son de los mas importantes (Metaxas 2013).

La rapida eclosion del embridn permite el desarrollo de una larva que puede
alimentarse rapidamente e incrementar sus posibilidades de sobrevivir. Se ha
descripto que la tasa de crecimiento larval se encuentra afectada por distintos
factores abidticos como la temperatura, la salinidad, el pH, la radiacién solar, y la
disponibilidad de alimento, entre otros, siendo este ultimo uno de los mas
importantes (Metaxas 2013). En este trabajo se mantuvieron condiciones similares a
las encontradas en el ambiente durante la primavera y el verano, por lo tanto, se

espera que en la naturaleza se produzca un desarrollo con caracteristicas similares.

Las larvas se alimentan de diferentes especies fitoplanctonicas (Strathmann
1971) que son atrapadas y dirigidas hacia la zona oral mediante el uso de los cilios
presentes a lo largo de su perimetro (Hart 1991). Durante el verano es frecuente la
presencia de floraciones de fitoplancton en el Golfo Nuevo (Pastor y Bala 1995). Es
posible que este evento provea alimentacidn a las larvas e incremente su probabilidad
de supervivencia. El largo de brazos de las larvas se relaciona con la disponibilidad de
alimento en el ambiente (Fenaux et al. 1994), y a pesar de que es muy dificil
determinar la cantidad de alimento disponible en el ambiente natural, se ha descripto
que en situaciones de enriquecimiento la metamorfosis se acelera y los brazos son

mas cortos (Paulay et al. 1985; Fenaux et al. 1994).

En este trabajo, los tiempos del desarrollo embrionario y larval no difieren de
los encontrados en la bibliografia para este género, sin embargo, ain no se conoce si
son los mismos que en la zona de muestreo. Para corroborar esto, seria necesario
realizar muestreos de zooplancton regulares para monitorear el desarrollo en

condiciones naturales. Kino (2010) realizé un trabajo con estas caracteristicas en la
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Isla de Chiloé en Chile y encontr6 que en comparaciéon con la cantidad de larvas de 2 y
4 brazos halladas, la proporcidn de larvas de A. dufresnii que lograban pasar al estadio
de 8 brazos era muy pequefio y ain menor era el porcentaje de larvas competentes.
Estos resultados indican que la tasa de supervivencia fue muy baja en esta poblacién o
que la dispersion de estas larvas hacia otros sitios fue muy alta. Los factores asociados
con esta dispersion aun se desconocen, sin embargo, se considera que los frentes
costeros, los remolinos y otros factores marinos afectan esta dispersion (Metaxas

2013).

Sin duda, la temperatura es uno de los factores mas importantes que controla
la distribucion de los equinodermos (Byrne et al. 2011). La fecundacién y la
embriogénesis son puntos clave en el ciclo de vida de cualquier organismo y, la
temperatura juega un rol fundamental en esta etapa (Byrne et al. 2011). La
termotolerancia en la fecundacién del erizo de mar y el desarrollo temprano es
transmitida por factores maternos. Existe una fuerte evidencia de que la historia
térmica de los adultos progenitores, particularmente la aclimatacién materna, influye
en la tolerancia térmica de la fecundacién y el desarrollo de su descendencia debido a
la plasticidad fenotipica adaptativa con respecto a las temperaturas predominantes
(O’Connor y Mulley 1977; Fujisawa 1989, 1995; Johnson y Babcock 1994). Los
factores maternos, son impresos de acuerdo a la temperatura de los ovarios (Fujisawa
1995; Yamada y Mihashi 1998) y potencialmente pueden incluir proteinas protectoras
de choque térmico (Sconzo et al. 1997). Las temperaturas elegidas para este estudio
coinciden con las temperaturas en que se encuentran normalmente los individuos
durante la época de desove, por lo que no generarian un factor de estrés extremo,

como se observo en estudios previos (Bernasconi 1942, Brogger 2005).

La temperatura puede tener efectos positivos o negativos sobre los procesos
fisiolégicos y, por lo tanto, afectar la supervivencia o el fitness de un organismo
(Portner y Farrell 2008). En general, un incremento en la temperatura del agua de
mar genera un aceleramiento del desarrollo y de la tasa de crecimiento larval (Staver
y Strathmann 2002; O’Connor et al. 2007; Sheppard Brennand et al. 2010; Byrne y

Przeslawski 2013), y A. dufresnii no es la excepcion. En esta especie, la temperatura
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tuvo un efecto clave tanto en el desarrollo embrionario como en el crecimiento larval.
Los 6vulos mantenidos a 17°C presentaron un desarrollo embrionario mas acelerado
y un mayor crecimiento en las larvas, y esto probablemente tenga implicancias
ecologicas. A principios de primavera, los florecimientos de fitoplancton son mas
prolongados que a finales del verano (Esteves et al. 1981, 1992), por lo tanto, las
larvas en primavera tendrian disponibilidad de alimento durante mas tiempo, lo que
correlaciona con su desarrollo mas lento a 12°C, y una corta disponibilidad de
alimento en verano que coincide con un desarrollo mas rapido a 17°C. En términos de
cultivo para usos de laboratorio, una temperatura de 172C genera menos dificultades

técnicas haciendo que sea mas facil producir larvas saludables y con baja mortalidad.

Adicionalmente, en los andlisis realizados con GLM, no se encontré que la
temperatura por si sola sea la responsable de las diferencias entre los tratamientos,
sino que tanto el tiempo, como la temperatura y el origen maternal de la progenie
actian de manera aditiva durante el desarrollo embrionario. Es decir, que estos
factores afectan al resultado final pero de manera independiente entre si. El
desarrollo larval, se encuentra influenciado por los mismos factores, pero en este caso

existe una interaccion entre ellos, es decir, que son dependientes entre si.

Sin tener en cuenta el factor tiempo, dado que es natural que afecte al
crecimiento, es interesante el efecto del origen maternal de la progenie. En estos
experimentos, se mantuvieron separados los évulos provenientes de las distintas
hembras, lo que permiti6 determinar el efecto parental materno. Se ha descripto que
el estado nutricional de los adultos reproductores afecta a su desarrollo gonadal
(Ebert 1968; Vadas 1977; Thompson 1983; Keats et al. 1984; Lemire y Himmelman
1996; Walker y Lesser 1998; Rubilar et al. 2016) y por lo tanto, en el caso de las
hembras a la produccidon de 6vulos. Los embriones y larvas tempranas para poder
desarrollarse correctamente utilizan las reservas de su vitelo durante el periodo
denominado alimentacién facultativa (Byrne et al. 2008). En los erizos de mar, el
vitelo estd compuesto en gran parte por glicoproteinas como la MYP y por lipidos que
se sintetizan durante la gametogénesis (Sewell 2005; Prowse et al. 2009; Walker et al.

2013). El estado nutricional en la hembra produce un efecto transgeneracional, es
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decir, que la historia de la generacién parental modela el fenotipo de su descendencia
(Marshall 2008; Bonduriansky y Day 2009). Hembras con un buen estado nutricional
probablemente generen évulos con gran cantidad y calidad de vitelo, que luego
permitan una alimentacién facultativa suficiente hasta que las larvas puedan
alimentarse por si solas. Este hecho tiene grandes implicancias ecoldgicas y
evolutivas, dado que muy probablemente las reservas nutricionales almacenadas en
los 6vulos influencien la supervivencia de las larvas. Por lo tanto, aquellas larvas
provenientes de 6vulos con pocas reservas, que no llegan a suplir el periodo de

alimentacién facultativo, muy probablemente no logren sobrevivir.

Pero, ;por qué en el periodo del desarrollo embrionario los factores actian en
forma aditiva mientras que en el periodo del desarrollo larval hay interacciéon? Muy
probablemente esto tenga que ver con que durante el desarrollo embrionario, el
embriéon depende exclusivamente de las reservas que posee en su vitelo y de las
condiciones abidticas mdas determinantes. Por lo tanto, los factores enddgenos
(nutrientes) y exégenos (temperatura) actian de forma simultanea pero no dependen
uno de otro. Este tipo de efectos aditivos observados en este trabajo en A. dufresnii,
también se han observado en otras especies (Byrne et al. 2009). Durante el desarrollo
larval, si tenemos en cuenta que las larvas se encuentran constantemente expuestas a
una variedad de estresores abidticos y bidticos y que a su vez tienen la impronta de la
historia de vida del embrién, no es de extrafiar que los factores analizados sean
dependientes entre si. La historia de vida parental determina la cantidad y calidad de
nutrientes que recibid el embridn, y el desarrollo de este embrién determina el estado
general de la larva obtenida. Ese embrion se desarrolla a una temperatura que hace
que sea mas rapido o lento el proceso, y por tanto, que tenga mas o menos nutrientes
de reserva, hecho que luego determina que la larva pueda alimentarse rapidamente o
no. Ademas, dado que la temperatura influencia la velocidad de las reacciones
enzimaticas de la larva, entre ellas el metabolismo y la digestion; a mayores
temperaturas su metabolismo probablemente se incremente y pueda tener una mayor

tasa de crecimiento y desarrollo.

Con la finalidad del cultivo en el laboratorio, conocer el efecto de estos factores
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es fundamental. Para poder alcanzar los siguientes objetivos planteados en esta tesis,
es indispensable obtener larvas saludables que sean representativas de la poblacion
de estudio. De esta forma, el conocimiento de la concentraciéon de gametas a utilizar
para una fecundacion eficiente, la temperatura mas adecuada para obtener un rapido
desarrollo embrionario y larval, y el conocimiento del fuerte efecto parental de la
descendencia, permitieron desarrollar un protocolo de fecundaciéon y cultivo de
embriones y larvas éptimo para el desarrollo experimental de las siguientes partes de

esta tesis.
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Conclusiones del capitulo 1

El desarrollo embrionario y larval de Arbacia dufresnii es similar al desarrollo
de otras especies de equinoideos, sin embargo, no existia hasta la fecha una
descripcion detallada de la misma. Los datos obtenidos en este trabajo sirven de base

para futuros trabajos de investigaciéon enfocados en larvas.

Fue posible encontrar una concentraciéon de gametas dptima para lograr una

fecundacion eficiente en condiciones de laboratorio.

El desarrollo embrionario y larval se ven afectados significativamente por la
temperatura, el tiempo y el origen de la progenie. En los embriones estos factores
tienen un efecto aditivo, mientras que en el crecimiento larval hay interacciones entre
éstos. El origen de los 6vulos, influencia fuertemente el desarrollo de cada progenie. El
tratamiento con mayor temperatura presenté un desarrollo embrionario y larval

acelerado.

La informacion obtenida en este capitulo, se utiliz6 para desarrollar un
protocolo sencillo para la fecundaciéon y el cultivo de embriones y larvas de A.

dufresnii.
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mediante analisis bioinformatico
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Introduccion del capitulo 2

La bioinformatica es una disciplina que surge a partir de los primeros analisis
computacionales de secuencias de ADN y proteinas, como una interaccion entre la
biologia y las ciencias de la computacion (Goémez-Merino et al. 2010). Tiene como
principales objetivos el manejo y analisis de grandes cantidades de datos, producidos
por las nuevas tecnologias en biologia molecular, como la gendémica, la
transcriptomica y la proteémica (Gomez-Merino et al. 2010). En este campo de la
investigacion se han desarrollado herramientas que permiten, por ejemplo, la
busqueda y el andlisis de secuencias de ADN, ARN y proteinas, la predicciéon de la
estructura tridimensional de estas moléculas, alineamientos multiples de secuencias,
el disefio de arboles filogenéticos por distintos métodos, e incluso la correccion de

posibles errores de secuenciacion, entre muchos otros usos (Xiong 2006).

Una de las aplicaciones mas relevantes en esta disciplina, surge del interés en
conocer la evoluciéon de los organismos cordados. En las tultimas décadas, se ha
impulsado el estudio de organismos emparentados a los cordados y menos conocidos,
como son los invertebrados deuterostomados (Lowe et al. 2003; Holland et al. 2004).
Estos estudios permiten conocer como se expresan y actian ciertas moléculas que son
capaces de determinar patrones complejos de organizacién en el desarrollo del

sistema nervioso, tanto en los estadios larvales como en adultos (Burke et al. 2006a).

En este capitulo se analizard la sefalizacion de la famiia de factores
neurotréficos GFLs (Glial cell-line derived neurotrophic Factors Ligands) y su cascada
intracelular con el fin de detectar proteinas que pudieran verse afectadas por la

activacion de este complejo y que se encuentren conservadas a lo largo de la filogenia.
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El estudio de las secuencias proteicas

Las proteinas pueden agruparse de acuerdo a la similitud en su secuencia o en
su estructura. La clasificaciéon permite predecir las funciones de nuevas proteinas
pertenecientes a un grupo, por comparacion con las funciones conocidas del resto del
grupo. Las proteinas de distintos organismos que presentan muy alta similitud en sus
secuencias se consideran homoélogas, es decir, que poseen un ancestro comun, y se
caracterizan por presentar estructuras y funciones similares (Bork y Koonin 1996).
Estas macromoléculas pueden clasificarse de acuerdo a las Familias a las que
pertenecen, es decir, que comparten un origen evolutivo comun a partir del cual luego
se han diversificado dentro del genoma, de acuerdo Dominios que contienen, o de

acuerdo a los Motivos que poseen (Attwood y Parry-Smith 1999; Xiong 2006).

Un motivo proteico es una secuencia corta muy conservada, generalmente de
alrededor de 20 aminodacidos. Suele encontrarse en una zona especifica de la proteina
y se la asocia a una determinada funcién. Un dominio proteico también es una
secuencia muy conservada pero con independencia funcional y estructural, y con una
extension mayor que suele encontrarse entre los 40 y 700 residuos aminoacidicos.
Debido a su funcionalidad, los motivos y dominios estan mas conservados que otras
regiones de una proteina, y tienden a evolucionar como unidades, las cuales pueden
duplicarse, perderse o insertarse en otra region del genoma (Xiong 2006). Las
diferentes combinaciones de motivos y dominios dan origen a la gran variedad de
proteinas encontradas en la naturaleza. Por lo tanto, la identificaciéon de éstos en una
secuencia aminoacidica puede dar informacién muy valiosa respecto de su funcién y
de su identificacién dentro de una familia, e incluso pueden ser utilizados para
identificar proteinas homodlogas a lo largo de la evolucién (Attwood y Parry-Smith

1999; Xiong 2006).

Sin embargo, las proteinas homologas presentan distintos grados de

divergencia, por lo que la comparacion de sus secuencias no siempre presenta un alto
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grado de similitud. Las firmas proteicas son expresiones que identifican a una
proteina dentro de un grupo homdlogo. Estas expresiones representan una secuencia
0 zona consenso para dicho grupo de proteinas homdlogas. Por lo tanto, pueden ser

una mejor estrategia para detectar proteinas homologas divergentes (Xiong 2006).

La construccion de una firma proteica comienza con un alineamiento de las
secuencias aminoacidicas en donde se analizan las secuencias completas, los dominios
de las mismas, o los motivos proteicos. Con esta informacién se generan distintos
tipos de firmas, entre ellas el patron consenso, o firmas mas complejas como un
perfil, una huella o un modelo oculto de markov (HMMs por sus siglas en inglés),

que se obtienen a partir de analisis estadisticos mas profundos (Xiong 2006).

El analisis de los motivos proteicos de proteinas homdlogas, permite encontrar
un patron consenso de pequefio tamafio, el cual luego puede escribirse de forma
generalizada en una expresion regular (Xiong 2006). En una expresion regular
cuando una posicién se encuentra restringida a un s6lo aminoacido conservado, se
indica dicho aminoacido con su cédigo de letra Unico. Cuando en una posicién se
encuentran mas de una alternativa de aminoacido conservado, estos residuos se
indican dentro de corchetes. Si en determinada posicion se excluye cierto aminoacido,
éste se coloca dentro de una llave. Los residuos no especificos o no conservados se
representan con la letra X. Si un elemento se repite, se indica el niumero de
repeticiones entre paréntesis. Por ultimo, cada posicidn se separa por guiones (Xiong

2006).

Durante un anadlisis, estas expresiones pueden hacerse coincidir estrictamente
con cada secuencia o pueden compararse con cierta flexibilidad; en ambos casos
existen limitaciones. Por un lado, la falta de flexibilidad puede conducir a falsos
negativos, excluyendo secuencias homologas divergentes. Por el otro lado, el exceso
de flexibilidad puede dar lugar a falsos positivos. Las bases de datos PROSITE
(www.expasy.ch/prosite/), PRINT-S (http://130.88.97.239/dbbrowser/sprint/), y
Pfam (http://pfam.xfam.org) son algunos de los sitios en donde pueden hallarse

expresiones regulares y otras firmas para proteinas caracterizadas.
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El complejo GFLs/GFRa/RET

El Factor Derivado de las Células Gliales (GDNF) (Durbec et al. 1996a; Trupp et
al. 1996), Neurturin (NRTN) (Kotzbauer et al. 1996), Artemin (ARTN) (Baloh et al.
1998b) y Persephin (PSPN) (Milbrandt et al. 1998) constituyen la familia de factores
neurotro6ficos GFLs (Ligandos de la Familia de Factores Neurotroficos Derivados

de las Células Gliales).

Los GFLs son un pequefio subgrupo dentro de la superfamilia de los TGF-$3. A
pesar de su baja homologia en la secuencia aminoacidica, estas moléculas contienen
siete residuos de cisteinas espacialmente ubicados en los mismos sitios que otros
miembros de la superfamilia. Esta configuracion les permite adquirir una
conformacién tridimensional similar a los demas miembros y también funciones

relacionadas (Airaksinen y Saarma 2002).

Al igual que otras proteinas de secrecidn, los GFLs son sintetizados en forma de
precursores preproGFL. Una vez secretados, la sefial es clivada dejando libre a la
molécula proGFL. Por ultimo, estos factores adquieren su forma madura y funcion
como GFL, luego de un clivaje proteolitico. En su forma madura, los GFLs son
pequefias proteinas que presentan un unico dominio TGF-f (Airaksinen y Saarma
2002) el cual se ajusta a la expresion regular [LIVM]-x(2)-P-x(2)-[FY]-x(4)-C-x-G-x-C
bajo el codigo PS00250 de PROSITE (Figura 2.1).

En el espacio extracelular los GFLs parecen unirse a los proteoglicanos de la
matriz extracelular, esta caracteristica podria restringir su difusiéon y aumentar en

forma local su concentraciéon (Hamilton et al. 2001).
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GFL
1 211

Pre|] Pro TGFB

Figura 2.1: Estructura de la familia de proteinas GFL. Se indica la sefial de
secrecion Pre, el fragmento Pro que debe ser clivado para la activacion del ligando, y la
posicion del dominio funcional TGF-f3. Los nimeros indican la cantidad aproximada de
residuos aminoacidicos.

Los GFLs ejercen sus efectos mediante la unién a sus receptores especificos
GFRa (Receptores de la Familia de Factores Neurotroficos Derivados de las
Células Gliales) y la posterior activacion del Receptor Tirosina Quinasa RET. Los
GFRa se encuentran normalmente anclados en la cara externa de la membrana
plasmatica por un Glicosil fosfatidil inositol (GPI). Sin embargo, también se han
encontrado formas solubles del receptor, posiblemente producidas por la accién de

una fosfolipasa o proteasa que cliva dicha regién (Paratcha et al. 2001).

Se han descripto cuatro GFRa, cada uno con mayor afinidad a uno de los cuatro
GFL. GDNF se une a GFRal, NRTN se une a GFRa2, ARTN se une GFRa3 y PSPN se une a
GFRa*, y ademas existe cierta actividad cruzada entre algunos ligandos y receptores
(Baloh et al. 1997; 1998a; Buj-Bello et al. 1997; Jing et al. 1996; Klein et al. 1997;
Masure et al. 2000; Naveilhan et al. 1998; Sanicola et al. 1997; Trupp et al. 1998).

En mamiferos, la proteina GFRa tiene una extension de aproximadamente 468
aminodacidos. Su secuencia tiene variaciones a lo largo de la evolucién pero presenta
tres dominios D1, D2 y D3 que se encuentran mas conservados. Estos dominios son
ricos en cisteina y estan involucrados en la interaccién con su ligando especifico
(Airaksinen et al. 2006) (Figura 2.2). Esta proteina tiene una firma proteica de 3
elementos bajo el cédigo PR01317 de PRINT-S, la cual se construyé a partir de un
alineamiento inicial con 9 secuencias, y los motivos se identificaron analizando las

regiones conservadas del alineamiento completo.
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GFRal
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Figura 2.2: Estructura de la familia de proteinas GFRa. Se indican los tres
dominios ricos en cisteinas D1, D2 y D3, y la region Glicosil fosfatidil inositol (GPI) de
anclaje a la membrana plasmatica. Los nimeros indican la cantidad aproximada de
residuos aminoacidicos.

La proteina RET es un receptor de membrana con una secuencia de
aproximadamente 1016 aminoacidos. Presenta tres regiones funcionales, una regiéon
extracelular conformada por cuatro dominios ricos en cadherinas (CLD1-4), y una
zona de unién al CaZ*; un paso simple transmembrana; y un domino intracelular con

actividad tirosina quinasa (Figura 2.3).

Los dominios caderina siguen la expresion regular [LIV]-x-[LIV]-x-D-x-N-D-
[NH]-x-P bajo el codigo PS00232 de PROSITE, y el dominio tirosina quinasa la
expresion: [LIV]-G-{P}-G-{P}-[FYWMGSTNH]-[SGA]-{PW}-[LIVCAT]-{PD}-x-
[GSTACLIVMFY] -x(5,18)-[LIVMFYWCSTAR] -[AIVP]-[LIVMFAGCKR]-K, bajo el cédigo
PS00107 de PROSITE.

RET
1 1016

[ el co2 [J] a3z [ cioa | [tm[ [ TirosinaQuinasa | |

Ca 2+

Figura 2.3: Estructura de la proteina RET. Se indican los cuatro dominios ricos
en cadherinas CLD1-4, la zona de unién al Ca*?, el paso transmembrana TM y el
dominio Tirosina Quinasa. Los nimeros indican la cantidad aproximada de residuos
aminoacidicos.

Una vez en el espacio extracelular, los GFLs maduros y solubles
homodimerizan y pueden unirse a su GFRa especifico, el cual también dimeriza en
respuesta a esta uniéon. Posteriormente, el complejo GFL-GFRa se une al dominio

extracelular de RET, induciendo la homodimerizacion de este ultimo. Este evento
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produce la autofosforilacién de su dominio intracelular tirosina quinasa y la
consecuente activacién e inicio de la transduccién de sefiales (Airaksinen et al. 1999,

2006).

En términos generales, la fosforilacion de RET activa las vias de Ras/MAP
kinasa, PI3 kinasa/AKT, fosfolipasa C gama (PLCg), Srcy c-Jun N-terminal Kinasa
(JNK) (Fielder et al. 2018) (Figura 2.4). Estas cascadas de sefializacion actiian sobre
multiples procesos celulares. En los vertebrados, la activacion de este complejo
cumple un rol crucial durante el desarrollo modulando la supervivencia celular, la
proliferacién, la diferenciacion, la migraciéon, la ramificacién, la quimiotaxis y el
mantenimiento de varias poblaciones de neuronas (Airaksinen et al. 1999; Airaksinen

y Saarma 2002; Fielder et al. 2018).

Adicionalmente, se han descripto otros receptores para GDNF con capacidad de
sefalizacion como la molécula de adhesion neural NCAM y el Proteoglicano Heparan
sulfato syndecan-3. NCAM se une a GFRa y actia independientemente de RET,
regulando la adhesion celular, permitiendo el crecimiento axonal, la plasticidad
sindptica y la migraciéon celular (Paratcha et al. 2003) (Figura 2.4). Syndecan-3,
facilita la activacion de RET por los GFLs y promueve el crecimiento neuritico y la

dispersion celular (Bespalov et al. 2011).

Por otra parte, se han descripto efectos antagdnicos producidos por la union de
RET a GAS1 (growth arrest specific gene 1). Esta proteina es estructuralmente similar
a la familia de receptores GFRa y puede unirse y regular la actividad de transduccion
de sefiales de RET (Cabrera et al. 2006). Dependiendo de la expresidon espacio
temporal de GAS1 durante el desarrollo, este factor genera efectos diferentes tales
como la inhibicién del crecimiento, la inhibicién de la proliferacién o la induccién de la

apoptosis (Schueler-Furman et al. 2006).
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Figura 2.4: Esquema de la activacion del complejo GFLs/GFRa/RET y
GFLs/GFRa/NCAM vy la activaciéon de sus principales cascadas intracelulares. GDNF
(Factor Derivado de las Células Gliales), NRTN (Neurturin), ARTN (Artemin) y PSPN
(Persephin) constituyen la familia de factores neurotréficos GFLs (Ligandos de la
Familia de Factores Neurotroficos Derivados de las Células Gliales); GFRoal#
(Receptores de la Familia de Factores Neurotroficos Derivados de las Células Gliales);
RET (Receptor Tirosina Quinasa); NCAM (molécula de adhesién neural), Ras/MAPK
(Mitogen-Activated Protein Kinases); PI3K/AKT (fosfatidilinositol 3-kinasa Clase 1);
PLCy (fosfolipasa C gama); Src (tyrosine-protein kinase Src). Tomado de Alsina

(2015).
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Proteinas de accion apoptotica: Bcl-2 y Bax

Las proteinas de la familia Bcl-2 son conocidas por su funcidén en la regulacion
de la apoptosis o muerte celular programa (Adams y Cory 2007). En respuesta a
ciertos estimulos, estas proteinas regulan la liberacién del Citocromo C desde las
mitocondrias. Una vez en el citoplasma, el Citocromo C se une a la proteina APAF-1, y
da inicio a la formacién del complejo apoptosoma que activa a las caspasas e inicia el

proceso de apoptosis (Kale et al. 2017).

Las proteinas de la familia Bcl-2 estan conservadas evolutivamente y presentan
una extension de entre 200 y 220 aminoacidos y dominios BH homoélogos. Algunos
miembros ademas poseen dominios transmembrana en su extremo C-terminal que les
permiten anclarse a la membrana mitocondrial (Youle y Strasser 2008). Estas
proteinas presentan al menos uno de los cuatro dominios proteicos BH
caracteristicos: BH1, BH2, BH3 y BH4, los cuales son cruciales para su funcionalidad
(Youle y Strasser 2008). De acuerdo a la funcién y la presencia de éstos, las proteinas

Bcl-2 pueden clasificarse en tres grupos (Figura 2.5).

El grupo con los cuatro dominios BH en su estructura posee funciones anti-
apoptoéticas, y sus miembros son Bcl-XL y Bcl-2. Estas proteinas se localizan en la
membrana mitocondrial externa (Bcl-XL) o en otras membranas intracelulares (Bcl-2)
y su principal funcién es inhibir la actividad de las proteinas pro-apoptdticas (Polcic et
al. 2015). El grupo con tres dominios BH (BH1, BH2 y BH3) tiene funciones pro-
apoptoticas y sus miembros son Bax y Bak. Estas proteinas son esenciales para la
permeabilizacién de la membrana mitocondrial que posibilita la liberacién del
Citocromo C al citoplasma. En ausencia de sefial apoptdtica, éstas proteinas se
encuentran inactivas en forma de mondémeros en el citoplasma o en la membrana
externa mitocondrial (Polcic et al. 2015). El tercer grupo de esta familia posee s6lo el
dominio BH3 y sus funciones son pro-apoptodticas. En respuesta a la sefial de

activacion, estas moléculas son activadas mediante una modificacion post-
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traduccional y posteriormente translocadas a la mitocondria donde ejercen sus
funciones induciendo la translocacién de Bax, la oligomerizacién de Bax o Bak en las
membranas mitocondriales y la consecuente liberaciéon del Citocromo C desde la

mitocondria al citoplasma (Polcic et al. 2015).

GDNF fue descripto inicialmente como un potente factor capaz de prevenir la
neurodegeneracion en las neuronas dopaminérgicas del cerebro medio en ratas (Lin
et al. 1993). Posteriormente, se determin6 que los efectos anti-apoptdticos de GDNF
se debian a una regulaciéon positiva sobre las proteinas Bcl-2 y Bcl-XL (Sawada et al.
2000), una inhibicién de la translocacion de Bax a las mitocondrias (Ghribi et al.
2001), una inhibicién de la actividad de la caspasa-3 y una supresion de la expresion
de otros genes relacionados al estrés celular (Li et al. 2007). Estos efectos son
mediados por la via PI3K, una de las rutas metabolicas activadas por el complejo
GFLs/GFRa/RET, ya que se demostré que el tratamiento con LY294002, un inhibidor
especifico de PI3K, anula los efectos protectores de GDNF sobre la apoptosis (Sawada

et al. 2000; Steinkamp et al. 2003).
Los Patrones Consenso para cada dominio son:

BH1: [LVMENQ]-[FTLS]-x-[GSDECQ]-[GLPCKH]-x(1,2)-[NST]-[YW]-G-[RK]-[LIV]-
[LIVC]-[GAT]-[LIVMF](2)-x-F-[GSAEC]-[GSARY]

BH2: W-[LIM]-x(3)-[GR]-G-[WQ]-[DENSAV]-x-[FLGA]-[LIVFTC]

BH3:  LIVAT]-x(3)-L-[KARQ]-x-[IVAL]-G-D-[DESG]-[LIMFV]-[DENSHQ]-[LVSHRQ]-
[NSR]

BH4: [DS]-[NT]-R-[AE]-[LI]-V-x-[KD]-[FY]-[LIV]-[GHS]-Y-K-L- [SR]-Q-[RK]-G-[HY]-x-
[CW]
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Familia Bcl-2
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Figura 2.5: Estructura de la familia de proteinas Bcl-2. Se indica la presencia y
posicién de los dominios BH1-4 y el dominio transmembrana TM. Tomado y
modificado de Polcic et al. (2015).

TRPa: Receptor de Potencial Transitorio A

Los Receptores de Potencial Transitorios (TRP Transient receptor
potential cation channel) son una superfamilia de canales catiénicos que se
encuentran presentes en la membrana plasmatica de todos los eucariotas, desde las
levaduras hasta los mamiferos (Clapham 2003). Estos canales, son capaces de
responder a multiples estimulos sensoriales como la temperatura, el tacto, el dolor, la

osmolaridad, las feromonas, el gusto, etc. (Clapham 2003).

Existe gran cantidad de evidencia que indica que los mecanismos de termo
sensacién se encuentran altamente conservados en la filogenia y asociados a la familia

de proteinas TRP (Caterina 2006). En mamiferos, el canal TRPal, miembro de la
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familia TRP, ha sido asociado a la captacion de estimulos térmicos nocivos, los cuales
son activados también por sustancias irritantes y algunos péptidos inflamatorios
(Viana et al. 2002; Bandell et al. 2004; Doerner et al. 2007). También se han
identificado canales TRP sensibles a la temperatura en invertebrados, y se ha
demostrado que su ablacién genética altera el comportamiento frente a los cambios
en la temperatura del ambiente (Tracey et al. 2003; Rosenzweig et al. 2005). En larvas
del equinodermo Patiria pectinifera, se ha caracterizado el receptor PpTRPA1,
perteneciente a esta familia, que participa de la respuesta comportamental de

termotaxis positiva (Saito et al. 2017).

En estudios realizados en ratones adultos, se identificaron dos grandes
poblaciones de neuronas cutaneas con funciones de nocicepciéon (Molliver et al. 1995;
Priestley et al. 2002). En una de estas poblaciones se expresa el receptor RET (Luo et
al. 2007), y se ha demostrado que la activaciéon del complejo GDNF/GFRa/RET es
condicidn necesaria para la expresion de ciertos genes especificos, entre los que se
encuentra la proteina TRPa y cuya expresion es eliminada o reducida en los modelos
de animales mutantes con ausencia de la proteina RET (Patapoutian et al. 2003; Luo et

al. 2007).

Los canales TRP son permeables a cationes monovalentes como el Na* y al
cation bivalente Ca2* (Clapham 2003; Patapoutian et al. 2003; Voets y Nilius 2003;
Alexander et al. 2011). La proteina TRPal del Homo sapiens tiene una extensiéon de
1119 aminoacidos, posee seis dominios transmembrana y sus regiones N- terminal y
C- terminal orientadas hacia la zona intracelular (Liao et al. 2015). Cada dominio esta
compuesto por repeticiones en tindem de 33 aminoacidos del motivo Anquirina (ANK
por sus siglas en inglés). Los dominios ANK se encuentran en una gran cantidad de
proteinas en particular en células eucariotas y funcionan como sitios de interaccion
proteicos. Dos de los seis dominios ANK forman el poro central del canal y los demas
forman un tetramero que rodea a dicho poro (Herrera et al. 2008). El perfil proteico
de estos dominios se encuentra bajo el cédigo PS50088 de PROSITE. Ademas, la

proteina posee un dominio de unién al calcio que sigue el patrén consenso D-{W}-
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[DNS]-{ILVFYW}-[DENSTG]-[DNQGHRK]-{GP}-[LIVMC]-[DENQSTAGC]-x(2)-[DE]-
[LIVMFYW].

En el extremo C-terminal esta proteina presenta una estructura de hélice
superenrollada, que se cree que esta involucrada al anclaje al inositol polifostato

necesario para una 6ptima actividad del canal (Paulsen et al. 2015) (Figura 2.6).

TRPa
1119

1
[T ANk TIEANKTT ank [T ank T ank [T ank [ | canalionico | ]

Hélice
superenrollada

Figura 2.6. Estructura de la proteina TRPa. Se indican los seis dominios ANK, la
zona que forma el canal idnico, y la regién de hélice superenrollada. Los numeros indican
la cantidad aproximada de residuos aminoacidicos.

Syt1: Sinaptotagmina 1

Las Sinaptotagminas (Syt) son una familia de proteinas sensibles al CaZ2*
involucradas en la exocitosis de vesiculas con neurotransmisores (Stidhof 2002). Estas
proteinas tienen un dominio transmembrana en su extremo N-terminal que les
permite anclarse a las membranas de las vesiculas, y dos dominios C2 (C2A y C2B) que
en presencia de Ca2* interaccionan con diversos complejos de la membrana
plasmatica y median la fusién de la vesicula facilitando la exocitosis (Stidhof 2002;

Schwarz 2004) (Figura 2.7).

Existen 17 isoformas diferentes de Syt en humanos y en roedores, y la mayoria
se expresa en el tejido neural. Las isoformas Syt1 y Syt2 estdn asociadas a la liberacion
rapida y sincrénica de neurotransmisores (Stidhof 2002, 2004; Jahn et al. 2003),
mientras que otras isoformas participan en la liberacién lenta y asincroénica de los
componentes de secrecion de las células neuroendocrinas. Por ultimo, existen algunas
isoformas insensibles al Ca%* de las que alun se desconoce con precisién su funcién

(Saraswati et al. 2007; Volynski y Krishnakumar 2018).
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En el equinoideo S. purpuratus se han descripto 14 isoformas de Syt. Estas
proteinas poseen dos dominios C2 que presentan gran similitud de secuencia con los
dominios C2A y C2B hallados en las Syt de mamiferos (Burke et al. 2006b). En
particular, la Sinaptotagmina B (Sytl-1) de equinodermos, muestra un alto nivel de
similitud a la proteina Syt1 de mamiferos cuya funcién es la fusién de las vesiculas con
neurotransmisores, y se consideran genes ortélogos (Burke et al. 2006b). La
expresion de Syt1-1 en equinodermos puede detectarse desde estadios tempranos del
desarrollo. En larvas pluteus de 72 y 96 h se han identificado tanto el ARNm como la
proteina Syt1-1 en células neuronales del rgano apical, la banda ciliar y la zona oral.
Asimismo, la expresion de esta proteina también se ha detectado en el tejido neural de
organismos adultos. Tanto por la estructura proteica como por su patrén de
expresion, se cree que Sytl-1 cumple un rol similar en la liberaciéon de

neurotransmisores (Burke et al. 200643, b).

Los factores troficos GFLs cumplen una importante funciéon durante el
desarrollo y el mantenimiento del Sistema Nervioso Central y Periférico, y ademas
constituyen potentes factores de diferenciacién al fenotipo neural (Fielder et al.
2018). Por estas razones, resulta interesante el analisis simultaneo de la expresion de
ambas proteinas, con el fin de dilucidar si la accién tréfica de GFL genera algtn tipo de
respuesta sobre la expresién del gen Sytl-1, caracteristico de neuronas en

equinodermos.

Las proteinas Syt1 tienen aproximadamente 422 aminoacidos, sus dominios C2
estan constituidos por entre 130 y 140 aminoacidos cada uno, y son las regiones que
presentan el mayor grado de conservacion a lo largo de la filogenia. En su
conformaciéon tridimensional, cada dominio C2 forma una estructura compacta
llamada llave C2 (Sutton et al. 1995). El perfil proteico se encuentra descripto bajo el

c6digo PS50004 de PROSITE (Figura 2.7).
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Sinaptotagmina 1
1 P g 422

™ C2A C2B

Figura 2.7. Estructura de la proteina Sinaptotagmina 1. Se indican el dominio
transmembrana TM, y los dominios funcionales C2A y C2B. Los nimeros indican la
cantidad aproximada de residuos aminoacidicos.

GFAP: Glial Fibrillary Acidic Protein

GFAP es una proteina de filamento intermedio (FI) que se expresa
mayoritariamente en las células gliales del sistema nervioso (Hol y Pekny 2015). Los
FI constituyen el mayor componente del citoesqueleto de las células eucariotas y su
didmetro ronda los 10 nm. De acuerdo al tamafio y la secuencia aminoacidica, los FI se
pueden agrupar en seis subgrupos, los cuales se expresan especificamente en distintos
tejidos (Chen y Liem 1994).

GFAP, vimentina, desmina y periferina constituyen el tipo III de FI (Hol y
Capetanaki 2017). En humanos, la proteina GFAP tiene una extensiéon de 432
aminodcidos y al igual que los demas FI, esta compuesta por tres regiones: una cabeza
en el extremo N-terminal, una region central denominada ROD y una cola en el
extremo C-terminal. Mientras que la region ROD es un dominio caracteristico de todos
los FI y esta altamente conservada, las regiones de la cabeza y cola varian en su

tamafo y secuencia aminoacidica (Hol y Pekny 2015) (Figura 2.8).

La region ROD esta compuesta por 309 aminoacidos que en su secuencia
contienen repeticiones en tdndem de siete residuos segin la forma (a-b-c-d-e-f-g)n.
Las posiciones a y d generalmente son ocupadas por residuos apolares, y éstos
contribuyen a la formacién de la estructura de alfa hélice superenrollada
caracteristica de este dominio (Chen y Liem 1994). Esta regién espontaneamente
puede formar dimeros o tetrameros, sin embargo, el ensamblaje de oligdmeros para

formar los filamentos necesita de la contribucion de las regiones de la cabeza y cola
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(Hol y Capetanaki 2017). El patrén consenso de este dominio es [IV]-{K}-[TACI]-Y-
[RKH]-{E}-[LM]-L-[DE] almacenado con el c6digo PS00226 en PROSITE.

La region de la cabeza tiene un total de 42 aminoacidos y es rica en residuos
basicos. El estado de fosforilacion o desfosforilacién de algunos aminoacidos
especificos en esta region regula el ensamblaje de unidades en filamentos, en especial

el motivo MERRRITS-ARRSY se ha asociado a dicha funcion (Ralton et al. 1994).

La region de la cola estd compuesta por 55 aminoacidos que de acuerdo a su
estado de fosforilacion o desfosforilaciéon, regula el mecanismo de ensamblaje de
GFAP, tanto en la fase de nucleacién como en la elongacion del filamento (Ralton et al.

1994).

En respuesta a una lesion o degeneracion en el sistema nervioso, los astrocitos
(componente mayoritario de la glia) rdpidamente incrementan la expresion de GFAP
(Junier et al. 1994), se localizan alrededor de la zona afectada y sufren una serie de
cambios morfolégicos incluida la hipertrofia del cuerpo celular, la extension de los
procesos celulares y un incremento en la producciéon de factores neurotréficos y
citoquinas que promueven la supervivencia celular (Lin et al. 1993; Junier et al. 1994;
Logan et al. 1994). En experimentos con ratones deficientes en GFAP se observo que
en ausencia de este FI hay un incremento considerable en la expresion del factor
GDNF, miembro de la familia de los GFLs, y este evento genera un efecto protector
sobre las neuronas del cuerpo estriado que sufrieron la lesiéon. Asimismo, se
determiné que si bien GFAP regula la expresion de GDNF no afecta la expresion de

otros factores neurotréficos como CNTF o NGF (Hanbury et al. 2003).

GFAP
1 432

Figura 2.8. Estructura de la proteina GFAP. Se indican el dominio de la cabeza,
el dominio central ROD y el dominio de la cola. Los nimeros indican la cantidad
aproximada de residuos aminoacidicos.
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Proteinas constitutivas

Los genes usualmente conocidos como “Housekeeping” codifican para
proteinas constitutivas que son necesarias para el mantenimiento de las funciones
basales celulares. Por esta razon, se expresan normalmente en todas las células de un
organismo, tanto en condiciones normales como patolégicas, independientemente del
tejido o especie en la que se trabaje, el momento del ciclo celular, el momento del

desarrollo del organismo, etc. (Livak y Schmittgen 2001).

Estos genes se utilizan cominmente en dos tipos de estudios cientificos. Para
analizar el set de genes minimos necesarios para el funcionamiento y la supervivencia
celular; y como controles internos para estudios experimentales de expresion génica
(Moein et al. 2017). De esta forma, la confiabilidad de los resultados obtenidos
mediante PCR cuantitativa (qPCR), se puede relativizar a la expresion endégena de un
gen control que se considere invariante, para corregir errores metodoldgicos de la

técnica y normalizar los resultados (Livak y Schmittgen 2001).

En este aspecto los genes para Actina, GAPDH, EF1-al y RPL8 son considerados
genes constitutivos y eficientes como Housekeeping, por lo que se los introducira
brevemente a continuacion (Eisenberg y Levanon 2013; Curina et al. 2017; Moein et

al. 2017).

Actina

La actina es una de las proteinas que se encuentran mas conservadas a lo largo
de la filogenia y no difiere en mas de un 20% entre organismos tan distantes como las
algas y los humanos (Hanukogle et al. 1983; Gunning et al. 2015). Su secuencia tiene
una extension de entre 374 y 379 aminoacidos (Figura 2.9), y responde a dos patrones

consenso que se localizan en distintas regiones:
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Patrén consenso 1, codigo PS00406: [FY]-[LIV]-[GV]-[DE]-E-[ARV]-[QLAH]-
x(1,2)-[RKQ](2)-[GD].

Patrén consenso 2, codigo, PS00432: W-[IVC]-[STAK]-[RK]-x-[DE]-Y-[DNE]-
[DE].

Actina
1 375

] -

Patron
consenso 1

Patron
consenso 2

Figura 2.9. Estructura de la proteina Actina. Se indican las dos zonas
aproximadas en donde se ubican los patrones consenso. Los numeros indican la
cantidad aproximada de residuos aminoacidicos.

GAPDH: Gliceraldehido 3-Fosfato Deshidrogenasa

La proteina GAPDH es una enzima presente en el citoplasma y nucleo de todas
las células eucariotas y procariotas (Martin y Cerff 2017; Huang et al. 1989). Cumple
un rol importante tanto en la glucélisis como en la gluconeogénesis al catalizar la
oxidacion y fosforilacion de la molécula D-gliceraldehido-3-fosfato en 1,3-

difosfoglicerato (Dugaiczyk et al. 1983; Huang et al. 1989).

GAPDH presenta una extension de alrededor de 333 aminoacidos y posee dos
dominios funcionales: un dominio de unién a NAD y un dominio C-terminal (Figura
2.10). Ademas, posee dos motivos conservados, uno de los cuales forma el sitio activo
enzimatico y tiene el patréon consenso [ASV]-S-C-[NT]-T-{S}-x-[LIM] (PS00071-
PROSITE), y el segundo motivo en la zona del sitio de nitrosilacion de la cisteina con la

secuencia consenso [IL]-x-C-x-x-[DE] segun Uniprot (Figura 2.10).
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Figura 2.10. Estructura de la proteina GAPDH. Se indican el dominio de unién
a NAD, el dominio C-terminal, el sitio activo enzimatico y el sitio de nitrosilacién. Los
numeros indican la cantidad aproximada de residuos aminoacidicos.

RPL8

Rpl8 pertenece a la familia de proteinas ribosomales L2P y en esta organela se
encuentra asociada al ARNr 5.8S. Entre sus funciones se destacan la participacion en
la unién entre los aminoacidos y los RNAt, y como uno de los componentes del sitio de
union del factor de elongacidn 2, ubicado en la interfaz de la subunidad ribosomal (Shi

y Liang 1994).

La secuencia de Rpl8 tiene una extension de aproximadamente 257
aminodacidos, los cuales se encuentran muy conservados a lo largo de la filogenia.
Posee dos dominios: un dominio ribosomal L2 localizado entre los aminoacidos 11 y
90, y un dominio ribosomal L2C, entre los 97 y los 234 (Shi y Liang 1994; Yoshihama
et al. 2002) (Figura 2.11). La region mas conservada de esta proteina se encuentra en
el extremo C-terminal y tiene la secuencia consenso: P-x (2)-R-G-[STAIV](2)-x-N-

[APK]-x-[DE] almacenada en PROSITE bajo el c6digo PS00467.
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RPL8
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B I R—

Figura 2.11: Estructura de la proteina Rpl8. Se indica el dominio L2 y el
dominio L2C ubicado en la region C-terminal. Los nimeros indican la cantidad
aproximada de residuos aminoacidicos.

EF1-a1: Factor de Elongacion 1-alfal

La proteina EF1-al cataliza la entrega de cada aminoacido unido a su ARN de
transferencia (aa-ARNt) durante la fase de elongacion de la sintesis proteica. Ademas
de esta funcion, participa en una gran cantidad de funciones celulares entre las que se
destacan su interaccion con algunos factores de transcripcion y la regulacién de la

expresion génica (Maruyama et al. 2007; Sasikumar y Goss Kinzy 2012).

EF1-al posee una extension de alrededor de 460 aminoacidos y se encuentra
muy conservado filogenéticamente. Presenta tres dominios: EF-Tul con 238
aminoacidos y ubicado en su region N-terminal que incluye el sitio de unién al
nucle6tido Guanina. Este sitio de unién a la Guanina es capaz de intercambiar la forma
inactiva GDP por la forma activa GTP, y su patrén consenso es: D-[KRSTGANQFYW]-
x(3)-E-[KRAQ]-x-[RKQD]-[GC]-[IVMK]-[ST]-[IV]-x(2)-[GSTACKRNQ]. El dominio EF-
Tu2 y el EF-Tu3, ambos involucrados en la unién al aa-ARNt y otras proteinas (Nissen

et al. 1995; Wang et al. 1997) (Figura 2.12).

EF1
1 460

GTP-EF-Tul EF-Tu2 EF-Tu3

Figura 2.12: Estructura de la proteina EF1-al. Se indican el dominio N-
terminal GTP-EF-Tul, el dominio central EF-Tu2 y el dominio C-terminal EF-Tu3. Los
numeros indican la cantidad aproximada de residuos aminoacidicos.
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Para poder conocer la expresion de un gen de interés y cémo ésta se modifica
en determinadas condiciones, primero es necesario conocer su secuencia génica. Las
secuencias de los genes de las proteinas pertenecientes a la cascada GFLs/GFRa/RET
y de los genes de las proteinas que se encuentran rio debajo de la misma, aun no han
sido anotados para la especie de estudio Arbacia dufesnii. Por lo tanto, el objetivo
especifico de este capitulo de tesis es encontrar en los transcriptomas de A. dufresnii
secuencias candidatas para genes ortélogos del complejo GFLs/GFRa/RET y/o de
genes rio abajo del mismo, y disefiar partidores o primers para luego poder estudiar

su expresion.
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Materiales y métodos del capitulo 2

Para llevar a cabo el andlisis de las secuencias de los genes de interés en
distintas especies, entre las que se encuentra el erizo de mar de Arbacia dufresnii, se
utilizaron algunas herramientas y funciones bioinformaticas que se detallan en esta

seccion.

2.1 Genes de interés para el estudio de las
acciones mediadas por los GFLs

A partir de la informacién conocida sobre la cascada intracelular mediada por
el complejo de sefalizacion GFLs/GFRa/RET, se seleccionaron varios genes que
podrian verse afectados por la activacion de dicho complejo de sefalizacion. Para ello
se realizo una busqueda informatica exhaustiva de posibles genes candidatos y en
base a la informacioén obtenida, se seleccionaron diez genes. Entre ellos, se eligié un
gen que pertenece al complejo de sefalizacion, genes que se encuentran rio abajo del
mismo o que podrian verse afectados por éste, y genes que no tienen ninguna relacién
con dicha cascada y que se considera que mantienen su expresion sin alteracion

(genes constitutivos).
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2.2 Busqueda de secuencias en bases de
datos publicas

Para cada gen seleccionado, se realizé6 una busqueda de las secuencias
aminoacidicas en diferentes organismos, a fin de generar un amplio espectro de
informaciéon de secuencias para su posterior comparacién. Por esta razoén, los
organismos fueron elegidos por su pertenencia a diferentes familias ubicadas a lo largo
de la filogenia. Se seleccionaron secuencias de organismos protostomados como la
clase Insecta, y los phyla Nematoda y Mollusca, y de organismos deuterostomados,
como los vertebrados mamiferos, aves, anfibios y peces, y los invertebrados

hemicordados y equinodermos.

Para esta busqueda, se utilizaron las bases de datos publicas Uniprot y NCBI, la
herramienta bioinformatica BLAST, y el programa CLC Main Workbench 8.0, en

donde se almacend la informacion.

UniProt (The Universal Protein Resource: www.uniprot.org), es un

repositorio central de datos sobre proteinas. Fue creado como resultado de la
colaboracion entre el Instituto Europeo de Bioinformatica (EMBL-EBI), el Instituto
Suizo de Bioinformatica (SIB) y el Recurso de Informacion Proteica (PIR). Actualmente,
se ha convertido en el sitio de referencia a nivel mundial para el almacenamiento y

busqueda de informacién confiable sobre proteinas.

NCBI (National Center for Biotechnology Information:

www.ncbi.nlm.nih.gov), forma parte de la Biblioteca Nacional de Medicina de los

Estados Unidos. Esta extensa base de datos es una importante fuente de informacién
de biologia molecular. Se desatacan la seccion PubMed, que nuclea articulos cientificos,
y la seccion GenBank que almacena informacidn relacionada a secuencias genomicas,

ademas de otros datos biotecnologicos de relevancia.

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), es un algoritmo informatico que
permite, mediante el alineamiento de secuencias de ADN, ARN o proteinas, la

comparacion de una secuencia especifica o “Query” con una base de datos, por ejemplo,
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la de NCBI. Como resultado, se obtiene una lista de secuencias de gran similitud a la
secuencia Query que muchas veces corresponden a secuencias de genes ortélogos de
otras especies. También es muy comun el uso de BLAST para caracterizar una
secuencia desconocida e inferir su funcién a partir de la comparaciéon con otras

secuencias que ya se encuentran caracterizadas en la base de datos.

Es importante destacar que este tipo de busqueda por similitud en especies
alejadas filogenéticamente, se realiz6 utilizando las secuencias aminoacidicas y no las
génicas. Esto se debe a que el cddigo genético del ADN es degenerado, es decir, que mas
de una combinaciéon o triplete de bases nitrogenadas codifican para el mismo
aminoacido en una proteina. Por lo tanto, si bien a nivel génico pueden presentarse
mayores variaciones en las secuencias de genes ortélogos, la mayoria de éstas quedan
sin efecto al traducirse los transcriptos a proteina, observandose una mayor

conservacion en las secuencias aminoacidicas respecto a las de ADN.

Para cada gen, se inicié la busqueda con una exploracién en la base de datos
Uniprot. En los casos en que una secuencia correspondiente a un organismo se
encontrara revisada, es decir, previamente descripta, caracterizada y anotada por
otros grupos de investigacion, se le dio preferencia y se la almacené. Para los casos en
que la secuencia buscada en determinado organismo no se encontrara revisada, se
realiz6 una busqueda por similitud en la base de datos NCBI. Para ello, se utiliz6 la
herramienta BLAST y un templado de busqueda o secuencia Query que ya se
encontrara revisado y perteneciente a un organismo modelo, de preferencia Homo
sapiens u otro mamifero. Este tipo de busqueda arroja una gran cantidad de secuencias
que por lo general no estan totalmente caracterizadas. Por lo tanto, se dio preferencia a
aquellas que presentaron mayor informacidn sobre la secuenciacion, mayor similitud a
la secuencia Query, una secuencia completa y zonas con funcion, es decir dominios y

motivos proteicos, similares a los de la secuencia Query.

Las secuencias que cumplieron con estos requisitos, fueron seleccionadas y

almacenadas en forma local y en formato FASTA, mediante el programa CLC Main
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Workbench 8.0. Junto a esto, también se guardd registro de los codigos de

identificacion de cada una de estas secuencias.

2.3 Analisis y comparacion de secuencias

La comparacion de secuencias es un punto clave para el andlisis de una
secuencia desconocida, y también para poder realizar inferencias evolutivas. En este
caso, el andlisis y la comparacion de las secuencias almacenadas en la seccion 2.2, se

realiz6 utilizando el programa CLC Main Workbench 8.0.

Alineamiento multiple de secuencias

El alineamiento de secuencias es el primer paso para la comparaciéon de una
serie de datos y consiste en el establecimiento de una correspondencia residuo a
residuo entre las secuencias analizadas y luego una busqueda de patrones de

caracteres comunes (Xiong 2006).

Cuando en un alineamiento, una secuencia desconocida muestra una similitud
significativa respecto a un grupo de secuencias ya caracterizadas, puede inferirse que
es miembro de esta familia de proteinas. En este caso, se puede predecir la estructura y
las posibles funciones aunque no se hayan estudiado adn experimentalmente,
permitiendo un acercamiento preliminar a la proteina (Xiong 2006). También pueden
inferirse relaciones evolutivas entre secuencias, ya que si dos genes son lo
suficientemente similares es poco probable que esto se deba al azar y por lo tanto se
pueden encontrar proteinas con un origen evolutivo comun, es decir, homoélogas

(Autenrieth et al. 2005; Xiong 2006).

En un alineamiento de secuencias aminoacidicas homologas, las regiones que

alinean pero no son idénticas representan sustituciones de residuos y las regiones en
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donde los residuos de una secuencia no se corresponden con nada en la otra secuencia
representan inserciones o deleciones que ocurrieron durante la evolucién. Sin
embargo, también es posible que dos secuencias que derivan de un ancestro comuin
hayan divergido lo suficiente como para no mostrar claramente las relaciones
evolutivas a nivel de secuencia. En este ultimo caso, la homologia puede detectarse
utilizando otros métodos, como por ejemplo, analizando sélo las zonas funcionales
como son los motivos y/o dominios proteicos, dado que en estas regiones la

divergencia suele ser mucho menor.

Condiciones de alineamiento

Para este trabajo se realizaron alineamientos globales en todos los casos, es
decir, que se busc6 el mejor alineamiento posible utilizando las secuencias
aminoacidicas completas. Este tipo de alineamiento parte del supuesto de que las
secuencias utilizadas son muy similares entre si, que en este caso puede justificarse
debido a que fueron halladas por su caracterizaciéon previa en Uniprot, o bien por
similitud utilizando BLAST en NCBI.

Entre las condiciones que se fijaron se encuentran las penalizaciones por Gaps.
Para realizar un alineamiento 6ptimo, muchas veces es necesario aplicar gaps o huecos
en alguna de las secuencias, las cuales representan inserciones y deleciones que
pudieron ocurrir durante la evolucién. Sin embargo, dado que estos eventos son
relativamente raros en la naturaleza en comparacién con las sustituciones,
computacionalmente se asigna un costo a cada una de estas operaciones a fin de
equilibrar estos eventos y obtener un resultado que imite lo mejor posible a lo que
pudo ocurrir naturalmente (Autenrieth et al. 2005; Xiong 2006). Los valores de
penalizacion por aparicion de un gap, se asignan arbitrariamente teniendo en cuenta
que cuanto mayor es el costo, mas raras seran las inserciones o deleciones haciendo
mas dificil encontrar similitudes entre dos secuencias. Por otra parte, cuanto menor
sea la penalizacion, mayores seran las probabilidades de alinear secuencias que no
sean homologas. Otro factor a tener en cuenta es el costo de extension de un gap ya

existente. Dado que se sabe que es mucho mas probable que se extienda un gap ya
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existente a que se forme un gap nuevo, es que la penalidad por extension suele ser
mucho menor que la penalizacién por aparicion. Por ultimo, los gaps que aparecen en
la regiéon terminal de una proteina muchas veces son despenalizados para que el
programa pueda alinear secuencias de largo muy variable (Xiong 2006).

Para este analisis se realiz6 para cada gen un alineamiento global y multiple, es
decir, con todas las secuencias halladas en las bases de datos y alineando las secuencias
completas. Se asignaron los valores estandar para abrir un gap y para su extension de

10-1 respectivamente, y no se despenalizaron las inserciones al final de la secuencia.

Comparacion de pares de un alineamiento miultiple

Una vez obtenido cada alineamiento, se realiz6 una comparacién de pares. Este
analisis permite una vision general de las secuencias alineadas a partir de una tabla de
comparacién (Xiong 2006). Los parametros observados fueron Identidad de
secuencias que calcula el numero de residuos idénticos en cada posicion del
alineamiento y porcentaje de identidad que calcula el porcentaje del pardmetro

anterior.

Uno de los factores cruciales en la comparacion de secuencias es la longitud de
las mismas. Cuanto mas cortas son las secuencias, mayor es la probabilidad de
encontrar puntos de alineamiento debidos al azar, y cuanto mas largas son las
secuencias menor es la probabilidad de que alineen con un buen porcentaje cuando no
son homologas. Por esta razon, en las secuencias mas cortas se debe aumentar la

rigurosidad para inferir homologia.

Con este propdsito, para la comparacion de secuencias de los alineamientos
globales se utilizaron los parametros descritos por Rost (Rost 1999). Este autor
relaciona el porcentaje de identidad hallado para cada secuencia con la longitud de las
mismas y delimita tres zonas: La zona segura en donde la similitud es tan alta que
puede inferirse homologia con gran certeza, la zona crepuscular en donde la
inferencia de homologia se vuelve menos segura y la similitud debido al azar empieza a

tener cierta relevancia, y la zona oscura, en donde no puede inferirse homologia de
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secuencias a partir de este andlisis, dado que la similitud hallada es tan baja que podria
deberse tanto a un origen ancestral comin como al azar (Rost 1999; Xiong 2006)

(Figura 2.13).

100

80

Zona Segura

Identidad de Secuencias (%)

Zona Oscura
] | | |
50 100 150 200 250

Longitud de Secuencias

Figura 2.13: Las tres zonas delimitadas que relacionan el porcentaje de
Identidad de las secuencias con la Longitud de las mismas en un alineamiento: La zona
segura, la zona crepuscular y la zona oscura. Tomado y modificado de Rost (1999).

Para cada uno de los diez genes de estudio, se realizé un analisis preliminar de
todas las secuencias almacenadas provenientes de las bases de datos Uniprot y NCBI a

fin de refinar la seleccion y descartar las secuencias no homologas y/o disimiles.

Para ello, se realizé un alineamiento multiple y global y una comparaciéon de
pares. Con los datos obtenidos y utilizando los criterios de Ross (1999), se analizé la
similitud y posible homologia de cada una de las secuencias respecto al alineamiento
multiple. Las secuencias que presentaron muy baja similitud y se ubicaron en la Zona
Oscura fueron descartadas, y las secuencias que presentaron media y alta similitud

correspondiente a la Zona Crepuscular y Zona Segura, se conservaron.
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2.4 Seleccion de secuencias en A. dufresnii

Dado que el organismo de estudio, A. dufresnii, ain no tiene su genoma
secuenciado, la busqueda de las secuencias de cada uno de los genes de interés en esta

especie, se realizo en bases de datos construidas a partir de dos transcriptomas.

Un transcriptoma es la suma de todos los genes que se encuentran
expresandose, es decir, el ARN total aislado de uno o varios organismos, en
determinado momento y en determinado tejido. Por lo tanto, en éste s6lo van a
hallarse los genes que se encuentran activos en dichas circunstancias. Este tipo de
andlisis brinda gran informacién para el estudio de la funcionalidad de las proteinas,
pero también debe conocerse su alcance, ya que la ausencia de una secuencia en el
transcriptoma no significa que dicho gen no exista en el genoma del organismo, sino
que no se encuentra activo en ese momento, o bien, que el mismo es lo suficientemente

diferente como para no ser detectada en un BLAST local con alta rigurosidad.

Teniendo esto en consideracion, se eligié de entre las secuencias almacenadas,
una secuencia que ademas de cumplir con los criterios mencionados en la seccién 2.3,
pertenezca a un organismo filogenéticamente cercano a A. dufresnii, como puede ser
otro equinodermo. Esta secuencia fue utilizada como Query para realizar un BLAST
local en las bases de datos de transcriptomas pertenecientes al Laboratorio de
Biorrecursos Antarticos del Instituto Antartico Chileno (INACH). Los
transcriptomas fueron secuenciados por la empresa Macrogen (Korea) y ensamblados

por el Bioproyecto ID PRINA523322.
Los transcriptomas analizados fueron:
1. Transcriptoma de tejido de Glandula Digestiva de A. dufresnii adulto.
2. Transcriptoma de tejido de Eséfago de A. dufresnii adulto.

Como resultado de la busqueda BLAST en los dos transcriptomas de A. dufresnii,

se obtuvieron varias secuencias similares al Query utilizado. Estas secuencias fueron
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almacenadas y luego analizadas para decidir si alguna de ellas presentaba las

caracteristicas del gen de interés. Para ello:

1. Se realizé un BLAST en NCBI con cada una de las secuencias encontradas
en los transcriptomas de A. dufresnii. Estas secuencias ain no se encuentran descriptas
por otros grupos de investigacion por lo que no aparecen en NCBI, pero a través de
BLAST se puede observar si generan alineamientos con secuencias del mismo gen en
otras especies que ya estén descriptas.

2. Utilizando la herramienta Pfam, se estudiaron los dominios proteicos de
cada secuencia seleccionada de A. dufresnii.

La base de datos Pfam almacena informacién sobre familias de proteinas
analizando la similitud de secuencias, estructura y perfil HMM (hidden Markov
models). Esta herramienta permite por comparacion, la identificaciéon de los dominios
proteicos en una secuencia desconocida.

3. Se dio prioridad a las secuencias completas halladas en los
transcriptomas de A. dufresnii y con una extensién de aminodacidos similar a la que
presentan las demas secuencias para dicho gen.

4. Se realiz6 un segundo alineamiento y una comparacién de pares, pero en
esta ocasidn se incluyeron todas las secuencias de A. dufresnii encontradas junto las
previamente seleccionadas de otras especies. Con esta informacién, se eligié la
secuencia de A. dufresnii que presenté el mayor grado de similitud con el resto.

5. Por ultimo, con la secuencias previamente seleccionadas y la secuencia
elegida para A. dufresnii, se construy6 un tercer y definitivo alineamiento en el que se
marcaron los dominios y motivos proteicos caracteristicos, y una comparaciéon de

pares en donde puede apreciarse la identidad de secuencias y su porcentaje.
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2.5 Analisis de las secuencias nucleotidicas
de A. dufresnii

A partir de la secuencia aminoacidica de A. dufresnii que se seleccion6 en la
seccién 2.4 para cada gen de interés, se buscd y localizé en los transcriptomas locales,
su secuencia nucleotidica correspondiente. Utilizando la herramienta de traduccion del
sitio web de expansy (web.expasy.org/translate), se obtuvo el marco de lectura de cada
secuencia (ORF por sus siglas en inglés) y se marcaron los codones de inicio y fin de la
misma. Se adiciond la secuencia aminoacidica correspondiente a la zona codificante

completa y sobre ésta ultima se marcaron los dominios proteicos.

2.6 Disenio de partidores para las secuencias
candidatas de A. dufresnii

El disefio de partidores o primers es una de las aplicaciones mas utilizadas en
bioinformatica. Los partidores son secuencias cortas de oligonucleétidos que son
utilizadas para la aplicacién de técnicas como la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) o la secuenciacién de ADN. Cualquiera sea su uso, el disefio de los partidores que
se utilizaran, es un paso critico para la obtenciéon de resultados satisfactorios

(Dieffenbach et al. 1993).

Los partidores son disefiados para ser el inverso complementario de una cadena
de ADN o templado en una region de interés. Por cada region a amplificar se disefian
dos partidores, el partidor Forward y el partidor Reverse, situados a ambos extremos
del segmento a amplificar y con sentidos de lectura opuestos. Durante una

amplificacion, cada oligonucle6tido hibridara de manera especifica con una de las dos
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cadenas de ADN, permitiendo luego de varios ciclos, la amplificacién de un fragmento

especifico (Dieffenbach et al. 1993; Xiong 2006).

Para cada una de las secuencias de A. dufresnii analizadas en la seccién 2.5, se
disefiaron dos pares de partidores que amplifican dos fragmentos distintos de entre 80
pares de bases (pb) y 200 pb dentro de cada gen. Para el disefio de estos partidores se
utilizo el programa Amplifx 1.7.0, que permite a partir de un templado o secuencia,
obtener varios oligonucleétidos candidatos que cumplen con caracteristicas pre-
establecidas. Se establecieron como condiciones una longitud del partidor de entre 18
y 22 pb; que garantiza una alta especificidad y un rapida hibridacién; una diferencia
maxima de Tm (temperatura de fusion) de 1°C, es decir, que la temperatura a la cual la
mitad de las moléculas del partidor estan apareadas con el ADN templado no difiere en
mas de un grado entre el partidor Forward y su par Reverse; una calidad del partidor

minima de 90%; alta estabilidad en el extremo 3’; etc.

Los partidores obtenidos fueron revisados con la herramienta OligoCalc (Kibbe
2007) para descartar problemas asociados a la formacién de estructuras secundarias
como horquillas, auto-complementariedad y complementariedad cruzada entre los
partidores de un par. A fin de esquematizar el fragmento a amplificar, ambos pares de
partidores seleccionados para cada gen se marcaron sobre sus secuencias

correspondientes.
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Resultados del capitulo 2

Genes de interés

Luego de un analisis cuidadoso de la cascada de sefalizacién de los GFLs y una

busqueda preliminar, se seleccionaron diez genes candidatos que se encontraron

presentes a lo largo de la filogenia y que son el objeto de estudio de las secciones a
continuacién:

Funcion

Tabla 2.1: Genes de interés seleccionados y algunas de sus caracteristicas

Gen Motivo de eleccion

Localizacion celular

BCL2 Gen susceptible de Anti- apoptotica Citoplasma
BAX ser afectado por la Apoptética Citoplasma,
cascada de estudio membrana
mitocondrial
TRPa Termorreceptor Membrana celular
GFRa Gen perteneciente a Receptor de GFLs Membrana celular
la cascada de estudio
Syt1l Gen especifico de Exocitosis de vesiculas Vesiculas
sistema nervioso neuronales
GFAP Filamentos intermedios de Citoplasma
glia
ACTINA Proteina estructural Citoplasma
GAPDH Proteina del metabolismo Citoplasma
Genes constitutivos celular
RPL8 Proteina Ribosomal Ribosoma
EF1-al Proteina Ribosomal Ribosoma

118



Cap. 2 Determinacién de secuencias génicas Resultados

Busqueda y andlisis de secuencias

Con las secuencias halladas en las bases de datos Uniprot y NCBI, que
cumplieron con las caracteristicas deseadas en la seccion 2.2, fueron refinadas en las
seccion 2.3, y utilizadas para la busqueda de genes ortélogos en los transcriptomas de
A. dufresnii en la seccidn 2.4, se construyeron alineamientos globales para cada gen y
se sefalaron los dominios, los motivos proteicos, y los patrones consenso
caracteristicos. Asimismo, se realizaron las comparaciones de pares correspondientes
para cada alineamiento. Por una cuestion de espacio, los alineamientos globales y los
codigos de identificacion de cada una de las secuencias utilizadas se encuentran en el

Anexo de este capitulo (Figuras 2.14 a 2.23, Tabla 2.13).

Bcl-2: Supresor de la apoptosis

El alineamiento de las secuencias de Bcl-2 muestra moderada variabilidad, en
especial en el extremo N-terminal (Anexo: Figura 2.14). En las especies analizadas,
esta proteina tiene una extension de entre 195 y 325 aminoacidos. En la mayoria de
los casos esta longitud fue de alrededor de 220 aminoacidos y coincide con la
extension caracteristica para esta proteina. Las secuencias mas largas fueron las de
Xenopus laevis con 300 aminoacidos y de D. melanogaster con 325 aminoacidos, que
en ambos casos presentaron una gran insercién ubicada entre las posiciones 110 y
220 del alineamiento. En D. melanogaster se encontraron ademas, 2 inserciones
pequefias entre las posiciones 273 y 278, y entre 388 y 392. En los invertebrados
deuterostomados (los equinodermos y el hemicordado Saccoglossus kowalevskii) se
observé una gran insercién en la regiéon N-terminal y una delecién en la region C-

terminal, entre las posiciones 272y 278.
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Utilizando los patrones consenso BH, se identificaron los cuatro dominios y se
observod que en estas zonas las secuencias se encuentran mas conservadas. El dominio
BH4 fue el que present6 mayor variacidn respecto a su patrén consenso. Los dominios
BH3, BH1 y BH2 se encontraron mas conservados y por lo general todas las

secuencias respondieron en un buen porcentaje a sus patrones consensos respectivos.

La secuencia obtenida para A. dufresnii tiene 249 aminoacidos y presenta la
insercion y la delecién mencionadas para los equinodermos. Al analizar los patrones
consenso de cada dominio se observo una concordancia regular en la secuencia

respecto al dominio BH4, y una gran concordancia respecto a los demas dominios.

Comparacion de pares del alineamiento multiple de Bcl-2

La comparacion de pares para este alineamiento multiple muestra un alto
porcentaje de identidad en los grupos filogenéticamente cercanos como por ejemplo

entre vertebrados, o entre equinodermos (Tabla 2.2).

Las secuencias de los vertebrados analizados H. sapiens, Bos taurus, Rhincodon
typus, X. laevis, del hemicordado S. kowalevskii, del molusco Mizuhopecten yessoensis y
del nematodo Trichuris trichiura, presentan un porcentaje de identidad mayor al 24%.
Las secuencias correspondientes a los equinodermos, entre ellos A. dufresnii,
presentan un alto porcentaje de identidad entre si, que supera el 45%; un porcentaje
de identidad cercano al 20% con S. kowalevskii; y un bajo porcentaje respecto al resto
de las secuencias. Por ultimo, la secuencia analizada para D. melanogaster, presenta un

bajo porcentaje de identidad con todas las secuencias analizadas
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Tabla 2.2. Comparacién de pares para el alineamiento multiple de Bcl-2. La
zona inferior izquierda corresponde a la identidad de las secuencias y la zona superior
derecha corresponde a los porcentajes de identidad de dichas secuencias.

1 2 3 4 5] i T 8 9 10 "

H. sapiens_239%aa 1 90,38| 4303 53000 274 13,56 13,62 12,46 33200 2674 15,00

B. taurus_22%aa 2 216 4383 B167| 2784 14,66 15,02 12,54 3460 2823 14,12

R. typus_205aa 3 108 103 3245 2461 13,89 13,95 15,58 30,00 2424 10,81

X laevis_300aa 4 159 155 98 20,64 11,64 11,72 11,75 24 68 20,69 12,61

5. kowalevskii_228aa 5 77 76 63 71 20,00 19,20 19,84 4120 33,19 11,62

3_A. dufresnii_249aa ] 43 45 40 44 54 8521 46,85 16,42 16,30 9,55
S. purpuratus_253aa T 44 47 41 45 53 219 4577 16,42 15 64

A japonicus_23%aa 8 38 37 43 43 1 118 119 16,02 13,62-

M. yessoensis_195aa 9 g2 82 66 76 96 44 45 41 3541 11,57

T. trinchiura_204aa 10 69 70 56 66 78 44 43 35 74 10,69
D. melanogaster_325aa " 51 48 36 44 43 36_ 39 37

Bax: Activador de la apoptosis

El alineamiento de las secuencias de Bax muestra moderada variabilidad,
siendo la region N-terminal la mas variable (Anexo: Figura 2.15). Las secuencias
analizadas tienen una extension de entre 190 y 241 aminoacidos, y la mayoria se
encuentra alrededor de 200 aminoacidos que es la extension caracteristica para esta
proteina. La secuencia de S. purpuratus es la Unica que se aleja del tamafio promedio
con una extension de 241 aminoacidos, y en la cual se puede apreciar una insercion en
la zona N-terminal. En el grupo de los vertebrados se observa una delecién entre las
posiciones 104 y 112, y en los equinodermos una delecidn entre las posiciones 91 y
96. Asimismo, en los invertebrados deuterostomados, se observa una inserciéon entre

las posiciones 184 y 187.

Utilizando los patrones consenso BH, se identificaron tres dominios BH,
estando ausente el dominio BH4. Las secuencias analizadas se ajustaron en gran
medida a los patrones consenso para los dominios BH1, BH2 y BH3, siendo el mas

conservado el dominio BH1.
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La secuencia obtenida para A. dufresnii tiene 222 aminoacidos, presenta la
delecion y la insercion ya mencionada para los invertebrados deuterostomados.

Ademas, esta secuencia mostré una buena concordancia respecto a cada dominio BH.

Comparacion de pares del alineamiento multiple de Bax

La comparacion de pares para este alineamiento multiple muestra un buen
porcentaje de identidad, en especial en los grupos filogenéticamente cercanos. En
todos los casos, los porcentajes de identidad fueron superiores al 22%, siendo entre

vertebrados mayores al 49%, y entre equinodermos mayores al 38% (Tabla 2.3).

La secuencia correspondiente a A. dufresnii mostro porcentajes de identidad
superiores al 26% respecto a los vertebrados, y porcentajes superiores al 30% en

comparacion con otros invertebrados.

Tabla 2.3. Comparacién de pares para el alineamiento multiple de Bax. La zona
inferior izquierda corresponde a la identidad de las secuencias y la zona superior
derecha corresponde a los porcentajes de identidad de las secuencias analizadas.

1 2 3 4 3 6 7 8 9

H. sapiens_192aa 1 97,40 50,50 54 985 26,64 27,04 2533 2490 35,05

B taurus 192aa 2 187 50,50 5405 26,20 26,18 24,89 2450 35,05

B. pectinirostris_190aa 3 101 101 4933 29,52 26,41 24,29 28,97

X.fropicalis_221aa 4 122 120 110 27,00 26,58 24,58 32,19

S. kowalevskii_217aa 5 61 60 67 64 46,02 42 60 38,37 30,94

1_A. dufresnii_222aa 6 63 61 61 63 104 52,02 63,07 2819

A.planci_217aa 7 58 57 58 95 116 4876 2857

S.purpuratus 241aa 8 62 61 60 58 94 152 118 2561
C.virginica_199aa 9 75 75 62 75 69 64 64 63
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TRPa: Receptor de Potencial Transitorio A

El alineamiento para las distintas secuencias de TRPa muestra una gran
variabilidad en el extremo N-terminal, en donde las primeras 307 posiciones son
ocupados por unas pocas secuencias. Luego, a lo largo del alineamiento las secuencias
se vuelven mas similares especialmente en algunas regiones. En el extremo C-terminal

aumenta nuevamente la variabilidad (Anexo: Figura 2.16).

La longitud de las secuencias analizadas se encuentra entre 1022 y 1398
aminodcidos, estando la mayoria alrededor de 1100 aminoacidos que es la longitud
habitual para este péptido. La secuencia mas larga corresponde a P. pectinifera (1398
aminodcidos), la cual posee una gran insercién en la regiéon N-terminal. Por su parte,
las secuencias mas cortas corresponden a A. dufresnii (1022 aminoacidos) y a S.
purpuratus (1024 aminoacidos), que en ambos casos presentan una delecién en la
region N-terminal. A lo largo del alineamiento se observan varias inserciones que se
mantienen dentro de grupos taxondmicos, por ejemplo, una inserciéon hallada en
vertebrados entre las posiciones 641 a 644, o las inserciones presentes en la mayoria

de equinodermos entre las posiciones 1020 a 1046 y 1377 a 1390.

Utilizando la herramienta Pfam fue posible identificar las regiones de los seis
dominios ANK, cada uno compuesto por repeticiones en tindem de 33 aminoacidos.
En estos dominios las secuencias presentan mayor similitud, a excepcién del primer
dominio ANK que presenta mads variabilidad que los demas. También fue posible
identificar la region que forma el canal idnico la cual es muy extensa y presenta
algunos residuos muy conservados. Por ultimo, la region C- terminal correspondiente
al dominio de hélice superenrollada se encontré poco conservada, estando ausente en

la mayoria de los invertebrados analizados.

La secuencia obtenida para A. dufresnii tiene 1022 aminodacidos y presenta la
delecidon N-terminal ya mencionada, que involucra y elimina al primer dominio ANK.
Al igual que en la mayoria de los invertebrados analizaos, esta secuencia no posee el

dominio C-terminal de hélice superenrollada. Sin embargo, los cinco dominios ANK
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restantes y el canal i6nico fueron identificados y se encuentran conservados respecto

al resto del alineamiento.

Comparacion de pares del alineamiento multiple de TRPa

La comparacion de pares para el alineamiento multiple de TRPa muestra un
buen porcentaje de identidad, y nuevamente altos porcentajes de similitud entre

especies emparentadas.

Todas las secuencias presentaron porcentajes de identidad mayores o muy
cercanos al 20%, siendo entre vertebrados mayores al 46%, y entre equinodermos
mayores al 22%. La secuencia de A. planci, present6 los porcentajes de identidad mas
bajos, alcanzando un minimo de 19,61% al compararse con H. sapiens, y un maximo de

36, 07% respecto a S. kowaleskii (Tabla 2.4).

La secuencia correspondiente a A. dufresnii mostr6é altos porcentajes de
identidad respecto a otros equinodermos, y porcentajes superiores al 20% tanto al

compararla con los vertebrados, como con los demads invertebrados analizados.

Tabla 2.4. Comparaciéon de pares para el alineamiento multiple de TRPa. La
zona inferior izquierda corresponde a la identidad de las secuencias y la zona superior
derecha corresponde a los porcentajes de identidad de las secuencias analizadas.

1 2 & 4 5 6 7 8 9 10 11

H. sapiens_111%aa 1 3245

B taurus 11%aa 2 3212

C. milii_1101aa & 523 526 3256

X tropicalis_1144aa 4 542 3331
S. kowalevskii_1145aa 5 2547 26,15 26,22 36,07 2823
S. purpuratus_1024aa i} 314 3ad41
4 A dufresnii_1022aa 7 323 38,56
P. pectinifera_1298aa 8 arz2 3872

A planci_1206aa i) 444 326
C. virginica_1234aa 10 367 487 439 563 316
D. melanogaster_1197aa " 383 389 394 404
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GFRa: Receptor de la familia de los GFLs

La busqueda de secuencias para este gen en los transcriptomas utilizados de A.
dufresnii no arrojo un resultado suficientemente favorable. Por esta razon, se utilizo
como referencia a S. purpuratus, un organismo que estd cercanamente emparentado
con la especie de estudio, cuyo genoma se encuentra secuenciado y en el que se pudo

encontrar una secuencia que se ajusta a las caracteristicas del gen GFRa.

El alineamiento de las secuencias de GFRa muestra grandes variaciones tanto
en la composicién de las secuencias aminoacidicas como en la extensién de las
mismas. Sin embargo, también se observan algunas caracteristicas conservadas

(Anexo: Figura 2.17).

La longitud de las secuencias analizadas se encuentra entre 456 y 916
aminodacidos, siendo en la mayoria de los vertebrados de alrededor de 460
aminoacidos, y en todos los invertebrados analizados mucho mas extensas. Las
secuencias mas largas fueron del nematodo Trichinella nelsoni con 916 aminoacidos, y
del insecto D. melanogaster con 864 aminoacidos, y presentaron algunas inserciones a
lo largo de la secuencia. En los vertebrados analizados se observaron multiples
deleciones muy conservadas dentro de este grupo y distribuidas a lo largo de toda la

secuencia.

Utilizando la informacién provista por la base de datos Pfam, fue posible
identificar los dominios D1, D2 y D3, y también la zona de anclaje a la membrana
plasmatica por un glicosil fosfatidil inositol (GPI). Las secuencias dentro de los
dominios presentan un mayor grado de similitud entre si, en especial entre los
vertebrados. Asimismo, el patrén de cisteinas respecto a la presencia y posicién de
este aminoacido se encuentra notablemente conservado en todas las secuencias
analizadas, y fue sefialado en el alineamiento (Anexo: Figura 2.17). Finalmente, la

region GPI de anclaje a membrana se observa medianamente conservada.
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En particular, la secuencia obtenida para S. purpuratus posee 717 aminoacidos
y presenta el patron de cisteinas totalmente conservado, con la excepcién de la primer
cisteina del dominio D2. Asimismo, dentro de los dominios D, esta secuencia presenta
una moderada similitud respecto a los vertebrados. Por udltimo, en la regién GPI, se

observa una baja similitud con las demas secuencias.

Comparacion de pares del alineamiento multiple de GFRx

La comparacidn de pares para este alineamiento multiple generé una tabla con
dos regiones bien delimitadas. Por un lado, se observa un gran porcentaje de
identidad entre todas las secuencias de vertebrados con valores mayores al 52%. Por
otro lado, los invertebrados en general presentaron bajos porcentajes de similitud con

el resto de las secuencias (Tabla 2.5).

En particular, la secuencia hallada para S. purpuratus, present6 porcentajes de
identidad de alrededor del 10% respecto a todos los vertebrados analizados y al
nematodo T. nelsoni. Un porcentaje levemente mayor de 16,7% con D. melanogaster, y
un notable aumento del porcentaje de identidad respecto al equinodermo Acanthaster

planci con un valor de 24,8%.

Tabla 2.5. Comparacién de pares para el alineamiento multiple de GFRa. La
zona inferior izquierda corresponde a la identidad de las secuencias y la zona superior
derecha corresponde a los porcentajes de identidad de las secuencias analizadas.

H.sapiens_d4d65aa

B taurus_d456aa

M musculus_468aa
G. gallus_465aa

S canicula_452aa

X tropicalis_460aa
5. purpuratus_717aa

A planci_608aa

T. nelsoni_S916aa

D. melanogaster_864aa
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Syt-1: Sinaptotagmina 1

El alineamiento entre las distintas secuencias para Sytl present6 una alta
similitud en la mayor parte de la extension y una regiéon N-terminal moderadamente

variable (Anexo: Figura 2.18).

En las especies analizadas, esta proteina tiene una longitud de entre 378 y 474
aminoacidos, siendo en la mayoria de los casos de alrededor de 420 aminoacidos que
es la extensidn caracteristica. La secuencia mas larga corresponde a D. melanogaster
que presenta una insercién en la regién N-terminal, y la mas corta corresponde a A.
dufresnii, con una delecién en la misma region. La region central del alineamiento se
encuentra altamente conservada, destaciAndose sélo una insercion en la secuencia de
C. elegans entre las posiciones 155 y 161, y una delecién en todos los vertebrados
analizados entre las posiciones 332 y 226. Los ultimos aminoacidos del extremo C-
terminal presentan una delecién en el grupo de los invertebrados deuterostomados de

ocho aminoacidos que le da una cierta variabilidad a esta region.

El anélisis de los dominios se realizé con la informacién provista por PROSITE
bajo el cddigo PS50004 y Pfam. Se localiz6 el dominio transmembrana en la region N-
terminal, el cual se encuentra altamente conservado en todas las especies analizadas,
y los dominios C2A y C2B que representan las regiones mas conservadas de este

alineamiento.

La secuencia obtenida para A. dufresnii tiene 378 aminoacidos, presenta gran
similitud con el resto de las secuencias halladas, la delecidn descripta en la region C-
terminal para los invertebrados deuterostomados, y los tres dominios caracteristicos

de esta proteina.
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Comparacion de pares del alineamiento miiltiple de Syt1

La comparacién de pares para el alineamiento multiple de Syt1 muestra
muy altos porcentajes de similitud entre todas las secuencias analizadas, con un
maximo de 99,76% entre especies de mamiferos y un minimo de 49,80% entre las
especies C. elegans y D. melanogaster. La secuencia hallada para A. dufresnii presentd
porcentajes de identidad muy altos, siendo superiores al 58% respecto los
vertebrados, superiores al 51% respecto a los protostomaodos, y mayores al 73%

respecto a los invertebrados deuterostomados (Tabla 2.6).

Tabla 2.6. Comparaciéon de pares para el alineamiento multiple de Sytl. La
zona inferior izquierda corresponde a la identidad de las secuencias y la zona superior
derecha corresponde a los porcentajes de identidad de las secuencias analizadas.

1 2 2 4 2 6 7 8 9 10 11 12

H.sapiens_422aa 1 99,76 87,33 72,54 56,92 60,23 58,73 59,82 59,82 5877 51,43 50,52
B.fauius_422aa 2 421 87,33 7254 56,92 60,23 58,73 59,82 5982 5877 51,43 50,31

C. mili_433aa 3 379 379 72,35 56,70 5818 57,65 58,48 58,93 5854 51,21

X laevis_416aa 4 309 309 314 57,81 5911 59,32 58,45 5868 58 90 50,44
S kawalevskii_426aa 5 255 255 254 259 73,83 75,63 7563 76,09 6432 51,08 53,00
7_A._dufresnii_378aa 6 259 259 256 2563 316 79,39 868,87 86,46 6488 h2.22 52,80
A.planci_427aa 7 259 259 260 261 332 339 82,01 8224 6667 52,69 5404
S. purpuratus_419aa 8 262 262 262 256 329 364 2 89572 6438 51,09 5383
L. variegatus_421aa 9 262 262 264 257 331 364 352 403 6438 51,62 5362

L. gigantea_424aa
C.elegans_421aa

D melanogaster 474aa
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GFAP: Glial fibrillary acidic protein

El alineamiento para las secuencias de GFAP muestra una gran similitud entre
residuos en la zona central y cierta variabilidad en los extremos N-terminal y C-

terminal (Anexo: Figura 2.19).

La longitud de las secuencias analizadas se encuentra entre 428 y 631
aminoacidos. Las secuencias mas cortas corresponden al grupo de los vertebrados, las

de mediana longitud corresponden a los invertebrados deuterostomados y las mas
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extensas corresponden a los protostomados. En la regiéon N-terminal se observan
varias inserciones y deleciones en los distintos grupos taxonémicos que hacen que el
alineamiento sea variable entre las posiciones 20 y 105. En la region central se
observan cuatro deleciones en el grupo de los vertebrados, y en el extremo C-terminal
se observan varias deleciones e inserciones que se mantienen dentro de grupos
taxondmicos como en el caso de los vertebrados que presentan cuatro grandes
deleciones, o el caso de los invertebrados deuterostomados con una insercion entre

las posiciones 655 a 676.

Utilizando la informacién provista por PROSITE y otras fuentes bibliograficas
se identifico para este filamento intermedio el dominio de la cabeza en la region N-
terminal, el dominio ROD en la regién central y el dominio de la cola en la regién C-
terminal. Asimismo, se identificaron los dos patrones consenso caracteristicos que se

encuentran muy conservados.

La secuencia obtenida para A. dufresnii tiene 571 aminoacidos y los tres
dominios caracteristicos. El dominio de la cabeza es el mas variable y presenta regular
homologia respecto a su patréon consenso. El dominio ROD presenta gran similitud de
secuencia y ademas cumple con su patrén consenso caracteristico. Por ultimo, el
dominio de la cola presenta una similitud moderada y la insercién ya mencionada

para los invertebrados deuterostomados.

Comparacion de pares del alineamiento multiple de GFAP

La comparaciéon de pares para este alineamiento multiple muestra un buen
porcentaje de identidad entre organismos filogenéticamente cercanos, con valores
superiores al 51% entre vertebrados, mayores al 47% entre invertebrados
deuterostomados, y mayores al 20% entre protostomados. Asimismo, los valores mas
bajos fueron de alrededor del 20% o levemente inferiores, y se obtuvieron al

comparar secuencias de organismos distantes (Tabla 2.7).
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La secuencia hallada para A. dufresnii presenté porcentajes de identidad de
alrededor del 20% respecto a los vertebrados, porcentajes mayores al 22% respecto a
los protostomados, y porcentajes mayores al 47% respecto a otros invertebrados

deuterostomados.

Tabla 2.7. Comparaciéon de pares para el alineamiento multiple de GFAP. La
zona inferior izquierda corresponde a la identidad de las secuencias y la zona superior
derecha corresponde a los porcentajes de identidad de las secuencias analizadas.

1 2 3 4 5 6 T 8 i) 10 1 12 13 14

H. sapiens_432aa
B taurus_428aa

M musculus_430as

21,10

21,18 2093
D. rerio_444aa
X laevis_458aa

S. kowalevskii_577aa

241 247 241

A. brasilensis_J65aa
4 A dufresnii_571aa

12_A lixula_571aa
S. purpuratus_S65aa

3524 2411
3577 2430 2204
3593 2481 2204
2372| 2288
2496| 21,60
230] 292 225 226 222 228 2281| 2240

169 186 157 159 163 162 186
152 145 145 149 143 165

Wl |~la|lo|&lwlr]| =

=t
o
&
[
=]

A. planci_567aa

k3
2

—
%]

0. melanogaster_621aa

—
w

0. volvulus_E13aa

-
S

C. virginica_631aa

Actina

El alineamiento de las secuencias de Actina muestra muy alta similitud a lo

largo de toda la secuencia y en todos los organismos analizados (Anexo: Figura 2.20).

Se observa en el alineamiento una longitud muy constante, presentando entre
375 y 376 aminoacidos en todos los organismos analizados. Se observa s6lo una
deleciéon de un aminoacido en la posiciéon 2 en el grupo de los vertebrados, y unas
pocas sustituciones de un aminoacido en algunas posiciones. Utilizando los dos
patrones consenso se localizaron estas regiones en las que no hay ninguna sustitucion

de los aminodcidos.
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La secuencia obtenida para A. dufresnii tiene 376 aminodacidos, presenta gran
similitud con el resto de las secuencias halladas y los dos motivos consenso

caracteristicos conservados.

Comparacion de pares del alineamiento multiple de Actina

La comparacién de pares para el alineamiento multiple de Actina muestra muy
altos porcentajes de similitud entre todas las secuencias analizadas, con un maximo de
100% y un minimo de 94,41%. La secuencia hallada para A. dufresnii presenta

porcentajes de similitud superiores al 96% en todos los casos (Tabla 2.8).

Tabla 2.8. Comparacién de pares para el alineamiento multiple de Actina. La
zona inferior izquierda corresponde a la identidad de las secuencias y la zona superior
derecha corresponde a los porcentajes de identidad de las secuencias analizadas.

1 2 2 4 5 B 7 8 ) 10 " 12 13
H. sapiens_375aa 1 96,81 96,81 96,81 96,01 9574
B. taurus_375aa 2 96,81 96,81 96,81 96,01 9574
R typus_375aa 3 96,81 96,81| 96,01 9574
X laevis_375aa 4 96,81 96,81 96,81 96,01 9574
S. kowalevski_376aa 5 364 364 364 96,01 9548 95,48 9521 96,28
3 A dufresnii_376aa 6 361
A.planci_376aa 7 364 364 364 364 359
P pectinifera_376aa a8 364 364 364 364 359
S. purpuratus_376aa g 361 361 361 361 358 96,28 96,54 96,54
S. neumayeri_376aa 10 360 360 360 360 96,01 96,01 96,01
D. melanogaster_376aa 11 362 361
C. elegans_375aa 12 363 361
D. chilensis_376aa 13 362 363 361

GAPDH: Gliceraldehido 3-Fosfato Deshidrogenasa

El alineamiento para las secuencias de GAPDH muestra una alta similitud a lo
largo de toda la extension y en todos los organismos analizados (Anexo: Figura 2.21).
Las secuencias analizadas tienen una longitud de entre 332 y 341 aminoacidos que es

caracteristica para esta proteina. Se observan pocos eventos de insercion como por
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ejemplo, en el extremo N-terminal y en la posicién 71, y algunas sustituciones de

aminoacidos.

Utilizando la informaciéon provista por Pfam y PROSITE, se localizaron los
dominios de unién a NAD en la region N-terminal y el dominio C-terminal que ocupa la
zona central y terminal de la proteina, en ambos casos las secuencias se encuentran
muy conservadas. Ademas, se localizaron los patrones consenso para el sitio activo

enzimatico y el sitio de nitrosilacion de la cisteina.

La secuencia obtenida para A. dufresnii tiene 335 aminoacidos y presenta una
buena similitud respecto al resto de las secuencias analizadas. Asimismo, se
identificaron los dominios de unién a NAD y C-terminal, y ambos patrones consenso,

que se encuentran muy conservados.

Comparacion de pares del alineamiento multiple de GAPDH

La comparacién de pares para el alineamiento multiple de GAPDH muestra
muy altos porcentajes de similitud entre todas las secuencias analizadas, con un
maximo de 94,33% y un minimo de 69,48%. La secuencia hallada para A. dufresnii

presenta porcentajes de similitud superiores al 71,81% en todos los casos (Tabla 2.9).

Tabla 2.9. Comparacién de pares para el alineamiento multiple de GAPDH. La
zona inferior izquierda corresponde a la identidad de las secuencias y la zona superior
derecha corresponde a los porcentajes de identidad de las secuencias analizadas

1 2 3 4 5 6 T 8 9 10 11 12

H. sapiens_335aa 1 94,33 85,97 85,07 73,08 74,26 72,94 72,70 71,68 75,60 7473 71,81
B. taurus_333aa 2 316 87,09 85,59 73,67 73,89 73,75 73,21 72,49 76,79 74,459 72,92
D.rerio_333aa 3 288 250 83,78 73,67 7418 73,75 72,62 73,37 7530 76,54 74,70
X laevis_333aa 4 285 285 279 74,56 7418 74,93 72,02 73,37 76,19 7473 72,62
5. kowalevskii_337aa 5 247 245 249 252 75,81 77,35 72,86 Th,3F 71,93- 69,91
1_A. dufresnii_335aa 6 251 245 250 250 257 82,54 75,60 83,73 71,81 72,59 72,94
5. purpuratus 337aa T 248 250 250 254 263 279 76,56 &8,50 7198 71,59 72,43
A planci_333aa & 245 248 244 242 247 254 258 76,92 71,81 69,97 72,86
5. neumayeri_337aa a 243 245 248 248 257 283 300 260 70,71 72,38 73,90
D.melanogaster 332aa 10 254 258 253 256 244 242 244 242 239 73,31 72,49
C.elegans 341aa 11 255 254 261 255 239 249 247 240 249 250 69,97

L. littoreal 336aa 12 242 245 251 244- 248 247 247 252 245 240
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RPLS8

El alineamiento para secuencias de RPL8 muestra muy alta similitud a lo largo
de casi toda la secuencia, con muy pocas zonas variables ubicadas en los extremos N-
terminal y C-terminal (Anexo: Figura 2.22). Las secuencias analizadas tienen una
extension de entre 256 y 264 aminoacidos que coincide con la longitud descripta para
esta proteina. Las secuencias de Apostichopus japonicus y Crassostrea virginica fueron

las mas largas y en ambas se observa una insercién en la regiéon N-terminal.

Utilizando la informacién provista por la base de datos Pfam y PROSITE, fue
posible identificar los dos dominios caracteristicos que abarcan casi la totalidad de la

proteina: el dominio L2 y el dominio L2C, asi como también el patrén consenso.

La secuencia obtenida para A. dufresnii tiene 257 aminoacidos, posee ambos
dominios proteicos muy conservados y cumple con el 100% del patrén consenso

caracteristico.

Comparacion de pares del alineamiento multiple de RPL8

La comparacion de pares para el alineamiento multiple de RPL8 muestra muy
altos porcentajes de similitud entre todas las secuencias analizadas, con un maximo de
100% y un minimo de 68,42%. La secuencia hallada para A. dufresnii presenta

porcentajes de similitud superiores al 72% en todos los casos (Tabla 2.10).
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Tabla 2.10. Comparacién de pares para el alineamiento multiple de RPL8. La
zona inferior izquierda corresponde a la identidad de las secuencias y la zona superior
derecha corresponde a los porcentajes de identidad de las secuencias analizadas

1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 1 12 13 14

H.sapiens_237aa 1 100,00 96,89 96,89 80,93 83,66 8295 81,85 8093 76,54 76,60 79,55 78,38 72,69

B taurus 237aa 2 257 96,89 96,89 80,93 83,66 8295 81,85 8093 76,54 76,60 79,55 78,38 72,69

D.rerio_257aa 3 249 249 96,50 8210 84,44 8333 80,69 8171 7731 76,98 7917 7838 7346

X laevis_257aa 4 249 249 248 80,93 82,88 8295 80,69 80,16 7577 7623 78,03 78,38 74,23

5. kowalevski_236aa 5 208 208 211 208 82,49 8256 8224 8249 74,62 81,06 7917 7722 72,69

1_A. dufresnii_237aa G 215 215 217 213 212 8566 79,54 9533 88,85 8226 76,89 76,45 72,31

A planci_258aa T 214 214 215 214 213 221 8378 84388 76,92 8346 7917 79,15 75,77

H.discus_259aa 8 212 212 209 208 213 206 217 7876 72,69 7528 8377 79,54 71,92

S. purpuratus_257aa 9 208 208 210 206 212 245 219 204 88,46 81,51 76,14 76,45 73,08
P.lividus_237aa 10 199 199 201 197 194 231 200 189 230 74,63 68,80 74,03

A japonicus_264aa 11 203 203 204 202 214 218 222 201 216 200 75,56 74,91 69,03
C.virginica_264aa 12 210 210 209 206 209 203 209 222 201 183 201 75,47

D. melanogaster_256aa 13 203 203 203 203 200 198 205 206 198 191 200 200 73,08
C.elegans_260aa 14 189 189 191 193 189 188 197 187 ‘IQU- 185 182 190

EF1-a1: Factor de Elongacion 1-alfal

El alineamiento para las secuencias EF1-al muestra una gran similitud en
todas las secuencias, y la zona mas variable se encuentra en el extremo C-terminal, en
donde se observan algunas sustituciones de aminoacidos y una delecion de un
aminoacido ubicada en las ultimas posiciones que se aprecia en varios organismos
(Anexo: Figura 2.23). Las secuencias analizadas tienen una extension de entre 450 y
464 aminoacidos. La secuencia mas corta corresponde al equinodermo
Pseudocentrotus depressus, el cual presenta una delecién de 11 aminodacidos en su
extremo N-terminal. Por otro lado, la secuencia mas larga corresponde al
equinodermo A. planci, el cual posee una insercién de tres aminoacidos entre las

posiciones 219y 221.

Utilizando la informacidén provista por la base de datos Pfam y PROSITE, fue
posible identificar los tres dominios caracteristicos, el dominio GTP-EF-Tul en el
extremo N-terminal, el dominio central EF-Tu2, y el dominio C-terminal EF-Tu3, y a

partir del patrén consenso se identificé el sitio de unién al nucleétido Guanina.
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La secuencia obtenida para A. dufresnii tiene 260 aminoacidos, presenta sé6lo
algunas sustituciones a lo largo de toda la secuencia, los tres dominios proteicos

conservados, y responde en su totalidad al patrén consenso mencionado.

Comparacion de pares del alineamiento multiple de EF1-a1

La comparacién de pares para el alineamiento maultiple de EF1-al muestra
muy altos porcentajes de similitud entre todas las secuencias analizadas, con un
maximo de 100% y un minimo de 74,30%. La secuencia hallada para A. dufresnii

presenta porcentajes de similitud superiores al 79% en todos los casos (Tabla 2.11).

Tabla 2.11. Comparacion de pares para el alineamiento multiple de EF1-al. La
zona inferior izquierda corresponde a la identidad de las secuencias y la zona superior
derecha corresponde a los porcentajes de identidad de las secuencias analizadas

1 2 3 4 5 [ T 8 9 10 1
H. sapiens_462aa 1 81,21 77,59 76,72
B. taurus_462aa 2 81,21 7759 76,72
D. rerio_462aa 3 8121 7802 7804
X laevis_461aa 4 79,65 Tri5
A planci_464aa 5 8043 76897 8004
1_A dufresnii_d60aa & 376 376 376 368 374 80,56 79,05 7948
5. purpuratus_461aa i 360 360 362 360 352 76,94 78,23 76,51
F. depressus_450aa a8 356 356 387 352
D. melanogaster_463aa 9 373 357
C. elegans_463aa 10 368 266 363

-
-

373 368 355

C. gigas _462aa
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Analisis de las secuencias nucleotidicas de
A. dufresnii y diseio de partidores

Como resultado de la seccién anterior, se obtuvieron varias secuencias de
diferentes especies para cada uno de los genes de interés, junto con un analisis de sus
dominios, motivos, patrones proteicos y porcentajes de similitud que permitieron

inferir cuales secuencias son homologas.

En esta seccién, se procedio el analisis sélo con las secuencias aminoacidicas
halladas para A. dufresnii. En las secuencias nucleotidicas correspondientes a cada uno
de estos genes, se indica el marco de lectura (ORF por sus siglas en inglés), la
secuencia aminoacidica de la zona codificante completa y los dominios proteicos. Con
estas secuencias se disefiaron los dos pares de partidores: el par Forward 1 y Reverse
1 (Fwl y Rv1l), y el par Forward 2 y Reverse 2 (Fw2 y Rv2). Estos oligonucle6tidos

también fueron marcados sobre las secuencias (Anexo: Figuras 2.24 a 2.33).

Por udltimo, a modo de resumen y como producto final de este capitulo, se
adicion6 la Tabla 2.12, que resume las secuencias de cada uno de los partidores que
fueron disefiados y sus caracteristicas principales. Cabe destacar, que estos partidores
fueron enviados a sintetizar, se probaron y utilizaron para las amplificaciones por PCR

y qPCR de los capitulos siguientes de esta tesis.
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Resultados

Tabla 2.12. Secuencias para los partidores disefiados ubicados en el sentido
5’-3’, tamafio del fragmento a amplificar (amplicén) y temperatura media de fusion

(TM).

Secuencia Partidor

Amplicén

RPL8

GAPDH

ACTINA

EF1-al

BCL2

BAX

Syt1-1

GFAP

TRPa

GFRa

Arb_qRPL8_Fw1
Arb_gRPL8_Rv1
Arb_qRPL8_Fw2
Arb_gRPL8_Rv2
Arb_qGAPDH_Fw1
Arb_qGAPDH_Rv1
Arb_qGAPDH_Fw2
Arb_qGAPDH_Rv2
Arb_qACTINA_Fw1
Arb_gACTINA_Rv1
Arb_qACTINA_Fw?2
Arb_qACTINA_Rv2
Arb_qEF1-al_Fwl
Arb_qEF1-al_Rv1
Arb_qEF1-al _Fw2
Arb_qEF1-al_Fw?2
Arb_gBCL2_Fw1
Arb_gBCL2_Rv1
Arb_qBCL2_Fw2
Arb_qBCL2_Rv2
Arb_qgBax_Fw1
Arb_gBax_Rv1
Arb_gBax_Fw2
Arb_gBax_Rv2
Arb_qSyt_Fw
Arb_gSyt_Rv1
Arb_qSyt_Fw2
Arb_qgSyt_Rv2
Arb_qGFAP_Fw1
Arb_qGFAP_Rv1
Arb_qGFAP_Fw2
Arb_qGFAP_Rv2
Arb_qTRPA_Fw1
Arb_qTRPA_Rv1
Arb_qTRPA_Fw?2
Arb_qTRPA_Rv2
SP_GFRa_Fw1
SP_GFRa_Rv1
SP_GFRa_Fw?2
SP_GFRa_Rv2

5-3
ATCGACTTTGCCGAGCGTCAT
CAGCTCGTTGCGCTTCTTGTA
AGTGATCCGTGGACAGCGTAA
ATGACGCTCGGCAAAGTCGAT
GCCGTCAACGATCCCTTCATT
TGATCTGCATCCCGTTGACGA
GCCAAGGTGATCAACGACAAC
CATTTCTTTCCGCTGGGTCCAT
CACCGAGCGTGGATACTCTTT
CGCTCGTTGCCGATTGTGAT
CACAATCGGCAACGAGCGTTT
TGCATACGGTCGGCAATACCA
CCGGCCATCTCATCTACAAGT
TGTCCAACACCCAGGCATACT
CAAGTATGCCTGGGTGTTGGA
GTGATGGCATACTTGCTGGTGT
ATGGTCGGGTGGATGTGACAA
CGGCTGTTCCTTCGACATTC
GCAGCCCGTCTTGCAAAGTAT
ATGCTGCCTTCTCCTTCCAGT
CAACAGGATGGGTTTGACAAC
AGTCCGAAGGAACTGCCTCTAT
AGACGAGGATTGAGCAACGAG
CAAACCCATCCTGTTGAAACCG
AGATCAAGCTCGGCAAACTCC
ACTGGGTTGAGGGTCTTTCTG
TGGGCAACAGCTACAAGGAGA
GGAGTTTGCCGAGCTTGATCT
CAAGGTGGCCAAGAAACAGGT
ATGGCGTTTGGTGCGAGTCT
TGACCTGCGACCAAGAGTGA
CATCCTTCTCGGCAATCTGG
CACGCAGATGTTGACGGATGT
ATCTCCAGGTGCCCAGCAAT
ACAAGCCAGAGGCACTTAAGG
CTATCTCCGCTCCGTTATCCA
AACGTGGATGGTCGGTCATGT
CACGGATTGGAGATGGTCAGA
GTTGTGCCTACAGCTACGGT
CTGGTGATAGCGACAGTCAGT

137

107

183

198

114

102

121

178

175

108

199

108

142

95

177

156

170
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Discusion del capitulo 2

Las secuencias analizadas para los genes de interés Bcl-2, Bax, Sytl, TRPa,
GFAP y GFRa mostraron un grado de similitud variable en el alineamiento global, y en
general se observd que hay mayor variabilidad en el extremo N-terminal. Por su parte,
las secuencias analizadas para los genes constitutivos Actina, Rpl8, GAPDH y EF1-a1l
mostraron un muy alto grado de similitud, que coincide con lo esperado para este tipo

de genes (Livak y Schmittgen 2001; Curina et al. 2017).

En la mayoria de los casos las secuencias analizadas presentaron una longitud
aproximada a la esperada para cada proteina. Los casos en que se observaron
secuencias que se alejan del tamafio medio de la proteina fueron escasos, y en ellos se
pudo identificar la presencia de inserciones y/o deleciones que podrian explicar estas
diferencias (Xiong 2006). Por ejemplo, la secuencia del gen Bcl-2 de X. laevis tiene una
longitud de 70 aminoacidos mas larga que la media, y al mismo tiempo posee una gran
inserciéon de aproximadamente el mismo tamafio. En otras investigaciones, se han
hallado secuencias candidatas para el gen Bcl-2 en X. laevis y presentan caracteristicas
similares a las encontradas en este trabajo (Cruz-Reyes y Tata 1995). Adicionalmente,
se observo que en algunos casos estos eventos de insercion o deleciéon aparecen en un
s6lo organismo, como es el caso de la insercidon en N-terminal en el gen TRPa para P.
pectinifera. El hecho de que esta insercion esté ausente en otros organismos del
mismo grupo taxondmico, podria indicar que este evento ocurrié posterior a la
divergencia en los equinodermos, y por lo tanto, s6lo P. pectinifera y tal vez otro
equinodermo muy cercanamente emparentado poseerian esta insercion (Xiong 2006;
Saito et al. 2017). En otros casos, se observa que los eventos de insercion o delecion se
mantienen dentro de todo un grupo taxondmico, como es el caso de las multiples
deleciones que se observan en las secuencias de GFAP de vertebrados, y que a
consecuencia de ello resulta en una extension considerablemente menor respecto a la

hallada en invertebrados. En este dltimo caso, por encontrarse el mismo patrén de
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deleciones conservado en todo un grupo taxondémico, lo mas probable es que estos
eventos hayan ocurrido en el ancestro comin que dio origen a todo este grupo

taxondémico (Xiong 2006).

El mayor grado de similitud de cada alineamiento se observd en las regiones de
los dominios y motivos proteicos, y este hecho se repiti6 en todos los genes
estudiados. En concordancia con esto, también se encontr6 una alta correspondencia
respecto a los patrones consenso especificos de cada gen. Este aumento en la similitud
en regiones especificas, se debe a que estas zonas generalmente le dan funcionalidad o
son cruciales para la formacidn de la estructura tridimensional de las proteinas, y por
lo tanto, estan sometidas a una presion de seleccién mayor que otras regiones de las
proteinas (Xiong 2006). Como resultado de esto, es esperable observar una mayor
conservacion filogenética de los dominios y motivos y esta es la razén por la que en
algunos estudios se utilizan sdlo estas fracciones para analizar homologia entre

secuencias muy divergentes (Xiong 2006).

Los porcentajes de identidad calculados en la comparacion de pares junto a la
extension media de cada proteina, permiten ubicar a las secuencias en el grafico de
Rost (Rost 1999) para inferir homologia con mayor o menor seguridad. Segin este
autor, para secuencias como Bcl-2 y Bax, que presentan una extension de alrededor
de 200 a 250 aminoacidos, es necesario un minimo aproximado de 22% de identidad
para ubicar a las secuencias en la zona segura e inferir homologia entre éstas. Con
porcentajes de entre 20 y 22% de identidad las secuencias se ubican en la zona
crepuscular, y por debajo del 20% se ubican en la zona oscura. Por otro lado, para
secuencias mas extensas, como las correspondientes a los genes TRPa, GFAP, Syt1,
GFRa y los genes constitutivos Actina, GAPDH, Rpl8 y EF1-al, que tienen una
longitud mayor a 250 aminoacidos, el grafico de Rost se simplifica en sé6lo dos zonas.
Con porcentajes mayores al 20% de identidad las secuencias se ubican en la zona
segura y por debajo del 20% de identidad quedan en la zona oscura. En conjunto, la
observacion del alineamiento, el andlisis de la similitud y longitud de una secuencia, la

presencia y conservacion de sus dominios, la correspondencia con su patrén consenso
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caracteristico y la clasificacion dentro del grafico de Rost, permiten inferir con una

baja incertidumbre si las secuencias analizadas pertenecen a genes ort6logos o no.

El analisis de homologia entre las secuencias de los genes constitutivos es el
mas simple de todos, dado que al tratarse de genes esenciales para el funcionamiento
celular estan sometidos a una presiéon de seleccion muy alta y como consecuencia de
esto han divergido muy poco a lo largo de la filogenia (Eisenberg y Levanon 2013;
Curina et al. 2017; Moein et al. 2017). Un claro ejemplo de esto se observa con el gen
de la actina, para el que se ha descripto que no difiere en mas de un 20% entre
organismos tan distantes como las algas y los humanos (Hanukogle et al. 1983;
Gunning et al. 2015), y que en este trabajo se encontré que no difiere en mas de un
5,6% entre secuencias de organismos metazoos distantes. De la misma forma que
ocurre para la Actina, los demas genes constitutivos estudiados Rpl8, GAPDH y EF1-
al, muestran muy altos porcentajes de identidad que ubican a todas las secuencias en
la zona segura de Rost para inferir homologia. Sumado a esto, la alta coincidencia en la
longitud de todas las secuencias, la presencia de todos los dominios y patrones
consenso descriptos, permiten inferir con seguridad que se trata de genes ort6logos.
Asimismo, las secuencias que se seleccionaron para estos genes a partir de los
transcriptomas de A. dufresnii, cumplieron con todos los parametros mencionados, y
por lo tanto resultaron elegibles para el disefio de partidores y el posterior estudio de

la expresion génica.

El andlisis de homologia entre las secuencias para los genes no constitutivos,

fue mas variable de acuerdo a la divergencia especifica de cada gen.

El andlisis de las secuencias de Bcl-2 y Bax, ambos pertenecientes a la familia
Bcl-2, mostré variaciones en la longitud y en la composiciéon de las secuencias, en
especial en el extremo N-terminal. Consistentemente con esto, en otras
investigaciones se han reportado grandes variaciones en la organizacién de los
motivos BH, asi como también en las secuencias globales de esta familia de proteinas
(Aouacheria et al. 2013), y en particular se observa que la region N-terminal es muy

variable (Lasi et al. 2010).
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Asimismo, se han encontrado miembros de esta familia en organismos como
las hidras, en las cuales la maquinaria que regula el fenémeno de la apoptosis muestra
una mayor complejidad a la encontrada en los protostomados D. melanogaster y C.
elegans (Lasi et al. 2010). Un analisis funcional de las proteinas de hidra homdlogas a
Bcl-2 y Bax sobre células de mamiferos, permiti6 comprobar que mantienen
conservados sus funciones anti y pro apoptoticas, respectivamente. Estos hallazgos
demuestran que tanto la familia Bcl-2, como otras familias de proteinas que regulan el
fenomeno de la apoptosis aparecieron temprano en la evolucion de los organismos

pluricelulares, previo a la aparicion de los bilaterales (Lasi et al. 2010).

Las regiones de los motivos BH son cruciales para la formacién de la estructura
terciaria de estas proteinas, y es esta conformacidén tridimensional la que luego define
las acciones pro o anti apoptéticas (Polcic et al. 2015). En las secuencias estudiadas en
este trabajo para Bcl-2 y Bax, los motivos BH se encuentran mucho mas conservados
que el resto de la secuencia y presentan alta concordancia con su patrén consenso. En
el caso del motivo BH4 de Bcl-2 se observd una menor conservaciéon que es
consistente con lo documentado por Aouacheria (Aouacheria et al. 2013), y en el caso
de Bax se observé ausencia de este dominio, una caracteristica tipica de Bax y que lo

distingue de Bcl-2 (Polcic et al. 2015).

De acuerdo a la comparacion de pares para Bcl-2, las secuencias de los
vertebrados H. sapiens, B. taurus, R. typus y X. laevis, del hemicordado S. kowalevskii,
del molusco M. yessoensis y del nematodo T. trichiura con porcentajes de identidad
mayores al 24%, se ubican en la zona segura del grafico de Rost. Dado que estas
secuencias también cumplieron con las demas caracteristicas analizadas, puede

inferirse homologia entre las mismas.

Por el contrario, la secuencia para D. melanogaster, si bien posee los dominios
BH con moderada conservacién, presenta un bajo porcentaje de similitud respecto a
todas las secuencias analizadas, ubicandose en la zona oscura del grafico de Rost. Este
bajo porcentaje es esperable debido a las grandes inserciones que presenta esta

secuencia en comparaciéon con las demas y a la divergencia en la familia de Bcl-2 en
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estos organismos (Robertson et al. 2006; Lasi et al. 2010). Por lo tanto, no se puede
afirmar que esta secuencia corresponda al gen ortélogo de Bcl-2, aunque es probable
que si corresponda a algiin miembro de la familia Bcl-2, tal como Debcl y BUFFY, que

han sido caracterizados para esta especie (Igaki y Miura 2004; Lasi et al. 2010).

Las secuencias de los equinodermos so6lo presentaron altos porcentajes de
identidad respecto a su mismo grupo taxonémico con valores superiores al 45%, y de
alrededor del 20% respecto al hemicordado S. kowalevskii. Consistentemente con esto,
en estudios filogenéticos del conjunto de proteinas que controla el fenomeno de la
apoptosis se ha encontrado que tanto las caspasas como las proteinas de la familia
Bcl-2 no sélo aparecieron temprano en la evolucion (Lasi et al. 2010), sino que se
redujeron en los protostomados Ecdysozoa (D. melanogaster y C. elegans), y sufrieron
expansiones independientes en los deuterostomados cordados y en los equinodermos
(Robertson et al. 2006). Ademas, se ha estudiado la maquinaria que controla la
apoptosis en el equinodermo S. purpuratus, y se ha propuesto que esta complejidad
junto a la divergencia observada en estos genes, podrian ser una adaptaciéon que
facilite la extensa apoptosis que ocurre durante la metamorfosis de los equinodermos,
0 que se encuentre asociada a su complejo sistema inmune (Hibino et al. 2006;
Robertson et al. 2006) y/o a sus extraordinarias capacidades regenerativas (San

Miguel-Ruiz et al. 2009).

En este contexto, los altos porcentajes de similitud obtenidos entre
equinodermos y la presencia de los dominios BH, nos permiten asumir con ciertos
recaudos que las secuencias seleccionadas pertenecen a genes ortdlogos, y que las
diferencias observadas con otros taxones reflejan la gran divergencia evolutiva en los
mecanismos de apoptosis descriptos en equinodermos. En particular, la secuencia
aminoacidica hallada para Bcl-2 en A. dufresnii presento la extension caracteristica, los
dominios BH conservados, un 20% de identidad con el hemicordado S. kowalevskii y
un muy alto porcentaje de identidad con otros equinodermos. Por lo tanto, resulta una
secuencia elegible para el disefio de partidores y el posterior estudio de la expresion

génica.

142



Cap. 2 Determinacién de secuencias génicas Discusion

De acuerdo a la comparacién de pares realizada para Bax, todas las secuencias
analizadas presentaron porcentajes de identidad mayores al 22%, ubicandose en la
zona segura del grafico de Rost, y por lo tanto, puede inferirse homologia entre las
mismas dado que también cumplen con las demdas caracteristicas analizadas. La
secuencia que present6 el menor porcentaje de identidad fue la de S. purpuratus, y en
especial al compararla con en anfibio Xenopus tropicalis, hecho que se puede justificar
por la presencia de una inserciéon N-terminal en S. purpuratus. Sin embargo, incluso en
esta secuencia se observan muy altos porcentajes de identidad respecto a su grupo
taxondmico, alcanzando el 63% respecto a A. dufresnii, y muy aceptables porcentajes
respecto a otros grupos como los vertebrados y los protostomados. En particular, la
secuencia aminoacidica hallada para Bax en A. dufresnii presenté una extension
caracteristica, los dominios BH tipicos de Bax conservados y un porcentaje de
identidad mayor a 26% respecto a vertebrados y mayor al 35% respecto al
protostomado C. virginica. Por lo tanto, resulta una secuencia elegible para el disefio

de partidores y el posterior estudio de la expresion génica.

El alineamiento para TRPa, mostré variaciones en la longitud y en la
composicion de las secuencias, en especial en el extremo N-terminal, en el primer
dominio ANK y en el extremo C-terminal. Sin embargo, los demas dominios ANK y la
region del canal i6nico se encontraron mucho mas conservados que el resto de la
secuencia. Consistentemente con esto, se ha hallado que en diferentes especies los
canales TRPal son utilizados para diferentes funciones fisiolégicas, generalmente
relacionadas a la termorrecepcién o a la quimiorrecepcién (Hamada et al. 2008;
Gracheva et al. 2010; Kang et al. 2010). Se ha propuesto que estas diferencias de
funcion podrian ser el resultado de una presion adaptativa que ocasiond, por ejemplo,
que en los organismos que utilizan esta molécula para la quimiorrecepcion se
redujera la activacion del canal por la temperatura, y viceversa (Cordero-Morales et al.
2011). La organizacion de la region N-terminal, incluido el primer dominio ANK,
conforma una unidad funcional e independiente y podria ser la responsable de estas
diferencias. De esta manera, las variantes en la region N-terminal pudieron facilitar

este ajuste evolutivo dando especificidad en la deteccion de un tipo de estimulo
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(termal, quimico, o de calcio citoplasmatico), a la vez que permitié6 mantener un alto
grado de similitud de secuencia a lo largo de las especies (Cordero-Morales et al.

2011).

Por otra parte, el dominio C-terminal ha sido implicado en la modulacién del
umbral de activacidn del canal frente al estimulo. Por lo que las variaciones ocurridas
en esta region podrian reflejar un ajuste adaptativo de acuerdo a la intensidad del

estimulo ambiental (Jordt et al. 2000; Brauchi 2006; Grandl et al. 2010).

La conservacién en el patréon de los dominios ANK y del canal idnico observado
en las secuencias estudiadas, junto al andlisis de los porcentajes de similitud, que
fueron muy altos dentro de grupos taxondémicos como los vertebrados o los
equinodermos, y superiores al 20% en la mayoria de las comparaciones entre

organismos distantes, permite asumir homologia entre las secuencias seleccionadas.

Las secuencias que presentaron los porcentajes de identidad mas bajos, fueron
de P. pectinifera o A. planci respecto a H. sapiens, y presentaron valores sélo levemente
menores al 20% (19,61%). Tratandose de una secuencia tan extensa, y recordando
que cuanto mayor es la longitud, mas significativas son las similitudes (Rost 1999),
éstas secuencias se ubican muy cerca de la zona segura del grafico de Rost. Ademas,
los datos obtenidos en la reciente caracterizacion de la secuencia de TRPa en P.
pectinifera (Saito et al. 2017), junto a la observacion de la gran insercion N-terminal
en ambas secuencias, que justifican tales diferencias en el porcentaje de identidad
permiten que, a pesar de la divergencia, se pueda asumir homologia con estas

secuencias.

Por ultimo, la secuencia seleccionada para TRPa en A. dufresnii cumplié con
todos los parametros mencionados, presentd un alto porcentaje de identidad dentro
de su grupo taxondémico, y un porcentaje mayor al 20% con el resto de los organismos
analizados. Por lo tanto, result6 elegible para el disefio de partidores y el posterior

estudio de su expresion génica.
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En analisis del gen Syt1 permite apreciar un alto grado de conservacion de las
secuencias analizadas que se ve reflejado en todos los pardmetros analizados. Es
importante destacar que la familia de proteinas Syts apareci6 temprano en la
evoluciéon y se encuentra presente tanto en plantas terrestres como en animales
(Craxton 2004). La variante Syt1, relacionada al funcionamiento del sistema nervioso,
se ha descripto tanto en organismos protostomados en los géneros Drosophila,
Anopheles 'y Caenorhabditis, como en deuterostomados en los géneros
Strongylocentrotus, Ciona, Danio, takifugu, Mus, y Homo (Craxton 2004; Burke et al.
2006b). En todos los casos, esta proteina mantiene su estructura tipica, con un
dominio transmembrana N-terminal seguido de una regién variable y luego los
dominios C2A y C2B altamente conservados (Sitidhof 2002; Craxton 2004). En las
secuencias analizadas de este trabajo se observé el mismo tipo de estructura con la
presencia de los tres dominios tipicos de Sytl altamente conservados, pocas
sustituciones en estas regiones y algunas inserciones o deleciones mayormente
ubicadas en las zonas lindantes al dominio transmembrana. Ademds, como
consecuencia de esta homogeneidad, la longitud de las secuencias fue la esperada en

la mayoria de los casos.

Estas caracteristicas junto a los muy altos porcentajes de similitud, con valores
de entre 99,76% y 49,8%, ubican a todas las secuencias en la zona segura de Rost y
permiten inferir que se trata de genes ortélogos para esta proteina. Asimismo, la
secuencia seleccionada para Sytl en A. dufresnii cumplié con todos los pardmetros
mencionados, destacandose su alto porcentaje de similitud en la comparaciéon de
pares que fue superior al 51% en todos los casos. Por lo tanto, result6 elegible para el

disefio de partidores y el posterior estudio de su expresion génica.

La observacion del alineamiento para las secuencias para GFAP permitié
diferenciar las tres regiones de la proteina. La regiéon central correspondiente al
dominio ROD, fue la menos variable y las diferencias observadas se debieron a las
multiples deleciones presentes en todo el grupo de vertebrados. Por otra parte, los
extremos N-terminal y C-terminal, que corresponden a la cabeza y cola de este

filamento intermedio, mostraron mayores variaciones. Sin embargo, a pesar de la
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variabilidad observada, en los primeros aminoacidos de la regién N-terminal de este
alineamiento se pudo identificar el patréon consenso MERRRITS-ARRSY con moderada
conservacion.

En concordancia con lo hallado, en otros trabajos se ha descripto que la region
ROD, que forma la estructura del filamento intermedio, es una zona altamente
conservada mientras que las regiones de la cabeza y cola que participan en la
regulacion del ensamblaje del mismo, son las regiones mas variables en cuanto a la
composicion y la longitud (Hol y Pekny 2015). Asimismo, también se ha descripto que
la presencia del patron MERRRITS-ARRSY es una caracteristica tipica de esta proteina
ya que el estado de fosforilacion y desfosforilacién de dicho motivo resulta critico para
el ensamblaje del filamento (Matsuoka et al. 1992; Ralton et al. 1994).

Al analizar las longitudes de las secuencias aminoacidicas, se observan tres
grupos bien diferenciados: los vertebrados con las secuencias mas cortas, los
invertebrados deuterostomados con longitudes intermedias y los protostomados con
las secuencias mas largas. Estas diferencias pueden justificarse por la presencia de las
deleciones e inserciones observadas en el alineamiento y que se encuentran
conservadas dentro de cada grupo taxondémico (Xiong 2006).

Si bien la proteina GFAP ha sido utilizada tradicionalmente como un marcador
de las células gliales del sistema nervioso de vertebrados (Dahl et al. 1985; Pinto y
Gotz 2007), en invertebrados los estudios de la presencia de esta proteina ain son
muy escasos. Sin embargo, en las ultimas décadas, se ha detectado GFAP en algunos
protostomados como el insecto Bombyx mori (Choi y Park 2012), asi como también en
cangrejos, gasterépodos y sanguijuelas (Cardone y Roots 1990; Dos Santos et al.
2005). Esta evidencia apoya la premisa de que la proteina GFAP no sélo se encuentra
conservada entre los vertebrados, sino que también parece expresarse en los
invertebrados.

Consistentemente con esto, las secuencias seleccionadas tanto en los
vertebrados como en los invertebrados, presentaron los tres dominios caracteristicos,
sus patrones consenso y buenos o moderados porcentajes de identidad. Entre
secuencias de vertebrados se observaron porcentajes mayores al 51%, y de igual

manera, entre las secuencias de los invertebrados deuterostomados se observaron
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valores superiores al 47%, lo que permite afirmar que dentro de cada grupo se trata
de secuencias homdlogas. Por dltimo, al comparar las secuencias de los vertebrados
respecto a las de los invertebrados, se observan porcentajes de identidad de alrededor
del 20%, que junto con la evidencia de la presencia de GFAP y la inmunorreactividad
positiva de los anticuerpos anti-GFAP de mamiferos sobre los invertebrados (Hartline
2011), sugiere que estas proteinas podrian ser homologas.

Por ultimo, la secuencia seleccionada para GFAP en A. dufresnii presenté una
similitud aceptable; los dominios caracteristicos; los patrones consenso
moderadamente conservados; la longitud tipica para las secuencias de equinodermos;
asi como también, un alto porcentaje de identidad dentro de su grupo taxonémico; y
un porcentaje mayor al 20% con el resto de los organismos analizados, con excepcion
de X. laevis en donde fue levemente menor. Por lo tanto, esta secuencia resulté elegible

para el disefio de partidores y el posterior estudio de su expresion génica.

La busqueda de secuencias para el gen GFRa en los transcriptomas utilizados
de A. dufresnii no arroj6 un resultado favorable, dado que no se pudo detectar una
secuencia que presentara suficiente similitud, longitud y los dominios caracteristicos.

Esto puede deberse a varias razones.

Una posible explicacién, es que el gen GFRa no se encuentre presente en el
genoma de A. dufresnii. Sin embargo, dado que hay evidencia de que GFRa esta
presente tanto en vertebrados, como en protostomados (Hatinen et al. 2007; Kallija
rvi et al. 2012; Appeltans et al. 2012; Hernandez et al. 2015), es esperable que
también se encuentre en organismos con una posicion filogenética intermedia entre
estos grandes grupos taxondmicos. Apoyando esta hipotesis, se han encontrado
secuencias con las caracteristicas de GFRa en los equinodermos S. purpuratus
(Hatinen et al. 2007) y se ha predicho una secuencia para A. planci (con anotacion
predictiva en NCBI con el c6digo NW_019091424.1), aunque no se han estudiado atn
en profundidad. Por lo tanto, resulta poco probable que este gen esté ausente en el

equinodermo A. dufresnii.
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Otra de las razones que podria explicar esta ausencia de GFRq, es que debido a
que el genoma de A. dufresnii alin no se encuentra secuenciado, el trabajo de busqueda
de este capitulo se realiz6é sobre dos transcriptomas de la especie. En ambos casos,
estos transcriptomas fueron construidos a partir de tejido digestivo de individuos
adultos. Por esta razoén, la ausencia de una secuencia elegible para GFRa puede
deberse a que este gen no se encontraba activo en los tejidos utilizados al momento de
la extraccién, y por lo tanto, no formaba parte de los transcriptos de dichas células.
Por lo tanto, la utilizacién de un mayor nimero de transcriptomas, en particular de
aquellos obtenidos en los estadios larvales, podria arrojar un resultado positivo para
esta busqueda. En este aspecto, se ha planificado realizar un transcriptoma de larvas
de A. dufresnii y se planea seguir trabajando en colaboracidn con el Instituto Antdrtico

Chileno, para abordar este tema con mayor profundidad.

Por ultimo, otra explicacién posible es que debido a las caracteristicas de esta
proteina y a la gran divergencia que se observa a lo largo de la filogenia, la
metodologia utilizada no haya sido lo suficientemente potente. En este gen en
particular, lo que parece mantenerse conservado filogenéticamente es el patron de
cisteinas y en especial la posicidn en la que se encuentra este aminoacido a lo largo de

la secuencia (Airaksinen et al. 2006; Hatinen et al. 2007).

Una de las caracteristicas de la metodologia utilizada en este trabajo para
analizar homologia, y que en este caso resulto una debilidad, es que se analizaron los
alineamientos globales de las secuencias, es decir, utilizando la secuencia completa.
Por lo tanto, el analisis de la comparacidon de pares refleja cuan similares son las
secuencias en su totalidad. Esta metodologia result6 muy util para la mayoria de los
genes estudiados, pero en el caso de GFRa no permitié identificar secuencias elegibles

en A. dufresnii.

Un estudio mas adecuado para este tipo de genes, involucra realizar analisis
mas complejos y en ocasiones acompafiado a un estudio de la estructura
tridimensional de las proteinas. De esta forma, es posible dar un mayor peso a la

ocurrencia y a la posicion de las cisteinas, asi como también sus implicancias sobre la
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estructura tridimensional de la proteina madura. Un ejemplo de estos analisis se
encuentra en los trabajos de Hatinen y de Goodman, en donde logran encontrar
homologia entre secuencias divergentes de GFRa analizando sélo el patrén de
cisteinas, o bien analizando la estructura tridimensional y la interaccién con su

ligando GDNF y el receptor RET (Hatinen et al. 2007; Goodman et al. 2014).

A pesar de las dificultades mencionadas, para este trabajo se tom6 como
referencia a S. purpuratus, otro erizo de mar del que se encuentra su genoma
secuenciado, y en el que se pudo encontrar una secuencia que se ajusta a las

caracteristicas del gen GFRa.

Si bien en el alineamiento se observaron variaciones en la composicion de las
secuencias y en la extension de las mismas, fue posible identificar los dominios y
también la zona de anclaje a la membrana plasmatica GPI. Las variaciones observadas
en la extension pueden justificarse por la gran cantidad de deleciones presentes en el
grupo de los vertebrados y a las inserciones halladas en algunos invertebrados.
Asimismo, la similitud de las secuencias fue mayor dentro de los dominios, y
moderada en el GPI. En particular, la similitud fue alta en el grupo de los vertebrados,
evidenciando un cierto grado de conservacién, y disminuyo a medida que se analizan
organismos mas alejados filogenéticamente a éstos, haciéndose cada vez mas
ocurrentes las sustituciones, las deleciones y/o las inserciones. La comparacion de
pares, reflejo muy claramente lo observado en el alineamiento, con porcentajes de
identidad altos entre vertebrados, moderados entre los equinodermos S. purpuratusy

A. planci, y bajos al comparar invertebrados con vertebrados.

Consistentemente con lo descripto, en otros trabajos realizados en esta familia
de proteinas (Airaksinen y Saarma 2002; Hatinen et al. 2007), la posicién y ocurrencia
de las cisteinas se encuentra altamente conservada en todos los organismos
analizados, mientras que se observa divergencia entre especies. Por lo expuesto, y
dado que las cisteinas cumplen un rol importante en la estructura terciaria de la

proteina, asi como también en la interaccion con su ligando (principal funcion de este
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receptor), el patrén conservado de las cisteinas que se observoé en el alineamiento, fue

el resultado mas importante del andlisis de GFRa.

La secuencia seleccionada para S. purpuratus presentd los tres dominios
moderadamente conservados, y el patron de cisteinas altamente conservado, con una
Unica excepcion en la primer cisteina del dominio D2, y por lo tanto, se consideré que

esta secuencia es un buen candidato para el disefio de partidores.

Por ultimo, a partir de las secuencias aminoacidicas seleccionadas en A.
dufresnii para cada gen, se pudo identificar en los transcriptomas las secuencias
nucleotidicas correspondientes. En todos los casos, éstas ultimas presentaron un
marco de lectura completo (ORF) y sus zonas no codificantes anexas, evidenciando
que se trata de un gen completo. Ademas, los dos pares de partidores disefiados para
cada secuencia, mostraron todas las caracteristicas deseadas como por ejemplo, una
longitud de partidor aceptable; una longitud del fragmento a amplificar conveniente
para cuantificar la expresion génica; y temperaturas de fusion muy similares entre si.
Por lo tanto, es esperable que funcionen bien para la posterior cuantificacién de la

expresion de dichos genes.
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Conclusiones del capitulo 2

A partir de la busqueda informatica en las bases de datos publicas NCBI y
Uniprot, fue posible seleccionar para cada gen de interés, una amplia variedad de

secuencias en organismos filogenéticamente distantes.

En la mayoria de los casos, con un analisis sencillo que involucré un
alineamiento global, una busqueda de dominios y patrones caracteristicos y una
comparacién de pares del conjunto de secuencias, se pudo determinar homologia

entre las secuencias.

Utilizando dos transcriptomas de la especie de estudio fue posible hallar
secuencias elegibles para todos los genes de interés, excepto para el gen GFRa. En este
ultimo caso, se utilizé la secuencia hallada en un organismo emparentado a la especie

de estudio.

Con las secuencias de A. dufresnii obtenidas para cada gen de interés, fue
posible disefiar dos juegos de partidores que cumplieron con todas las caracteristicas
pre-establecidas y que se utilizaron en los siguientes capitulos para estudiar la

expresion génica.
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Introduccion del capitulo 3

El sistema nervioso es una de las caracteristicas mas destacables en el reino
animal, esta involucrado y es responsable, en la mayoria de los casos, de muchas
caracteristicas de los animales como: el movimiento, el comportamiento, la
reproduccioén, el pensamiento coordinado, las respuestas a estimulos, etc. (Schmidt-
Rhaesa et al. 2015). Existe una gran diversidad de sistemas nerviosos que han
evolucionado en cada grupo de organismos de acuerdo a las presiones ambientales a
las que fueron sometidos a lo largo de su historia. Esta diversidad de sistemas, abarca
desde las redes nerviosas sencillas encontradas en las hidras y anémonas (Epp y
Tardent 1978; Rentzsch et al. 2017), hasta los sistemas nerviosos complejos y
centralizados como los encontrados en los cefalépodos (Abbott et al. 1995) y en los

vertebrados (Holland y Holland 1999; Northcutt 2012).

Los equinodermos adultos poseen un sistema nervioso central que sigue un
patrén pentamérico, con cinco cordones nerviosos que se unen en un anillo nervioso
circular (Mashanov et al. 2016). En comparaciéon con los vertebrados, este sistema es
relativamente simple y menos centralizado, pero sin embargo, posee muchas
similitudes con éstos y con otros deuterostomados. Esta caracteristica resulta
ventajosa como modelo animal para el estudio y la comprensiéon de los mecanismos
basales del sistema nervioso dentro del gran grupo de organismos deuterostomados

(Hinman y Burke 2018).
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Origen embrioldgico del sistema nervioso
en metazoos

Durante el desarrollo embrionario se desencadenan los mecanismos que
determinan la especificacion y la diferenciacién del sistema nervioso. Los
componentes de sefalizacion y las familias de factores de transcripcién tienen un rol
fundamental durante este proceso (Sinigaglia et al. 2013; Marlow et al. 2014). La
evidencia sugiere que estos factores de transcripcién tienen un origen comun, debido
a las grandes similitudes encontradas a lo largo de los metazoos (Saudemont et al.

2010; Garner et al. 2016).

En algunos organismos el potencial neurogénico, es decir, la capacidad de las
células de diferenciarse al linaje neuronal, se encuentra disperso en todo el
ectodermo. En estos organismos, los precursores neurales se originan y diferencian
formando una red difusa de neuronas (Dunne et al. 1985; Miljkovic-Licina et al. 2004;

Satterlie 2015).

En los organismos bilaterales, la neurogénesis se encuentra restringida en el
desarrollo a ciertos dominios especificos del ectodermo (Bier y De Robertis 2015).
Esta regionalizacion del ectodermo se origina temprano en el desarrollo embrionario
y se encuentra principalmente mediada por el gradiente morfogenético de Wnt, que
define el eje anteroposterior (AP) en el embrion, y posteriormente regula a los
morfogenos Nodal y BMP2/4, pertenecientes a la superfamilia de los TGF(3, que definen
el eje dorsoventral (DV). En conjunto, estas seflales acotan la capacidad neurogénica
del embrién a territorios especificos (Angerer et al. 2011). Como consecuencia de
esto, los organismos bilaterales tienen un sistema nervioso con componentes
centrales y periféricos, derivados de diferentes regiones del ectodermo.
Generalmente, el Sistema Nervioso Central deriva de un epitelio neural especifico de
la zona anterior del embridn, y las neuronas periféricas se originan en otras regiones
del ectodermo y luego se conectan con el Sistema Nervioso Central (Hartenstein y

Stollewerk 2015).
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La organizacion del sistema nervioso de los
erizos de mar

En los erizos de mar, el sistema nervioso de la larva pluteus posee una
estructura tipica de un organismo bilateral, con componentes centrales y periféricos, y

con vias aferentes y eferentes (Garner et al. 2016).

De manera homoéloga a lo encontrado en otros organismos bilaterales, en
etapas tempranas del desarrollo, los morfégenos Wnt, Nodal y BMP2/4 establecen los
ejes AP y DV del embrién (Figura 3.1a y 3.1b). En la regién anterior se desarrolla un
epitelio neural que dara origen al érgano apical. Esta estructura posee caracteristicas
similares a las halladas en el Sistema Nervioso Central de otros deuterostomados y
expresa genes similares a los que se observan durante la neurogénesis del cerebro de
vertebrados (Wei et al. 2009; Angerer et al. 2011). Posteriormente en el desarrollo
queda delimitado un segundo territorio del ectodermo que dara origen a los
componentes periféricos con ganglios laterales secundarios, neuronas motoras,

neuronas sensoriales e interneuronas (Angerer et al. 2011) (Figura 3.1c).

El érgano apical, de simetria bilateral y ubicado entre los brazos pre-orales,
constituye el Sistema Nervioso Central de las larvas pluteus. Las neuronas que lo
conforman se distribuyen formando una estructura ganglionar o neuropilo, es decir,
un conjunto de neuronas y células de soporte (Burke 1978; Moss et al. 1994). En este
o6rgano aparecen los primeros grupos de neuronas serotorinérgicas (Byrne et al.

2007).

Los componentes periféricos lo constituyen las neuronas que se encuentran
dentro de los tejidos de la banda ciliar, la zona oral y el tubo digestivo. Estas neuronas,

integran y controlan localmente las respuestas motoras (Cobb 1987).
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Figura 3.1: Diagrama simplificado de la formaciéon y la organizacion del
sistema nervioso en equinoideos. A) Embrién de erizo de mar, se observan los
gradientes de los morfégenos Wnt, Nodal y BMP2,4 que establecen los ejes AP y VD. B)
Larva prisma mostrando los ejes AP y VD. C) Esquema con los principales
componentes del sistema nervioso de la larva pluteus: un pequefio centro ganglionar
llamado el 6rgano apical (verde), y una gran cantidad de neuronas periféricas y
cordones axonales que inervan el esofago, el estomago y la banda ciliar (rojo).
Tomado y modificado de Angerer et al. (2011), y de Hinman y Burke (2018).

La banda ciliar permite la alimentacién y la locomocion. Esta estructura
recorre el perimetro de la larva, incluyendo los brazos de la misma, y rodea a la
epidermis oral, un epitelio especializado de dicha zona (Strathmann 1971; 1975). Las
neuronas que conforman la banda ciliar tienen caracteristicas tipicas de las neuronas
periféricas, como por ejemplo, la proyecciéon de sus axones hacia el érgano apical
(Burke et al. 2014). Los cilios pueden moverse con distinta intensidad y direccidn;
acercando las particulas de alimento hacia la boca cuando se mueven hacia ésta, o
propulsando a la larva cuando se mueven en sentido contrario (Strathmann 1971;
2007). El sistema nervioso controla el sentido de movimiento de los cilios, regulando
la despolarizaciéon de las células ciliadas (Mackie et al. 1969; Strathmann 2007). La
interpretacién mas aceptada de este sistema, es que el 6rgano apical constituye el
componente central e integrador de las respuestas, mientras que las neuronas de la
banda ciliar responden a los estimulos local y coordinadamente, controlando la

actividad de los cilios (Strathmann 2007).
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En el tubo digestivo, los componentes del sistema nervioso se desarrollan e
inervan la musculatura del eséfago. Adicionalmente, algunas de las neuronas
viscerales en la larva se originarian a partir de precursores endodérmicos de forma
singular e independiente al resto de las neuronas del organismo de origen

ectodérmico (Wei et al. 2011).

Una caracteristica destacable en estos organismos es que el numero de
neuronas aumenta a lo largo del desarrollo larval, esto indica que en este modelo
animal, la neurogénesis no se encuentra restringida solo a los estadios embrionarios,
sino que existen regiones de continuo crecimiento neural (Bisgrove y Burke 1986;

Beer et al. 2001).

Finalmente, este complejo sistema nervioso degenera casi completamente al
momento de la metamorfosis, y por lo tanto, no contribuye al sistema nervioso de los
organismos juveniles y adultos (Beer et al. 2001; Nakano et al. 2006). La unica
excepcion, es la red neuronal del tubo digestivo de la larva, que parece contribuir con
algunos elementos neuronales al plexo basiepitelial del Sistema Nervioso Entérico

(SNE) del organismo adulto (Beer et al. 2001; Mashanov et al. 2016b).

En el sistema nervioso de los equinodermos adultos se han descripto cuatro
componentes principales: los cordones Ectoneural e Hiponeural, que constituyen el
Sistema Nervioso Central; el sistema Endoneural, también conocido como Sistema
Nervioso Aboral o Apical, presente so6lo en crinoideos; y el Sistema Nervioso Entérico
(SNE) (Hyman, 1955; Pentreath y Cobb, 1972; Cobb, 1987; Garcia-Arraras et al. 2001;
Mashanov et al. 2015) (Figura 3. 2).

El SNE es una red compleja de neuronas interconectadas o plexo, dispuestas
sobre la superficie basal de los 6rganos que recubre. Puede dividirse en cuatro
componentes: el plexo visceral, el plexo basiepitelial, el plexo neuroendocrino de la
mucosa y el plexo del tejido conectivo. En conjunto este sistema inerva el tracto

digestivo y lo conecta al SNC del organismo (Garcia-Arraras et al. 2001).

157



Cap. 3 Desarrollo del sistema nervioso

Ofiuroideo Equinoideo Holoturoideo
v
B

4
L7 -

2 =/ -

b ]

-

Crinoideo
= NN Asteroideo

Introduccion

Figura 3.2: Sistema nervioso de los equinodermos adultos. Observe el anillo
circumoral indicado por la punta de flecha y los cordones radiales ectoneurales e

hiponeurales sefialados por flechas. Tomado de Rubilar (2010).
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Tipos celulares en el sistema nervioso de
larvas de equinodermos

En el sistema nervioso larval de los equinodermos se han encontrado distintos
subtipos de neuronas, y se ha descripto la expresién de una gran variedad de
neurotransmisores (Burke et al. 2006a). Se cree que esta diversidad proporciona a los
organismos la capacidad de censar varios aspectos del ambiente y coordinar una

amplia gama de respuestas comportamentales (Hinman y Burke 2018).

En la mayoria de las especies, las neuronas serotorinérgicas son las primeras
en diferenciarse y se agrupan en dos secciones de la region anterior de las larvas en
desarrollo (Byrne et al. 2007). Son el tipo celular mas abundante en el rgano apical y
algunas secciones de la boca y el es6fago, y ademads, su niimero se incrementa a lo
largo del desarrollo larval (Bisgrove y Burke 1986; Chee y Byrne 1999; Murabe et al.
2008). Estas neuronas son principalmente de tipo sensorial, la mayoria desarrollan un
polo dendritico corto y proyecciones axonales basales, en otros casos desarrollan

morfologia de tipo bipolar o multipolar (Hinman y Burke 2018).

Las neuronas dopaminérgicas, se han hallado sélo en las larvas de erizo de
mar. Se localizan en la region de la boca y del eséfago, asi como también, en la base de
los brazos post-orales. En esta ultima regién, estas neuronas parecen tener una
funcion especifica en la percepcion de la densidad de alimento en el ambiente
(fitoplancton), y se ha postulado que la dopamina conformaria parte de una via de
sefializacion responsable de regular la longitud de los brazos en funcién de la oferta

de alimento (Adams et al. 2011).

Otro de los tipos celulares encontrados en las larvas de equinoideos son las
neuronas GABAérgicas. Mediante la utilizacién de anticuerpos anti-GABA se ha
localizado a estas neuronas en la region de la boca y el es6fago (Bisgrove y Burke
1986). Ademas, también se ha hallado a la enzima responsable de su sintesis en las

neuronas serotorinérgicas ubicadas en la banda ciliar (Katow et al. 2016).
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Por otro lado, utilizando agonistas y antagonistas farmacoldégicos de la
acetilcolina, se han descripto respuestas en el movimiento de los cilios y
contracciones musculares, por lo que se cree que este neurotransmisor también esta
presente (Gustafson et al. 1972; Lacalli et al. 1990). La histamina y las catecolaminas
se han encontrado en el érgano apical, los ganglios laterales secundarios y la banda
ciliar de las larvas pluteus que se encuentran préximas a la metamorfosis (Sutherby et

al. 2012).

Existen varios tipos de neuronas especializadas que conforman el conjunto de
células sensoriales (Burke 1978, 1983; Lacalli et al. 1990). En la banda ciliar existen
células neurales que proyectan sus axones hacia el 6rgano apical y se cree que se
encargan de la percepcion olfativa. Estas neuronas aparecen al final de la vida larval
y se las asocia a la deteccién de ciertos estimulos quimicos involucrados en la

metamorfosis (Bishop y Brandhorst 2007; Bishop y Hall 2009).

También se han encontrado fotorreceptores ciliados formando dos grupos
dispuestos bilateralmente en la zona anterior a la boca y adyacentes al 6rgano apical
(Valero-Gracia et al. 2016). Estas neuronas expresan opsina 2 y 3, presentan cilios
apicales cortos e inmédviles que responden a la estimulacién luminica incrementando
la concentracion de Ca%* intracelular. Colaborando con éstas, las células
pigmentarias que se encuentran dispersas en la superficie dorsal de la larva, podrian
generar sombra facilitando la orientacion de la fotorrecepcion (Hinman y Burke

2018).

Las neuronas también pueden sintetizar neuropéptidos y sus receptores, que
son los mediadores criticos de la sefnalizacion neuronal y pertenecen a familias de
proteinas con un origen comun entre los bilaterales (Jékely 2013; Mirabeau y Joly
2013). En el 6rgano apical de las larvas pluteus, se ha encontrado el neuropéptido
SALMFamidel (S1) co-localizando, es decir, expresandose en la misma célula, con la
Serotonina. Este neuropéptido también ha sido descripto en otros tejidos, por lo que
se le adjudican diversas funciones en el sistema nervioso larval (Thorndyke et al.

1992).
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Si bien se han realizado grandes avances en la descripcion del sistema nervioso
en los estadios larvales de los equinodermos, este sistema aiun no ha sido
caracterizado completamente. Uno de los grandes interrogantes por determinar, es la
presencia de células no nerviosas en el sistema nervioso larval, tal como se encontré
en los estadios juveniles y adultos. Este tipo celular se denomina Glia Radial por su
gran semejanza a las células gliales radiales de los vertebrados y es una de las
caracteristicas mas sobresalientes que los equinodermos comparten con los cordados

(Mashanov et al. 2009).

La Glia Radial posee una morfologia especifica, con haces sobresalientes que
son producto de la organizacién de sus filamentos intermedios en el citoplasma, y una
forma alargada que les permite abarcar la totalidad del espesor del cordén nervioso.
En los equinodermos, las células gliales han sido descriptas a partir del
establecimiento del SNC de los individuos juveniles (Pinto y Gotz 2007; Mashanov et
al. 2009) y se mantienen con sus caracteristicas no neurales durante toda la vida
adulta del organismo, ubicdndose a lo largo de todo el SNC (Markel y Roser 1991;
Mashanov et al. 2006; Viehweg et al. 1998).

En los vertebrados, la Glia Radial cumple un rol crucial durante la neurogénesis
(Pinto y Gotz 2007), distribuyéndose entre las células del neuroepitelio y aportando
los precursores celulares que formaran las paredes del tubo neural. En los
equinodermos, aun no se conocen las funciones de la glia durante el desarrollo juvenil
y la neurogénesis de los adultos. Sin embargo, se ha encontrado que en los pepinos de
mar adultos, estas células contribuyen significativamente a la regeneracion de los
tejidos luego de una lesidn, orientando la migracion de las neuronas y generando
nuevas neuronas y células gliales en la zona de regeneracion del sistema nervioso

(Mashanov et al. 2008).
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Inmunorreactividad del sistema nervioso de
los equinodermos

Gran parte de los estudios que permitieron conocer y caracterizar el sistema
nervioso de los equinodermos fueron posibles gracias al desarrollo de anticuerpos
como anti-1E11, que reconoce especificamente a la proteina Sytl-1 (Burke et al.
2006b) o anti-RN1 de epitope desconocido pero que se sabe que marca las fibras y
otros componentes del sistema nervioso. Otras poblaciones de neuronas pudieron
reconocerse y caracterizarse utilizando marcadores estandares de sistema nervioso
descriptos para otros organismos, en particular anticuerpos que reconocen
neurotransmisores peptidicos o las enzimas que los sintetizan. De esta manera, se
describieron los componentes GABAérgicos y las catecolaminas de los
equinodermos, asi como también muchas neuronas, células endocrinas y fibras que
expresan los neuropéptidos SALMFamide (Elphick et al. 1995; Newman et al. 1995),
GFSKLYFamide (Diaz-Miranda et al. 1995), galanin (Diaz-Miranda et al. 1996), y
FMRFamide (Hoekstra et al. 2012; Diaz-Balzac et al. 2016).

El anticuerpo monoclonal anti-1E11, fue desarrollado a partir de lisados de
nervio radial de adultos de la estrella de mar Asterina pectinifera (Nakajima et al.
20044, b), y actualmente es utilizado como marcador neuronal por su capacidad de
unirse eficientemente a las células nerviosas de larvas y adultos de toda clase de
equinodermos, hemicordados y urocordados (Burke et al. 200643, b). El antigeno 1E11
puede detectarse en las células precursoras del sistema nervioso de la gastrula de los
embriones de equinodermos, y en las larvas pluteus marca todas las estructuras
neurales conocidas: el érgano apical, la zona oral, y una red de neuronas y neuritas en
la banda ciliar, el eséfago y el estémago (Nakajima et al. 2004a; Burke et al. 2006b). El
anticuerpo policlonal anti-GFSK, marca las neuronas y fibras nerviosas que expresan
el péptido GFSKLYFamide. Aun no se ha descripto la expresién de este péptido en los
estadios larvales de equinodermos, pero en los individuos adultos, esta molécula tiene
acciones de transmisor neuromuscular o neuromodulador dada su presencia

exclusiva en los tejidos neurales y neuroendocrinos, y la localizacién préxima a ciertas
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fibras musculares (Diaz-Miranda et al. 1995). Se ha descripto la expresion de esta
molécula en las secciones de los cordones ectoneural e hiponeural del SNC, en el SNE
que inerva el sistema digestivo, y en otros sistemas como el hemal y el respiratorio,
posiblemente con un rol importante en el control de la accién de los mismos (Diaz-
Miranda et al. 1995). El anticuerpo monoclonal anti-GFAP (Glial Fibrillary Acidic
Protein) es un marcador clasico de células gliales en los mamiferos. Originalmente, se
describi6 la expresion de GFAP en los astrocitos en el SNC, uno de los tipos gliales mas
abundantes e importantes de los vertebrados. Posteriormente, se encontraron células
gliales en el SNE de distintos vertebrados que también expresan la proteina GFAP
(Jessen y Mirsky 1980), y existen algunos estudios en donde se ha encontrado
inmunorreactividad frente a este anticuerpo en organismos protostomados (Cardone
y Roots 1990; Dos Santos et al. 2005; Hartline 2011; Choi y Park 2012). Actualmente,
este anticuerpo se utiliza para identificar células de tipo glial durante el desarrollo
embrionario de mamiferos, y dado que se ha demostrado que los equinodermos
adultos poseen células gliales con caracteristicas similares a las de los mamiferos
(Mashanov et al. 2009), se estudiara la presencia de este marcador glial durante el
desarrollo embrionario de larvas de equinodermos. El anticuerpo policlonal anti-
GFRo, marca las células que expresan la proteina GFRa, el receptor de membrana de
la familia de ligandos GFLs (Serra et al. 2005). La presencia de antigenos que
reaccionen con este anticuerpo podria dar informaciéon importante sobre la presencia
y la localizacion de esta via de sefializacion durante el desarrollo larval de los

equinodermos.

Para poder evaluar cémo responde un organismo y su sistema nervioso frente
a determinados estimulos, primero es necesario conocer cémo es su desarrollo en
condiciones normales de cultivo. El objetivo especifico de este capitulo fue describir el
desarrollo del sistema nervioso larval de Arbacia dufresnii en condiciones normales de
cultivo durante los primeros 14 dias post-fecundacién, a partir del estudio de la
expresion de proteinas especificas de dicho tejido; y conocer cdmo se expresan los
genes afectados por la cascada de sefalizacion GFLs/GFRa/RET durante el mismo

periodo.
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Materiales y metodos del capitulo 3

3.1 Generacion de larvas

Utilizando el protocolo desarrollado en el capitulo 1 de esta tesis, se obtuvieron
embriones y larvas de A. dufresnii, los cuales fueron mantenidos en cultivo entre 1 y

14 dpf para estudiar su desarrollo neural.

3.2 Inmunocitoquimica de fluorescencia
indirecta

Esta técnica consta de una inmunomarcaciéon con anticuerpos comerciales, en
este caso desarrollados en tejido nervioso de vertebrados e invertebrados. Seguido de
un revelado con una inmunomarcacion especifica fluorescente. El protocolo de la
técnica se encuentra en el Anexo del capitulo 3.

Para este estudio se probaron varios anticuerpos comerciales de tejido
nervioso. De los que presentaron reactividad en larvas de A. dufresnii, se eligieron 4
anticuerpos diferentes; dos marcadores de tejido nervioso, un marcador glial y un
marcador de la via de sefializacién de los GFLs. Se realizaron inmunocitoquimicas de
fluorescencia indirecta con cada uno de los 4 anticuerpos elegidos, sobre embriones y
larvas de A. dufresnii de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, y 14 dpf. Los organismos utilizados
fueron previamente fijados utilizando un protocolo adaptado a este modelo animal
que permite una fijaciéon suave (Anexo del capitulo 3) y almacenados en frio hasta su
uso. Al finalizar la técnica de inmunomarcacién, los organismos procesados fueron

colocados sobre portaobjetos
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silanizados y montados utilizando una solucién de ‘fluoromount antifading’ que
permite una buena conservacion de la marca fluorescente. Se dejaron secar los
preparados en oscuridad y a temperatura ambiente por al menos 24 h. En todos los
casos se adicion6 un control negativo de la inmunomarcacién que consistié en la
aplicacion del mismo protocolo pero con omisién del anticuerpo primario utilizado e
incubando sélo con PBS en este paso.

Se observaron y fotografiaron los preparados utilizando un microscopio Leica
DM2500. Este equipo cuenta con los aumentos 10, 20, 40 y 100x, luz blanca LED y luz
UV que permiten la observacion de las muestras en campo claro y con
epifluorescencia a gran magnificacion. El sistema tiene adosado una camara digital
Leica y su software correspondiente que permite la observacién, fotografia y edicion

de las mismas desde una computadora.

3.3 Cuantificacion de la expresion génica

Para conocer la expresion de los genes de interés seleccionados en el capitulo 2
de esta tesis a lo largo del desarrollo de A. dufresnii, se realizé la siguiente

metodologia:

1) Obtencion de organismos, fijacion y conservacion:

Se realiz6 una fecundacion siguiendo el protocolo descripto en el capitulo 1. A
fin de asegurar un buen acervo genético de la poblacion estudiada de A. dufresnii, se
utilizé una mezcla de gametas femeninas de 20 hembras, y se fecund6 con una mezcla
de gametas masculinas de 20 machos. Se mantuvieron en cultivo los organismos
resultantes durante 14 dias. Antes de la fijacién de cada muestra, se realizaron tres
recambios del 50% del agua de las larvas, con el objetivo de eliminar cualquier
impureza de la misma.

Se fijaron con solucion ARN hold (Transbionovo) 10 alicuotas de 1000 larvas
cada una, para cada tiempo de muestreo: 1, 2,4, 6,7, 8,9, 10, 12, 14 dpf.

Las muestras se conservaron a 4°C durante los primeros 15 dias, y luego se

congelaron con nitrégeno liquido 10 seg. y se almacenaron a -80°C hasta su
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utilizacion.

2) Homogenizacion, extraccion y purificacion de ARNm

Para cada uno de los tiempos de estudio, se realizd6 por triplicado la
homogenizacién, extraccion y purificacion de los ARN totales, utilizando en cada
ocasién 2000 larvas (dos muestras).

Para ello, se descongelaron las muestras sobre hielo para evitar la degradacion
del ARN. Se eliminé el conservante ARN hold agregando dos volumenes de PBS a fin de
disminuir la densidad del conservante y luego una centrifugacion de 5 min. a 10.000
rpm, para concentrar la muestra en el pellet. Se colocé la muestra en un tubo de
homogenizacién, con entre 7 y 10 esferas de homogenizacién de 1,4 mm de didmetro,
1ml de buffer de lisis RNA-Solv (Omega bio-tek) y 20 ul de 3-mercaptoetanol.

Para la homogenizacion se utilizé un equipo homogeneizador modelo Precellys
Evolution acoplado a la unidad Cryolys evolution (Bertin Instruments) que permite el
ajuste de la temperatura, pulsos y velocidad de agitaciéon. Se probaron algunas
variantes de homogenizacién y se seleccion6 la que permiti6 obtener la mejor relacion
entre la cantidad de muestra utilizada y la concentracién e integridad del ARN
obtenido. La variante utilizada fue de tres pulsos de 15 segundos de duracién con
intervalos de 15 segundos, a una velocidad de 5800 rpm y a 4°C.

La extraccion y purificacion de los ARN totales se llevo a cabo con el Kit II de
ARNtotal, E.Z.N.A (Omega bio-tek), que utiliza columnas de intercambio HiBind para
aislar el ARN de manera especifica. A fin de evitar contaminacién por presencia de
ADN, se adicion6 un protocolo de digestion con DNAsa I provisto por el mismo
fabricante. Por ultimo, se eluyd el ARN de las columnas HiBind con agua ultra pura

(Gibco) en dos alicuotas, la primera de 50 pl y la segunda de 40 pl.

3) Cuantificacion e integridad del ARN total

Se realiz6 una cuantificaciéon del ARN obtenido, mediante espectrofotémetro de
microvolimenes NanoQuant infinite M200 Tecan y su software i-control v.1.9. Este
equipo permite la cuantificaciéon de la concentracién de los acidos nucleicos de una
microgota de 2 pl a partir de la absorbancia a 260 A y 280 A. Como resultado se

obtiene un valor de concentraciéon de acidos nucleicos en ng/ul, que no debe ser
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menor a 10 ng/ul, para poder aplicar los pasos siguientes; y una razén o coeficiente de
las absorbancias, que depende de la composiciéon de acidos nucleicos obtenidos y la
pureza de los mismos, siendo lo esperado los valores cercanos a 2 que indican que el
producto obtenido es ARN puro.

La integridad del ARN se analizé en un gel de agarosa al 1,5% p/v en buffer
Tris-ac. Borico-EDTA (TBE). Para cada muestra se cargaron 100 ng de ARN, agua ultra
puray el buffer de carga correspondiente, en un volumen final de 15ul. El gel se corrié
en buffer TBE durante 70 min. a 70 V, y se analizé en un trans-iluminador de luz UV.

Los ARNSs se conservaron a -80°C hasta su utilizacién.

4) Retrotranscripcion o RT-PCR

La sintesis de ADN complementario se realizé a partir de 120 ng de ARN totales
para cada una de las muestras. Para esto se utilizaron hexameros aleatorios [50uM]
(Thermo Fisher), Oligo dT de 12 - 18 pb (500 pg/ml) (Thermo Fisher), dNTPs [10
mM](Invitrogen), 40 U inhibidor de RNAsa (Invitrogen) y 200 U de transcriptasa
reversa M-MLV (Invitrogen), cada reacciéon se realizé6 seguin indicaciones del
proveedor y con un volumen final de 20 pL. Los ADNc fueron almacenados a -20°C

hasta su uso.

5) Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para estandarizar los
partidores

Los partidores disefiados en el capitulo 2 de esta tesis, fueron enviados a
sintetizar y luego resuspendidos con agua ultrapura, alcanzando una concentracion
madre de 100 pM y una concentracion de uso de 10 uM, y almacenados a -20°C.

A fin de poner a prueba los dos pares de partidores disefiados para cada uno de
los genes de interés, se realizaron PCRs convencionales a dos temperaturas de
hibridaciéon diferentes (60°C y 58°C). El perfil térmico consisti6 en una
desnaturalizacidén inicial de 10 min. a 95°C; 35 ciclos a 95°C por 15seg., 60°C o 58°C
por 15seg., 72°C por 15seg., una extensién final de 5 min. a 72°C y una posterior
incubacion a 4°C al infinito. Finalizada la técnica, se realizé una electroforesis con el
producto de PCR en un gel de agarosa al 2% por 70 min. a 70 V. Por ultimo, se analizé

el patrén de bandas del gel comparando la intensidad de cada producto, y se eligié la
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temperatura y el juego de partidores que permitié obtener el producto de PCR mas
abundante y sin amplificaciones inespecificas.
6) Analisis de expresion de los genes Bcl-2, Bax, TRPa, Syt1-1, GFAP, Actina,

RPLS8, GAPDH, EF1-a1l por PCR cuantitativo (qPCR)

El analisis de expresion de los transcritos fue llevado a cabo mediante PCR
cuantitativo utilizando un termociclador Mx3005P (Agilent). Para cada reaccién se
tomaron 2 pL de ADNc diluido 1:10, se utilizé 0,5 pL de partidores [250 nM] y 10uL de
Master Mix Brilliant II SybrGreen (Agilent) para un volumen final de 20 L, el cual se
completd con agua ultrapura (Gibco). El perfil térmico consisti6 en una
desnaturalizacion inicial de 10 min. a 95°C y 40 ciclos a 95°C por 15 seg., 60°C por 15
seg., 72°C por 15 seg. y un ciclo final donde se midio la curva de disociacion.

La validacién de los partidores se llevd a cabo mediante el calculo de la
eficiencia, para lo cual se realizé una dilucién seriada de un producto de PCR que fue
utilizado como templado de la reaccion. El software MxPro V4.10 (Agilent
Technologies) permitié obtener los valores a través del calculo de la pendiente
obtenida E: 10[-1/pendiente]. La especificidad de los partidores se comprobé por
medio de la curva de disociacidn.

7) Analisis de los resultados

Los analisis de expresion se llevaron a cabo usando un uUnico valor de umbral
en la fase exponencial de la reaccion, el cual permitié6 determinar el punto de cruce
para cada muestra (Ct). Se realizaron dos réplicas técnicas para cada una de las
muestras. La expresion relativa de cada gen se basé en el método del 2-AACP (Livak y
Schmittgen 2001), y con valores de housekeeping calculados a partir de los genes de
referencia RPL8 y GAPDH con planilla de calculo Bestkeeper (Pfaffl et al. 2004).

Para analizar las diferencias en la expresion relativa de cada gen a lo largo de
los primeros 14 dpf, se corroboraron los supuestos de normalidad y homocedacia y
realizé un andlisis de la varianza de una via transformando los valores a escala
logaritima. Las diferencias a lo largo de los dias fueron evaluadas con la prueba Tukey
(Zar 1984). Para una mejor interpretacion de los graficos éstos se presentan sin escala

logaritmica.
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Resultados del capitulo 3

Desarrollo del sistema nervioso de Arbacia

dufresnii

Para describir el desarrollo del sistema nervioso en esta especie durante los

primeros 14 dpf, se probaron los anticuerpos primarios que figuran en la Tabla 3.1, y

en funciéon de la inmunomarcacion, se eligieron anti-1E11, anti-GFSK, anti-GFAP y

anti-GFRa. Estos anticuerpos presentaron un marcaje especifico e intenso, y en sus

controles negativos no se observo marca.

Tabla 3.1 Anticuerpos probados en este trabajo en larvas de A. dufresnii

Anticuerpo

anti-1E11

(Syt1-1)

anti-Tpep

anti-RN1

anti-GFSK

anti-Ki 67

anti-Tau

anti-GFAP

anti-GFRa

Fuente

Dr. R. Burke

(University of Victoria, Canada)

Dr. S. Cain

(University of Washington, USA)

Dr. ]. Garcia Arraras
(Universidad de Puerto Rico)
Dr. ]. Garcia Arraras
(Universidad de Puerto Rico)

Sigma Aldrich
Developmental Studies
Hybridoma Bank

Sigma Aldrich

Thermo Fischer Scientific
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Especie huésped Dilucion

Rata

Monoclonal

Conejo Policlonal

Conejo Policlonal

Conejo Policlonal

Raton Monoclonal

Rat6n Monoclonal

Ratén Monoclonal

Conejo Policlonal

1:200

1:250

1:10000

1:250

1:500

1:100

1:200

1:250

Resultado

+++

+++

+++
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Inmunodeteccion de Syt1-1 a lo largo de los
primeros 14 dpf

En A. dufresnii, el anticuerpo monoclonal anti-1E11, que se une
especificamente a la proteina Sytl-1, marcé neuronas en todos los estadios
estudiados. En los organismos de 1dpf, que corresponden al estadio de gastrula en
esta especie, se observé marca especifica en la superficie del embrién, concentrandose

mayormente en la zona del polo animal (Figura 3.3A).

Entre los 2 y 7 dpf se puede apreciar en la zona anterior de la larva, la aparicion
y el desarrollo del sistema nervioso primordial de la larva, y en particular de su
estructura principal: el 6rgano apical (Figura 3.3 B-D y Figura 3.4 E). En esta
estructura de gran complejidad se pueden apreciar el desarrollo de los cordones

nerviosos a los 5 dpf (Figura 3.4 B).

El sistema neural periférico se hace evidente a partir de los 3 dpf, con la
aparicion de los cordones nerviosos que se extienden desde el 6rgano apical hacia los
brazos post-orales (Figura 3.4 A). A partir de los 6 dpf aparecen a ambos lados del
organo apical, los primordios de los brazos pre-orales y la marca de 1E11 se concentra
también en esta zona (puntas de flecha, figura 3.3 D). Asimismo, a los 6 dpf se puede
apreciar en la zona lateral de la larva, una neurona de gran tamafio con su soma y su
prolongacién axonal, y una zona de aparente uniéon neuronal en la que se pueden
distinguir la inervacién entre el proceso axonal y el soma de otra neurona (Figura 3.4

C-D).

Posteriormente, durante la segunda semana del desarrollo se observa que el
sistema nervioso comienza a desarrollarse alrededor de las estructuras alimenticias:
la zona oral, el es6fago y el estobmago, en donde forma una red de neuronas y neuritas.
Ademas, a partir de los 8 dpf pueden observarse neuronas que inervan las paredes del
estomago (Figura 3.4, F), y esta inervacién se hace particularmente evidente entre los

10 y los 14 dpf (Figura 3.3, E - F).
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Figura 3.3: Inmunocitoquimica con anti-1E11 revelada con Cy3 en embriones
y larvas de A. dufresnii entre 1 dpfy 14 dpf. Observe la presencia predominante en la
zona anterior de la larva, los cordones nerviosos en el 6rgano apical (flechas), y en los
primordios de los brazos pre-orales (puntas de flechas). A) Gastrula, marcaciéon mas
intensa en el polo animal. B) Larva planula de 2 dpf. C) Larva pluteus de 4 dpf. D)
Larva pluteus de 6 dpf. E) Larva pluteus de 10 dpf. F) Larva pluteus de 14 dpf, observe
la gran inervacidn en el es6fago y estémago.
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Figura 3.4: Detalle de Inmunocitoquimica con anti-1E11 revelada con Cy3 en
larvas pluteus de A. dufresnii entre 3 dpfy 8 dpf. A) Cordon nervioso extendiéndose
dentro del brazo post-oral a los 3 dpf. B) Organo apical a los 5dpf. C) Soma y
prolongacion axonal de una neurona lateral a los 6 dpf. D) Zona de unién neuronal a
los 6 dpf, se observa la inervacién entre un proceso axonal y el soma de otra neurona.
E) Organo apical a los 7 dpf. F) Neuronas inervando las paredes del estémago a los 8
dpf.
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Inmunodeteccion de GFSKLYFamide a lo
largo de los primeros 14 dpf

El anticuerpo policlonal anti-GFSK, marca las neuronas y fibras nerviosas que
expresan el péptido GFSKLYFamide, y en embriones y larvas de A. dufresnii dio

resultados positivos.

En embriones de 1 dpf, correspondientes al estadio de gastrula, se observa un
patrén difuso de expresidon que se concentra en la zona interna del organismo, en las

paredes de la cavidad del bastecele y el arquenterén en desarrollo (Figura 3.5, A).

A los 3 dpf, la larva pluteus muestra una expresion puntual en algunas células
ubicadas a lo largo de su perimetro y en la region de formacion del érgano apical
(Figura 3.5, B). Entre los 4 y 5 dpf, la expresion se concentra en el érgano apical, la
zona oral, la zona de crecimiento de los brazos pre-orales, en donde se observan fibras
nerviosas marcadas, y comienza a hacerse visible en el estébmago (Figura 3.5, C y
Figura 3.6, A y B). Entre los 6 y 14 dpf se observa un patréon mas acotado del antigeno
GFSK, localizdndose mayoritariamente en la zona del estomago y esofago (Figura 3.5,
D-F). En especial la marcacion se vuelve particularmente fuerte en un pequeiio grupo
de células que se ubican dentro del estomago (Figura 3.6, C, D, F). En algunas
ocasiones, se registré también, la expresiéon de esta proteina en otras estructuras
como es el caso de algunas larvas de 12 dpf en donde se marcé el 6rgano apical y los

cordones nerviosos que lo conectan con los brazos pre-orales (Figura 3.6, E).
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Figura 3.5: Inmunocitoquimica con anti-GFSK revelada con Cy2 en A. dufresnii
entre 1 y 14 dpf. A) Gastrula, expresion difusa predominante en zona del blastocele y
arquenterdn. B) Larva de 3 dpf con expresion puntual en su perimetro y en la zona de
formacién del 6rgano apical (flecha). C) Larva de 4 dpf, expresion en la zona del
estomago, primordios de los brazos pre-orales (puntas de flecha) y 6rgano apical. D)
Larva de 6 dpf, observe la expresion puntual en células del estdmago a partir de este dia.
E) Larva de 8 dpf. F) Larva de 14 dpf.
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Figura 3.6: Detalle de inmunocitoquimica con anti-GFSK revelada con Cy2 en A.
dufresnii entre los 4 y 14 dpf. A) Larva de 4 dpf, expresion en la zona de los primordios de
los brazos pre-orales B) Larva de 5 dpf, expresion en primordios pre-orales, zona oral y
organo apical, notese las fibras nerviosas marcadas con el anticuerpo (flechas). C) y D)
Larva de 8 dpf, expresion en la zona del es6fago y estdmago, respectivamente. E) Larva de
12 dpf, expresion en érgano apical (flecha) y cordones nerviosos que inervan brazos pre-
orales (puntas de flecha). F) Larva pluteus de 14 dpf, expresion en es6fago y estdmago.

175



Cap. 3 Desarrollo del sistema nervioso Resultados

Inmunodeteccion de GFAP a lo largo de los
primeros 14 dpf

El marcaje con el anticuerpo monoclonal anti-GFAP en embriones y larvas de

A. dufresnii dio resultados positivos.

En embriones de 1 dpf, correspondientes al estadio de gastrula, se detectd
marca de GFAP (Figura 3.7, A). A los 4 dpf, la expresion se hizo mucho mas evidente en
la zona del tubo digestivo siguiendo un patrén difuso (Figura 3.7, B). A los 6 dpf, se
observé la concentracion de la marca en la zona del estdbmago y en la zona oral de la
larva (Figura 3.7, C, flechas). A partir de los 7 dpf, la marca se concentra
preferentemente en las paredes del estomago (Figura 3.7, D), y en larvas de 8 dpf se
vuelve muy intensa y especifica en la zona oral, el es6fago y el estébmago, y en
particular este marcaje se vuelve mas abundante en las dos constricciones que dividen

al tubo digestivo (Figura 3.8, punta de flecha).

En larvas de entre 10 y 14 dpf, se mantiene el patrén descripto, pudiendo
apreciarse detalles de la morfologia tipica de las células marcadas que son similares a

las células gliales y su localizacion en el tubo digestivo (Figura 3.7, Ey F).
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Figura 3.7: Inmunocitoquimica con anti-GFAP revelada con Cy3 en A. dufresnii entre
1 y 14 dpf. A) Gastrula, con expresion puntual en la zona media. B) Larva de 4 dpf con
expresion difusa en la zona del tubo digestivo. C) Larva de 6 dpf con expresion en la zona del
estobmago y en la zona oral (flechas). D) Larva de 7 dpf con expresion en las paredes del
estobmago. E) Larva de 10 dpf, detalle de la morfologia tipica de las células marcadas con
GFAP (flecha). F) Larva de 14 dpf con expresion en la zona del es6fago y estomago.
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Figura 3.8: Inmunocitoquimica con GFAP revelada con Cy3 en larvas de A. dufresnii.
Fotografias en cuatro planos distintos de una larva de 8 dpf. Puede apreciarse el marcaje
especifico en células que recubren a los tejidos digestivos. En especial se observan multiples
células marcadas envolviendo el estomago y en la zona de la constriccion entre el es6fago y el
estdmago (puntas de flecha).
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Inmunodeteccion del receptor GFR«a
durante los primeros 14 dpf

El marcaje con el anticuerpo anti- GFRa en larvas de A. dufresnii dio resultados
positivos, pudiendo monitorear in situ la expresion de esta proteina, y los sitios y
momentos del desarrollo con mayor expresion.

En embriones de 1 dpf se observd marca en la superficie celular tanto en la
zona exterior de la gastrula como en la superficie de su interior o arquenterén, y en
especial se aprecia un mayor marcaje en la zona del polo vegetal (Figura 3.9, A). A los
2 dpf, las larvas planulas muestran una expresiéon de GFRa en la zona anterior del
organismo, tanto en los primordios de los brazos post-orales como en la zona central
en donde se desarrollara el 6rgano apical (Figura 3.9, B). A los 4 dpf se observa la
mayor expresion de la proteina GFRa. La marca se concentra en los ganglios laterales
ubicados en la base de estos brazos post-orales, y en los extremos de los mismos, en
los primordios de los brazos pre-orales, en el 6rgano apical en desarrollo, y en la zona
del estomago (Figura 3.9, C). Ademas, pueden apreciarse detalles celulares de la
expresion de GFRa durante el desarrollo de los brazos post-orales entre los 3 y 8 dpf,
(Figura 3.10, A-C), la localizaciéon especifica en la superficie celular (Figura 3.10, D) y
la expresion en las conexiones entre estas células (Figura 3.10 Ey F).

En larvas de 7 dpf se mantiene el patron e intensidad observado en dias
previos (Figura 3.9, D). Adicionalmente, entre los 5 y 14 dpf se observa un patrén
diferencial de expresion entre los lados izquierdo y derecho de la larva, que se hace
cada vez mas evidente a medida que avanza el desarrollo larval (Figura 3.9, E y F,
flechas). En larvas de 12 y 14 dpf, la expresion de GFRa se localiza en regiones

especificas como los ganglios laterales y brazos post-orales (Figura 3.9, F).
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Figura 3.9: Inmunocitoquimica con GFRa revelada con Cy2 en A. dufresnii
entre 1y 14 dpf. A) Gastrula con expresion en el polo vegetal. B) Larva planula de 2
dpf, observe la expresion predominante en la zona anterior C) Larva pluteus de 4 dpf.
D) Larva de 7 dpf con expresion en brazos post-orales E) Larva de 10 dpf, observe el
patrén diferencial a ambos lados de la larva (flechas). F) Larva de 14 dpf.
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Figura 3.10: Detalle de inmunocitoquimica con GFRa revelado con Cy2 en
larvas de A. dufresnii. A) Brazo post-oral a los 3 dpf. B) Brazo post-oral a los 5 dpf. C)
Brazo post-oral a los 8 dpf. D) Detalle de la expresion en la superficie celular en una
larva de 4 dpf. E) Gran aumento de la expresion a partir de los 4 dpf. F) Presencia de la
proteina GFRa en las conexiones entre células en una larva de 4 dpf.
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Cuantificacion de la expresion génica

ARN obtenido

La concentracion de ARN total obtenido en las muestras utilizadas presento
valores de entre 132,25 ng/ul y 14,1 ng/ul. Las razones entre absorbancias en la
mayoria de los casos se mantuvieron entre 2,03 y 2,33, evidenciando una pureza
aceptable. Los valores que no cumplieron con la concentracién y pureza necesarios

fueron descartados (Tabla 3.2).

Tabla 3.2: Concentracién de ARN total obtenido medido por absorbancia a
260A y 280A. Razon de absorbancias calculada como 260A /280A.

‘dpfde las larvas  [ARN total] ng/ul Razén

1 38,6 2,19
1 30,9 2,15
1 66,25 2,19
2 47,35 2,11
2 23,9 2,26
2 57,4 2,09
4 14,1 2,33
4 34,45 2,14
6 14,5 2,10
74 82,35 2,13
74 68,3 2,21
7 16,6 2,22
8 17,15 2,25
8 19,95 2,22
8 132,25 2,08
9 48,6 2,15
9 16,85 2,24
9 87,05 2,04
10 15,45 2,24
10 23,55 2,27
10 2125 2,18
12 18,7 2,07
12 213 2,10
12 33,7 221
14 16,9 2,29
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El estado de integridad del ARN total obtenido fue muy bueno en la mayoria de
las muestras. La electroforesis en gel de agarosa present6é bandas muy tenues, debido
a la baja cantidad de ARN utilizado en este paso (100 ng). Sin embargo, en la mayoria
de los casos se pudo observar el patron tipico del ARN en buen estado de
conservaciéon que consta de dos bandas bien definidas correspondientes a las

subunidades mayor y menor del ARN ribosomal (Figura 3.11).

Figura 3.11: Ejemplo de una electroforesis en gel de agarosa observada en un
transiluminador UV. Calle 1: corresponde a un marcador de peso molecular de 100pb.
Calles 2 y 3: muestras de ARN en estado regular, puede observarse el patrén difuso de
bandas. Calle 4: no se aprecian bandas de ARN en la fotografia por la baja
concentracion de la muestra. Calle 5 y 6: patréon de bandas caracteristico de ARN en
buen estado de conservacion y en buena concentracion.

Estandarizacion de los partidores mediante PCR

Utilizando los partidores disefiados en el capitulo 2 de esta tesis, se obtuvo
amplificaciéon por PCR de un fragmento para la mayoria de los genes estudiados

(Figuras 3.12 y 3.13).

La amplificacién de los genes constitutivos mostré una uUnica banda bien
definida, evidenciando la amplificacion de gran cantidad de copias de un tunico
fragmento para cada gen. RPL8 mostré una muy buena amplificaciéon en todas las
temperaturas de hibridacién estudiadas y con ambos juegos de partidores. La
amplificaciéon de fragmentos de EF1-al, Actina y GAPDH mostré diferencias en las
intensidades de bandas obtenidas variando la temperatura y los partidores (Figura

3.12). A partir de lo observado, se seleccion6 el par de partidores que mejor funcioné
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para cada gen, y la temperatura de hibridacién de 60°C, ya que con ésta se obtienen

buenos resultados en todos los casos (Figura 3.12, flechas).

RPL8: Fw1-Rvl RPL8: Fw2-Rv2 EF1: Fwi-Rvl EF1: Fw2-Rv2
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Figura 3.12: Electroforesis en gel de agarosa al 2% del producto de PCR
obtenido con dos juegos departidores Fw1-Rvl y Fw2-Rv2 (detalles en Tabla 2.12),
para los genes constitutivos RPL8, EF1-al, Actina y GAPDH, a tres temperaturas
diferentes. C-: control negativo por omisién de templado en la reacciéon. C+: control
positivo por adicién de un templado y un par de partidores extra que se sabe que
generan amplificacién. Debido a la presencia de dos juegos de partidores, uno para el
gen de estudio y otro como control positivo, es que en esta calle se observan dos
bandas. Las flechas indican la combinacion de partidor y temperatura que dio el mejor
resultado para cada gen.

La amplificacion de fragmentos para los genes de interés mostré un resultado
positivo, aunque mucho mas variable y con un patrén de bandas mas tenue (Figura
3.13). El gen Bcl-2 pudo ser amplificado, en ambas temperaturas de hibridacién con el
par de partidores Fw2 y Rv2 pero no con el par Fw1 y Rv1. El gen Bax fue amplificado
con los dos juegos de partidores, pero en ambos casos se obtuvo una banda tenue, por
lo que se eligi6 el par Fw2 y Rv2 que genera la mejor banda a la temperatura de 60°C.
El gen TRPa pudo ser amplificado con ambos pares de partidores, obteniendo la mejor
banda con Fw2 y Rv2 y a 60°C. Para el gen GFAP se obtuvo amplificacién s6lo con el

par Fw1l y Rv1 para las dos temperaturas estudiadas (Figura 3.13, flechas). Para los
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genes Sytl-1 y GFRa no se observaron bandas, por lo que con este protocolo de PCR

no fue posible amplificar un fragmento de estos genes.

Bcl-2: Fwi-Rvl  Bcl-2:Fw2-Rv2  Bax: Fwi-Rvl Bax: Fw2-Rv2 TRPa: Fwl-Rvl TRPa: Fw2-Rv2
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Figura 3.13: Electroforesis en gel de agarosa al 2% del producto de PCR
obtenido con dos juegos departidores Fw1-Rvl y Fw2-Rv2 (Detalles en Tabla 2.12)
para los genes Bcl-2, Bax, TRPa, GFAP, Syt1-1 y GFRq, a dos temperaturas diferentes.
C-: control negativo por omisiéon de templado en la reaccion. C+: control positivo por
adicién de un templado y un par de partidores extra control positivo por adicién de un
templado y un par de partidores extra que se sabe que generan amplificacidon. Debido
a la presencia de dos juegos de partidores, uno para el gen de estudio y otro como
control positivo, es que en esta calle se observan dos bandas Las flechas indican la
combinacién de partidor y temperatura que dio el mejor resultado para cada gen.

Posteriormente, se realizaron pruebas con PCR cuantitativa (qPCR) para
intentar amplificar Sytl-1 y GFRa, y para optimizar la amplificacién de Bax que
resulté muy tenue en la PCR convencional. Para ello, se aumenté la concentracién de
partidores desde [250mM] a [500mM] y se pudo mejorar la amplificacién de Bax, y
obtener una buena amplificacién para Sytl-1. Sin embargo, tampoco se logré
amplificar GFRa con esta técnica. La Tabla 3.3 resume las combinaciones elegidas

luego de esta etapa.
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Tabla 3.3: Partidores y temperaturas de hibridacion seleccionadas para cada gen.

Gen Partidores Temperatura | Gen Partidores Temperatura
Rpl8 Fw2-Rv2 60°C EF1-al Fw2-Rv2 60°C
Actina Fw1-Rv1l 60°C GAPDH Fw2-Rv2 60°C
Bcl-2 Fw2-Rv2 60°C Bax Fw2-Rv2 60°C
TRPa Fw1-Rv1l 60°C GFAP Fw1-Rv1l 60°C
Syt1-1 Fw2-Rv2 60°C GFRa Sin determinar

Cuantificacion de la expresion de los genes Bcl-2, Bax, TRPa,
Syt1-1, GFAP, Actina, RPL8, GAPDH por qPCR

Para cada uno de los genes de estudio, se muestran las qPCR constituidas por
60 reacciones, que corresponden a las tres réplicas de cada tiempo de muestreo, y sus
duplicados o replicas técnicas (Figuras 3.14 y 3.15). Dado que se necesitan s6lo dos
genes constitutivos para los analisis posteriores, no fue necesario amplificar por qPCR

el gen EF1-al.

En las curvas de amplificacion se muestra la lectura de fluorescencia en funcion
de los ciclos de PCR realizados. Las curvas de amplificacion obtenidas para cada gen
mostraron la forma sigmoidea tipica, en la que se pudieron distinguir las tres fases de
amplificacion. La primer fase comienza cercana a la linea de base y termina cuando la
florescencia comienza a aumentar. Se fij6 manualmente un umbral de fluorescencia
que coincidio con el final de la primer fase de la curva (Figuras 3.14 Ay 3.15 A, linea
azul), y se registraron los puntos de interseccién con las curvas, es decir, los Ct. Para
los genes analizados, se registraron valores de Ct cercanos al ciclo 26 para la mayoria
de los genes constitutivos, y cercanos al ciclo 28 para los demas genes de estudio

(Figuras 3.14 Ay 3.15 A).

En las curvas de disociacidon se muestra la lectura de la primera derivada de la
fluorescencia registrada (-R’(t)) en funcion de la temperatura. Para la mayoria de los

genes, se obtuvo un unico pico de disociacion, que indica que se amplifico un tnico
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producto de PCR, y por lo tanto, que la amplificacion fue especifica. Por el contrario,
para el gen de actina se obtuvieron dos picos de disociacién, que evidencia que se

obtuvieron varios productos de PCR (Figuras 3.14 By 3.15 B).

Se registraron ademas, las temperaturas de fusiéon o Tm (pico de la curva) que
son especificas para cada gen ya que dependen de la longitud y la composicion de la
secuencia de cada amplicon. Para todos los genes analizados, se obtuvieron valores
para Tm mayores o iguales a 80°C. Estos valores se corresponden con productos de
PCR grandes y en general especificos. Por otra parte, no se encontraron valores de Tm
menores a 75°C, que se corresponden con productos de PCR inespecificos y en general
no homogéneos, es decir, compuestos por una mezcla de productos (Figuras 3.14 By

3.15 B).
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A: Curva de amplificacion B: Curva de disociacion
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Figura 3.14: PCR cuantitativa para los genes constitutivos Rpl8, Actina y
GAPDH. A) Curvas de Amplificacién, muestra la fluorescencia registrada en funcion de
los ciclos de PCR. B) Curvas de disociacién obtenidas en el ciclo final de las qPCR, se
muestra la fluorescencia registrada en funcién de la temperatura. Tm: temperatura
del pico de disociacion.
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Figura 3.15: PCR cuantitativo para los genes Bcl-2, Bax, TRPa, Syt1-1 y GFAP.
A) Curvas de Amplificacién, muestra la fluorescencia registrada en funciéon de los
ciclos de PCR. B) Curvas de disociacion obtenidas en el ciclo final de las qPCR, se
muestra la fluorescencia registrada en funcién de la temperatura. Tm: temperatura
del pico de disociacion.
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Eficiencia de los partidores:

Resultados

La validacion de los partidores para los genes seleccionados y sus regresiones

lineales pueden observarse en la Figura 3.16 y en la Tabla 3.4. Los partidores para el

gen Actina no fueron considerados debido a que resultaron inespecificos segun la

curva de disociacion obtenida.

RPLS GADPH
T
) Bcl-2 Bax
E - oy
S TRPa Syt1-1
] !
i, 4 i
GFAP
!

Cantidad inicial de copias

Figura 3.16: Curvas de regresion para los partidores seleccionados, obtenidas a
partir de una dilucién seriada del producto de PCR de cada gen que fue utilizada como

templado de cada reaccion.

190



Cap. 3 Desarrollo del sistema nervioso Resultados

Tabla 3.4: Eficiencias calculadas, coeficiente de correlacién (RSq) y pendientes
de las curvas de regresion obtenidas para cada gen.

RSq Eficiencia (%) Pendiente

RPL8 0,999 108,0 -3,145
GAPDH 0,998 109,8 -3,108
Bcl-2 0,996 112,1 -3,063
Bax 0,999 122,8 -2,874
TRPa 0,999 112,2 -3,060
GFAP 0,999 1134 -3,038
Syt1-1 0,997 111,0 -3,084

Andalisis de la expresion génica

La expresion relativa de ARN para los genes de interés Bcl-2, Bax, TRPa, Syt1-1
y GFAP alo largo de los 14 dpf se grafic6 en funcidn del tiempo (Figuras 3.17-3.21).

La expresion del gen Bcl-2 mostré variaciones a lo largo de los primeros 14 dpf.
Los valores mas altos de expresion se observaron a los 1, 9 y 12 dpf, los valores
intermedios se registraron a los 4, 7 y 10 dpf y los valores mas bajos a los 2 y 8 dpf.
Entre estos tres grupos se hallaron diferencias significativas (F7,17: 7,24, p<0,001), sin

embargo, no se observod una tendencia clara respecto al tiempo (Figura 3.17).

La expresion del gen Bax mostré una disminucién a lo largo del tiempo. Los
valores mas altos de expresion se observaron en organismos de 1 dpf, seguidos de una
gran disminucion a los 2 y 4 dpf, y una tltima disminucién (detalle de la Figura 3.18)

que se mantuvo desde los 7 y los 8 dpf (F7,17: 11,70, p<0,001) (Figura 3.18).

La expresion del gen TRPa mostré una disminucién a lo largo del tiempo. Los
valores mas altos se observaron en organismos de 1 dpf, seguidos de una gran
disminucién entre los 2 y 14 dpf, y una disminucién ain mas pronunciada (detalle de

la Figura 3.19) en los organismos de 9 dpf (F7,17: 5,38, p<0,05) (Figura 3.19).
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La expresion del gen Sytl-1 mostré un aumento a lo largo del tiempo. Los
valores mas bajos de expresion se observaron en organismos de 1y 2 dpf, y luego se
triplicé en organismos de 4, 7 y 8 dpf, y se quintuplicé en organismos de 9, 10 y 12 dpf
(F717: 10,10, p<0,001) (Figura 3.20).

La expresion del gen GFAP mostré una disminucion significativa a lo largo del
tiempo. Los valores mas altos de expresidn se observaron en organismos de 1 dpf,
seguidos de una gran disminucion a los 2 dpf, y otra disminucién a los 4 dpf que se

mantuvo hasta los 12 dpf (detalle de la Figura 3.21) (F717: 5,38, p<0,05) (Figura 3.21).
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Figura 3.17: Expresion relativa del gen Bcl-2 a lo largo de los primeros 14 dpf
en larvas de A. dufresnii, expresada como veces de expresion respecto al valor hallado
en el dia 1. La barra de tiempo = 4 corresponde a organismos de 4 y 6 dpf. La barra de
tiempo = 12 corresponde a organismos de 12 y 14 dpf.
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Figura 3.18: Expresion relativa del gen Bax a lo largo de los primeros 14 dpf en
larvas de A. dufresnii, expresada como veces de expresion respecto al valor hallado en
el dia 1. La barra de tiempo = 4 corresponde a organismos de 4 y 6 dpf. La barra de
tiempo = 12 corresponde a organismos de 12 y 14 dpf.
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Figura 3.19: Expresion relativa del gen TRPa a lo largo de los primeros 14 dpf
en larvas de A. dufresnii, expresada como veces de expresion respecto al valor hallado
en el dia 1. La barra de tiempo = 4 corresponde a organismos de 4 y 6 dpf. La barra de
tiempo = 12 corresponde a organismos de 12 y 14 dpf.
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Figura 3.20: Expresion relativa del gen Syt1-1 a lo largo de los primeros 14 dpf
en larvas de A. dufresnii, expresada como veces de expresion respecto al valor hallado
en el dia 1. La barra de tiempo = 4 corresponde a organismos de 4 y 6 dpf. La barra de
tiempo = 12 corresponde a organismos de 12 y 14 dpf.
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Figura 3.21: Expresion relativa del gen GFAP a lo largo de los primeros 14 dpf
en larvas de A. dufresnii, expresada como veces de expresion respecto al valor hallado
en el dia 1. La barra de tiempo = 4 corresponde a organismos de 4 y 6 dpf. La barra de
tiempo = 12 corresponde a organismos de 12 y 14 dpf.
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Discusion del capitulo 3

A partir de la aplicacién de técnicas de inmunocitoquimica y de biologia
molecular, fue posible describir algunos componentes del sistema nervioso durante el

desarrollo de A. dufresnii.

La aplicacion de la técnica de inmunocitoquimica requiri6 un protocolo
adaptado a las caracteristicas de organismos muy pequefios y fragiles. El protocolo
desarrollado permitié una fijacién suave que no altera los epitopes especificos, una
inmunomarcacion de buena intensidad y una manipulacion delicada que preserva la
estructura de los organismos. Asimismo, la inmunomarcacién arrojé resultados
especificos evidenciados por la ausencia de marca en todos los controles negativos
realizados. Dicho protocolo se desarrollé teniendo en consideracién los trabajos de
otros autores en organismos similares, y por lo tanto, posee varias similitudes con los

mismos (Nakano et al. 2006; Katow et al. 2010).

En larvas de A. dufresnii, el anticuerpo monoclonal anti-1E11 marcé
especificamente todas las estructuras neurales conocidas. Se ha descripto que este
anticuerpo se une especificamente a la proteina Syt1-1, que forma parte del complejo
de fusion de vesiculas sinapticas dependiente de Ca2* y se expresa exclusivamente en
neuronas (Stidhof 2002; Schwarz 2004). De esta forma, la utilizacion de este
anticuerpo permitié marcar neuronas y describir el desarrollo del sistema nervioso de

A. dufresnii.

En las gastrulas, el anticuerpo anti-1E11 marc6 células ubicadas en el polo
animal, la region de la gastrula que da origen al ectodermo. En esta region se
encuentran los progenitores neurales (Gilbert 2000; Rahman et al. 2012), y por lo

tanto, es esperable encontrar a la proteina Syt1-1 expresandose. Adicionalmente, esta
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observacién coincide con lo descripto para otros equinodermos, en donde el
anticuerpo anti-1E11 también permite reconocer células durante la neurogénesis
temprana (Nakajima et al. 2004a, b), que se ubican en el polo animal en el estadio de

gastrula (Nakano et al. 2006).

Durante la primer semana de crecimiento larval, se observa un gran desarrollo
del sistema nervioso. En particular, hay una marcacion intensa en el 6rgano apical,
que constituye el Sistema Nervioso Central del organismo, y es la principal estructura
que se marca con este anticuerpo en la larva planula. Posteriormente se observa el
desarrollo de neuronas periféricas que comienzan a aparecer a lo largo del perimetro
de la larva, en la banda ciliar en formacidn, en la zona oral, en los ganglios laterales, y
en los brazos post y pre-orales. Consistentemente con lo hallado, el patrén de
expresion observado coincide con lo descripto por otros autores en diferentes larvas
de equinodermos tanto por las estructuras marcadas (Nakajima et al. 2004a; Burke et
al. 2006b), como por la temporalidad en que aparecen (Garner et al. 2016).
Adicionalmente, se ha probado que la expresion del antigeno 1E11 es especifica de
neuronas, y el anticuerpo utilizado presenta inmunorreactividad tanto en larvas como
en adultos de todas las clases de equinodermos, hemicordados y urocordados

(Nakajima et al. 20044, b).

Durante la segunda semana del desarrollo, se observa un aumento en la
inervacion de las estructuras alimenticias como la boca, el eséfago y el estémago. El
anticuerpo anti-1E11 marca una red neuronal que envuelve dichas estructuras, y que
correlaciona en posicion y temporalidad con el desarrollo del tejido muscular en estos
organismos (Dyachuk y Odintsova 2013). Esta correlacidn, probablemente indique la
colonizacion del tubo digestivo por el sistema nervioso y la inervacion de su
musculatura. Cabe destacar, que esta red neuronal es la Unica region del sistema
nervioso de la larva que se mantiene luego de la metamorfosis, y que contribuye con
algunos elementos al SNE de los organismos adultos, que luego inervara el sistema

digestivo (Beer et al. 2001; Mashanov et al. 2016).
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Por otra parte, si bien ain no se habia descripto la expresién del péptido
GFSKLYFamide durante el desarrollo de los erizos de mar, en este trabajo fue posible
identificar inmunorreactividad en embriones y larvas de A. dufresnii utilizando el
anticuerpo policlonal anti - GFSK. Este anticuerpo fue desarrollado a partir del
péptido GFSKLYFamide, aislado del tubo digestivo de organismos adultos del pepino
de mar Holothuria glaberrima (Diaz-Miranda et al. 1992).

En los embriones en estadio de gastrula analizados, se observa que
GFSKLYFamide se expresa en forma difusa alrededor de la region del arquenteron, la
estructura que dara origen al tubo digestivo de la larva. Luego, durante la primer
semana del desarrollo, se observa la expresion con un patréon acotado, localizadndose
en las estructuras en formacion del Sistema Nervioso Central y Periférico de la larva,
es decir, en el érgano apical, los brazos pre y post-orales y la banda ciliar. En esta
etapa, se puede apreciar la expresion del péptido en las fibras del 6rgano apical en
formacién entre los 4 y 5 dpf. De manera andloga a lo observado en larvas, en los
equinodermos adultos estudiados, GFSKLYFamide se expresa en las fibras y células de
los cordones Ectoneural e Hiponeural, que constituyen el SNC de los individuos, y en
el SNE que inerva el tubo digestivo (Diaz-Miranda et al. 1995; Garcia-Arraras et al.

2001; Diaz-Balzac et al. 2014).

Posteriormente, en la segunda semana del desarrollo larval, el péptido
comienza a expresarse fuertemente en la region del tubo digestivo, en donde
finalmente se localiza en unas pocas células con una muy alta expresion a los 12 y 14
dpf. En los equinodermos adultos, GFSKLYFamide ha sido asociado principalmente a
las funciones de neuromodulacion endocrina y a la transmisién neuromuscular. Por lo
tanto, la localizacion de este péptido en una region particular del estomago de las
larvas, podria indicar la participacién del mismo en la sefalizaciéon del sistema
nervioso que inerva el estémago, coincidiendo temporalmente con el desarrollo
muscular del estémago (Dyachuk y Odintsova 2013), y el aumento en la expresiéon de
1E11 observado en la region. O podria evidenciar la presencia de funciones
neuroenddcrinas en esta region especifica. Una observaciéon interesante es que la

regién que delimita este anticuerpo en larvas de 12 dpf, tiene cierta similitud en
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tamafio y localizaciéon con la regiéon en donde aparece el rudimento que inicia la
metamorfosis del organismo. En este proceso, se ha descripto que participan sefiales
quimicas del ambiente, y que las células que forman el rudimento expresan algunas
moléculas del sistema peptidérgico (Cisternas y Byrne 2003; Bishop y Brandhorst
2007; Bishop y Hall 2009).

Por ultimo, si bien el patrén de marcacion del anticuerpo anti-GFSK difiere del
hallado para anti-1E11, es posible apreciar que ambos anticuerpos marcan las
distintas estructuras neurales en un orden similar. Esta coincidencia posiblemente

este indicando el orden en que cada una de las estructuras se desarrolla en la larva.

Si bien en los ultimos afios se han realizado grandes avances en la descripciéon
de sistema nervioso de los equinodermos (Hinman y Burke 2018), ain quedan
muchos interrogantes por resolver. Uno de los grandes hallazgos de la ultima década
fue el descubrimiento de células no nerviosas de tipo glial formando parte del sistema
nervioso de los equinodermos adultos, lo que constituye una de las caracteristicas
mas importantes que los equinodermos comparten con los cordados (Mashanov et al.
2009; Rubilar 2010). Sin embargo, y a pesar de la importancia evolutiva y funcional
que tiene la presencia de este tipo celular en los equinodermos, atin no se ha descripto

su presencia en los estadios embrionarios y larvales.

El anticuerpo monoclonal anti-GFAP (Glial fibrillary acidic protein) es un
marcador clasico de células gliales de mamiferos. Este anticuerpo reconoce
especificamente a la proteina GFAP que forma los filamentos intermedios de tipo III
Este filamento intermedio se expresa especificamente en las células gliales, y es el
responsable de mantener su morfologia tipica, con haces sobresalientes, que le
confieren una forma estrellada (Cardone y Roots 1990). Sorprendentemente, durante
el desarrollo de A. dufresnii estudiado en este trabajo de tesis doctoral, fue posible
identificar inmunorreactividad para GFAP en embriones y larvas de A. dufresnii. Esta
proteina se detecta en el estadio de gastrula de forma muy tenue, y a lo largo del
desarrollo se hace cada vez mas evidente en la zona del tubo digestivo de las larvas.

Durante la segunda semana del desarrollo, la expresion aumenta hasta alcanzar un
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patrén muy claro e intenso en la region de las paredes del es6fago y el estémago, y en

particular en las regiones de las constricciones que separan estas estructuras.

Cabe destacar que durante la segunda semana del desarrollo, Ia
inmunomarcacion de GFAP coincide en posicion y temporalidad con el desarrollo del
tejido muscular descripto en estos organismos (Dyachuk y Odintsova 2013), y con la
inmunomarcacion ya mencionada para 1E11. Sin embargo, la morfologia de las células
que expresan GFAP es muy diferente a la hallada para las células que expresan 1E11,
por lo que es probable que se trate de tipos celulares diferentes que pertenecen al
mismo tejido y que rodean al sistema digestivo. Tales caracteristicas, resultan muy
similares a la estructura hallada en el SNE que envuelve el sistema digestivo de los
equinodermos adultos (Garcia-Arraras et al. 2001), y en el cual fue posible identificar
células gliales formando parte del sistema nervioso (Mashanov et al. 2009). Como ya
se menciond, esta region del sistema nervioso larval no se pierde totalmente durante
la metamorfosis y contribuye con algunos elementos al SNE de los organismos
adultos. Esta evidencia sugiere la presencia de células gliales en las larvas de los erizos
de mar en una regién del sistema nervioso con caracteristicas de SNE, un hecho no
observado hasta la fecha en ninguna especie y que pone de manifiesto que la
presencia de células gliales en el sistema nervioso de los equinodermos adultos podria

tener un origen embrionario.

La inmunomarcacién con el anticuerpo policlonal anti-GFRa, dio resultados
positivos tanto en embriones como en larvas de A. dufresnii, localizandose en la
membrana celular, y en ocasiones también en las aparentes uniones celulares. En
vertebrados este anticuerpo se une especificamente a la proteina GFRq, el receptor de
la via de factores neurotroficos GFLs, que se encuentra generalmente anclado a la

membrana plasmatica (Paratcha et al. 2001; Serra et al. 2005).

En A. dufresnii, la expresion de GFRa se detecta desde el estadio de gastrula, y
luego durante la primer semana del desarrollo se localiza preferentemente en la
region anterior de la larva planula y pluteus, marcando fuertemente el 6rgano apical,

los ganglios laterales y los brazos pre y post-orales, y en menor medida el tubo
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digestivo. El patron observado para la expresion de esta proteina, coincide con las
regiones en donde se encuentra el Sistema Nervioso Central y Periférico de la larva,
pero delimita un territorio mas amplio que el hallado con el anticuerpo anti-1E11. En
vertebrados la expresion de este receptor es crucial para el desarrollo y el
mantenimiento de distintas poblaciones de neuronas del Sistema Nervioso Central y
del Sistema Nervioso Periférico, asi como también, para la organogénesis de los
rifiones y la espermatogénesis (Airaksinen y Saarma 2002; Kallijarvi et al. 2012), y
dada su localizacion en las larvas del erizo de mar podria estar cumpliendo alguna

funcion similar.

Una observacion interesante es que la expresion de esta proteina parece
concentrarse en las regiones que se encuentran en activo desarrollo en A. dufresnii. Se
puede ver fuertemente marcado el 6rgano apical en larvas de 2 y 3 dpf, mientras este
organo se encuentra en plena formaciéon. También se observa una marca intensa en
los brazos post-orales a partir de los 7 dpf, en donde también puede verse un gran
crecimiento de esta estructura, como se indic6 en el capitulo 1 de esta tesis. El patrén
de expresion hallado en equinodermos, podria estar relacionado con alguna de las
funciones multiples que se le atribuyen al receptor GFRa. En vertebrados, este
receptor activa cascadas intracelulares como Ras/MAP kinasa, PI3 kinasa/AKT,
fosfolipasa C gama (PLCg), Src y c-Jun N-terminal Kinasa (JNK) (Fielder et al. 2018),
con funciones multiples relacionadas al crecimiento, la modulacion de Ila
supervivencia celular, la proliferacién, la diferenciacién, la migracién, la ramificacion,
la quimiotaxis y el mantenimiento de varias poblaciones de neuronas (Airaksinen et

al. 1999; Airaksinen y Saarma 2002; Fielder et al. 2018).

Por ultimo, durante la segunda semana del desarrollo larval se vuelve muy
notorio el patron diferencial de expresion de esta proteina entre el lado izquierdo y el
derecho de larva. Este hecho podria indicar la presencia de mecanismos de
lateralizacion relacionados a la expresion de GFRa y a su via de sefalizacion mediada
por los GFLs. Este tipo de mecanismos, han sido descriptos en otros organismos
bilaterales (Ocklenburg y Giintlirkiin 2012), y se ha postulado que se encuentran

conservados evolutivamente tanto en vertebrados como en equinodermos, siendo los
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morfégenos WNT y Nodal los responsables de establecer dicha asimetria durante el
desarrollo (Luo y Su 2012). En este contexto, es fundamental recordar que tanto WNT
como Nodal y los ligandos GFLs que activan a GFRa, pertenecen a la superfamilia de

los TGF.

La aplicacion de las técnicas utilizadas de biologia molecular requiri6 del ajuste
de un protocolo para la homogenizacién, y un cuidadoso y eficiente procesamiento de
las muestras, a fin de obtener ARN total en cantidad y calidad suficientes. La
concentracion de ARN obtenido y la razén de sus absorbancias evidencian que fue
posible obtener ARN con una pureza aceptable y que se pudo alcanzar, en la mayoria
de los casos, la concentracion necesaria de ARN total para los pasos subsiguientes. Sin
embargo, dadas las caracteristicas de los organismos utilizados, el factor limitante
para la obtencién de ARN estuvo generalmente asociado a la cantidad inicial de tejido
del que se disponia. Este hecho puede observarse claramente en los geles que se
realizaron para el andlisis de integridad de los ARN, en donde se observé una muy
buena integridad de ARN, pero una baja o media concentracién en la mayoria de los

Casos.

La estandarizacion de los partidores que fueron disefiados en el capitulo 2 de
esta tesis doctoral, fue satisfactoria, y permitié elegir la condiciéon de temperatura de
hibridacién y el par de partidores que generaron el mejor producto de PCR. Las
diferencias halladas en la intensidad de los productos de PCR resultan de una
combinacion entre la cantidad de transcritos disponibles para dicho gen en la muestra
utilizada, y la capacidad de los partidores para hibridarse con éstos y amplificar el
fragmento. El calculo de las eficiencias de los partidores fue aceptable y permitio
validar el método para cuantificar los transcritos de cada gen. El analisis de la curva de
disociacion evidencio la especificidad de los partidores para cada gen. La unica
excepcion fue hallada para la proteina Actina, que present6 dos picos en su curva de
disociacion, indicando que dichos partidores son capaces de amplificar mas de una
isoforma de esta proteina. Esto puede deberse a que la Actina si bien es una de las

proteinas mas conservadas evolutivamente (Hanukogle et al. 1983; Gunning et al.
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2015), presenta muy pocas diferencias nucleotidicas entre sus distintas isoformas

(Perrin y Ervasti 2010).

Por otro lado, el unico gen que no fue posible amplificar con las técnicas
moleculares utilizadas y los partidores disefiados fue GFRa. Este resultado era
probable puesto que no fue posible identificar dicho gen en los transcriptomas de A.
dufresnii disponibles, y los partidores fueron disefiados a partir de una secuencia de S.
purpuratus. Por esta razon, existia la posibilidad de que los partidores disefiados no
hibriden con especificidad con la secuencia de A. dufresnii debido a diferencias en su
secuencia nucleotidica, algo esperable debido a la gran divergencia que se observa en
este gen. Otra posibilidad que puede explicar la ausencia de amplificacién, es que este
gen no se encuentre activo durante los estadios larvales estudiados, y por lo tanto, no
esté presente en los ARN totales extraidos. Por ultimo, también existe la posibilidad de
que este gen no esté presente en A. dufresnii. Sin embargo, al observar los resultados
de los andlisis inmunocitoquimicos para este mismo gen, lo mas posible es que GFRa
se encuentre presente en las larvas de A. dufresnii pero no se haya podido amplificar
con los partidores disefiados. Sin embargo, es necesario tener en cuenta que dado que
el anticuerpo utilizado para detectar GFRa es policlonal, no puede descartarse que
haya marcado otra proteina. A pesar de esto, las microfotografias evidencian que se
trata de una marcacién especifica y con caracteristicas coherentes con lo esperado
para GFRa. Seria necesario profundizar en este estudio de este gen a fin de obtener

mayor evidencia y certeza sobre la naturaleza y expresion de GFRa en esta especie.

El analisis de la expresion de los genes apoptoéticos Bcl-2 y Bax, mostrd
variaciones a lo largo del tiempo analizado. Estas variaciones pueden entenderse
considerando que durante el desarrollo embrionario el fendmeno de apoptosis, tiene
un rol fundamental en la morfogénesis (Penaloza et al. 2006). En los estadios
tempranos del desarrollo embrionario, existe cierta proteccion frente a la apoptosis,
que evita que los organismos tanto en condiciones normales como frente a la
exposiciéon a tdéxicos nocivos, experimenten este proceso prematuramente (Vega
Thurber y Epel 2007). Esta proteccion parece hallarse evolutivamente conservada y

se extiende hasta el estadio de gastrula (Vega Thurber y Epel 2007). Luego de dicho
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estadio, el fendmeno de apoptosis cobra mayor relevancia al mismo tiempo que
ocurre la morfogénesis del organismo. En larvas del erizo de mar Paracentrotus
lividus, se ha descripto que la apoptosis es un proceso fisiolégico necesario para que
los tejidos adquieran su forma normal, y se han identificado células apoptéticas en los
brazos pre y post-orales, la banda ciliar y el estémago de larvas (Roccheri et al. 2002).
Por ultimo, durante la metamorfosis la apoptosis ocurre en forma masiva y permite la
reabsorcién de los tejidos de la larva para la posterior formaciéon del individuo juvenil

(Vega Thurber y Epel 2007).

Consistentemente con lo descripto, la expresion de Bcl-2 hallada en A. dufresnii
fue alta en el estadio de gastrula, posiblemente representando el efecto protector
frente a la apoptosis en esta etapa. Luego los transcriptos de este gen disminuyeron
abruptamente al finalizar este estadio e iniciar el estadio de la larva planula a los 2
dpf. Este hecho coincide con una etapa del desarrollo de grandes modificaciones
morfoldgicas que se extiende hasta los 4 dpf, en donde la larva pluteus forma sus
estructuras basicas y las principales estructuras nerviosas. A partir de este momento,
la expresion de Bcl-2 presenta un aumento suave hasta los 12 dpf, con una
disminucién muy importante a los 8 dpf, que coincide temporalmente con el

desarrollo del tubo digestivo, de su musculatura y de su inervacién nerviosa.

La expresion del gen pro-apoptotico Bax, es alta en el estadio de gastrula
mientras prevalece el efecto protector frente a la apoptosis, y luego se mantiene baja
durante los estadios analizados, alcanzando un minimo a los 8 dpf. Parece ser que la
ausencia de la apoptosis durante el desarrollo temprano no se debe a una baja
expresion de los genes pro-apoptoticos, sino a la presencia de los factores anti-
apoptdticos como Bcl-2 (Bloom et al. 1998; Muscarella et al. 1998; Exley et al. 1999;
Yabu et al. 2001). De esta forma la expresion de Bax durante este periodo podria no
tener un efecto tan profundo como la de su par antagénico. Adicionalmente, es
importante tener en cuenta que la induccién de la apoptosis es multifactorial, y por lo
tanto, es el resultado de un balance entre varios factores pro y anti-apoptéticos de los
cuales se han analizado solamente dos en este trabajo de tesis doctoral (Robertson et

al. 2006; Polc¢ic et al. 2015).
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En A. dufresnii, la expresion del gen TRPa presenté un maximo en el estadio de
gastrula y luego disminuy6 a la mitad manteniéndose estable en los siguientes dias
analizados y observandose un minimo a los 9 dpf. La proteina TRPa es un canal de
membrana involucrado en los mecanismos de nocicepcién, y en particular ésta
isoforma es sensible a la temperatura y participa en el proceso de termorrecepcion
(Rosenzweig et al. 2005; Herrera et al. 2008). Esta proteina también ha sido
observada en larvas del equinodermo Patiria pectinifera y se la ha asociado a la
captacion de estimulos térmicos con una respuesta comportamental de termotaxis

positiva (Saito et al. 2017).

Dado que en los estadios larvales los organismos tienen como funcién principal
el crecimiento y la supervivencia, resulta muy importante que desarrollen
rapidamente mecanismos que les permitan censar el ambiente para adaptarse a las
condiciones ambientales (Saito et al. 2017). La presencia de esta proteina desde
estadios tan tempranos en larvas de equinodermos puede proporcionar una ventaja
adaptativa para su supervivencia (Pechenik 1999; Saito et al. 2017). Por esta razdn, el
patrén observado en la cantidad de transcritos de este gen a lo largo el tiempo podria
explicarse considerando la existencia de una herencia materna de los mismos que
proporcione a la larva temprana los elementos necesarios para sintetizar dicha
proteina. En este contexto, la disminucién en los ARN de TRPa observada en A.
dufresnii a los 2 dpf, podria indicar que los transcriptos heredados han sido utilizados

para la sintesis de la proteina a medida que la larva se desarrolla.

La expresion de GFAP obtenida en A. dufresnii, presenta un patron similar al
descripto para TRPa, con un maximo registrado a 1 dpf y una abrupta disminucion a
partir de los 2 dpf que se hace mas pronunciada a los 8 dpf, y luego un leve aumento.
Al igual que en el caso anterior, la proteina GFAP es especifica de células diferenciadas
y especializadas del sistema nervioso. En este caso, las células que expresan GFAP son
de tipo glial, y como ya se menciond, dicha proteina participa en la formacién del
citoesqueleto celular confiriéndole la forma clasica estrellada y permitiéndole cumplir

sus multiples funciones en el sistema nervioso (Cardone y Roots 1990).
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La comparacién entre la cuantificacion de los ARN de GFAP y la presencia de la
proteina en las inmunocitoquimicas, muestra un patrén inverso. Por ejemplo, la
menor concentracién de la proteina detectada por inmunocitoquimica corresponde al
estadio de gastrula, periodo en donde se registr6 un maximo de los transcriptos para
la misma. Por otro lado, la mayor marcacién de la proteina se observo a los 8 dpf, que
coincide con el minimo detectado para los ARN de la misma. En este contexto, resulta
coherente la explicaciéon de una herencia materna de los ARN para GFAP, en donde a
partir de los 2 dpf comienzan a utilizarse para la sintesis de dicha proteina y
disminuye la concentracién de ARN a medida que el organismo se desarrolla. Este tipo
de patron ha sido observado para otros genes en multiples investigaciones. Por
ejemplo, se ha evidenciado que los huevos de diversas especies de vertebrados e
invertebrados, poseen una carga de ARN materna de genes relacionados a cascadas
bioldgicas y procesos especificos que son relevantes para el desarrollo embrionario

(Tadros y Lipshitz 2009; Rauwerda et al. 2016; Musacchia et al. 2017).

En el capitulo 1 de esta tesis doctoral, fue posible hallar diferencias en el
desarrollo larval, tanto en funcién de la temperatura como en funcién del origen
maternal de los huevos utilizados. Este resultado, evidencia que en A. dufresnii existe
una fuerte influencia materna, y los resultados de la cuantificacion de ARN hallados
tanto para TRPa como GFAP podrian ser ejemplos de esta herencia. Por ultimo,
también es importante destacar que debe existir, aunque en una pequefa escala,
cierta sintesis larval de GFAP y de TRPa que explique el aumento en expresidon que se
observa luego de los 8 dpf para el gen GFAP y de los 9 dpf para el gen TRPa. Estos
resultados son coherentes con otros estudios analizados, en donde se observa que
durante el desarrollo gradualmente disminuye la influencia de los transcritos
maternos a la vez que aparece la expresion enddgena del embrion (Tadros y Lipshitz

2009).

Por ultimo, la cuantificaciéon de la expresiéon del gen Sytl-1 obtenida en A.
dufresnii, mostr6 un aumento en tres etapas a lo largo del tiempo, con valores
minimos en el estadio de gastrula y 2 dpf, valores que triplican la expresion entre los 4

y 8 dpf y valores que quintuplican la expresion entre los 9 y 12 dpf. Este patréon de
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expresion concuerda con la apariciéon de la proteina Sytl-1 evidenciada en las
inmunocitoquimicas (anticuerpo anti-1E11), en donde Ila intensidad de Ia
inmunomarcaciéon es creciente y presenta las mismas tres etapas a lo largo del

desarrollo.

Por lo tanto, en vista del patron de expresion de ARN observado para el gen
Syt1-1 que tiene directa relacién con la aparicion de la proteina Syt1-1 en embriones y
larvas, y en concordancia con el desarrollo de su sistema nervioso, podemos concluir
que la expresidn de este gen ocurre de forma endogena en los organismos a medida
que se desarrollan y no parece ser heredado de la madre como ocurre con los genes

GFAPy TRPa.
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Conclusiones del capitulo 3

Utilizando inmunocitoquimica de fluorescencia indirecta se pudo identificar y

caracterizar el desarrollo del sistema nervioso en larvas de A. dufresnii:

1. El anticuerpo monoclonal anti- 1E11 marc6é todas las estructuras
neurales esperadas, coincidiendo en temporalidad, localizacién y morfologia con
descripciones previas realizadas en otras especies de equinoideos.

2. El anticuerpo policlonal anti- GFSK permitié identificar expresion del
péptido GFSKLYFamide en el Sistema Nervioso Central y Periférico larval, lo que
representa la primer evidencia de su presencia en los estadios larvales de los
equinodermos.

3. El anticuerpo monoclonal anti-GFAP permitié identificar células que
expresan GFAP, una proteina glial especifica, en células cuya morfologia y
localizacion coincide con las caracteristicas de las células gliales. Estos resultados
representan la primer evidencia de su presencia en los estadios larvales de los
equinodermos.

4. El anticuerpo policlonal anti-GFRa permitié identificar al receptor de los
factores neurotroficos GFLs, en embriones y larvas. La expresion de esta proteina
coincide con las regiones del Sistema Nervioso Central y Periférico de las larvas,
pero delimita un territorio mas amplio, y presenta un patrén diferencial de
expresion entre el lado izquierdo y el derecho de la larva.

Los partidores disefiados en el capitulo 2 de esta tesis permitieron amplificar
satisfactoriamente todos los genes candidatos propuestos en larvas de A. dufresnii, a
excepciéon de GFRa y Actina. En el caso GFRq, los partidores no amplificaron ningtin
transcrito, y en caso de Actina, los partidores no resultaron especificos para una sola

isoforma de la proteina.
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La expresion de los genes apoptéticos Bcl-2 y Bax, presentd variaciones a lo
largo del tiempo analizado en larvas de A. dufresnii, que se pueden correlacionar con

eventos del desarrollo larval.

La expresion de los genes TRPa asociado a la captacion de estimulos térmicos,
y GFAP asociado al fenotipo glial, junto a la inmunomarcacién de la proteina GFAP, y
los resultados hallados sobre crecimiento larval en el capitulo 1 de esta tesis, sugieren
que en A. dufresnii existe una fuerte herencia maternal, y que estos genes podrian ser

ejemplos de dicho fenémeno.

La expresion creciente del gen Sytl-1, asociado al fenotipo neuronal, y la
aparicion creciente de su proteina asociada, sugieren que en larvas de A. dufresnii,

ocurre una expresion de novo de este gen.
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Introduccion del capitulo 4

Factores neurotroficos en la filogenia

En el tejido nervioso, las redes de neuronas se encuentran altamente
interconectadas, y requieren de sefiales intercelulares para su correcto
funcionamiento. Los neurotransmisores, las hormonas y los factores neurotroéficos
participan en la comunicacion entre neuronas y entre éstas con otros tipos celulares.
Las interacciones tréficas son importantes para la generacién y el mantenimiento del
sistema nervioso, y repercuten tanto en los aspectos estructurales como en los

comportamientos generados (Von Bartheld 2006).

Actualmente, se sabe que los factores neurotréficos cumplen funciones
importantes en la ontogenia del sistema nervioso, es decir, en el desarrollo y la
maduraciéon de éste. Las investigaciones de las ultimas décadas permitieron el
descubrimiento de una gran cantidad de factores neurotroéficos (Von Bartheld 2006).
Sin embargo, se ha avanzado muy poco en el estudio de la historia evolutiva de estas
moléculas y en los roles que pudieron tener en el desarrollo de circuitos neuronales
complejos a lo largo de la filogenia, y por lo tanto del comportamiento (Von Bartheld

2006).

A partir de los estudios realizados sobre las acciones de la neurotrofina NGF
(factor de crecimiento nervioso) en la ontogenia, se postul6 que las interacciones
troficas facilitaron la especiacion a lo largo de la filogenia (Purves 1988). En
concordancia con esto, se observo que los factores neurotr6ficos que aparecieron
tardiamente en la evolucién, como por ejemplo NGF, tendian a estar asociados a

sistemas y poblaciones neuronales filogenéticamente nuevos, como la nocicepcién y el
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Sistema Simpdtico (Barde 1994). Por otra parte, el estudio de la presencia y la
evolucion de los factores neurotréficos GFLs (Ligandos de la Familia de Factores
Neurotréficos Derivados de las Células Gliales) a lo largo de la filogenia de los
vertebrados parece indicar que la aparicién de los distintos ligandos de los GFLs y sus
receptores estd relacionada con el surgimiento secuencial de los distintos

componentes del Sistema Nervioso Auténomo (SNA) (Airaksinen et al. 2006).

La secuenciacion de genomas de organismos no vertebrados realizados en las
ultimas décadas, ha aportado informacién muy valiosa para el entendimiento de la
aparicion y evolucidn de estas moléculas. Algunos investigadores han demostrado que
al igual que en los vertebrados, el sistema nervioso de los invertebrados utiliza
factores neurotréficos, y anticipan que muchos de éstos aun no han sido identificados

(Von Bartheld 2006).

En los invertebrados deuterostomados Saccoglossus  kowalevskii
(Hemicordado) y Strongylocentrotus purpuratus (equinodermo), se encuentran
presentes los genes ortologos para las neurotrofinas y sus receptores (Bothwell
2006). Mas relevante adn en términos evolutivos, es el hallazgo de esta familia de
factores neurotroficos en el invertebrado protostomado Lymnaea stagnalis (molusco
gasterépodo), un organismo que presenta un sistema nervioso complejo (Van
Kesteren et al. 1998; Hamakawa et al. 1999); asi como también, la reciente
identificacion y caracterizacidon en el protostomado D. melanogaster de las
neurotrofinas 1, 2 (DNT1 y DNT2) y Spatzle, homdlogas de las neurotrofinas de
vertebrados (Zhu et al. 2008), y de la proteina D-Manf, homéloga de la familia de
factores neurotroficos de mamiferos CDNF/MANF (Palgi et al. 2009; Lindholm y
Saarma 2010).

Por otra parte, las investigaciones in silico realizadas en genomas de
organismos no vertebrados, indican la presencia de genes ortélogos para GFRa, el
receptor de los factores neurotréficos GFLs, en invertebrados deuterostomados como

el urocordado Ciona intestinalis, el equinodermo S. purpuratus, y el hemicordado
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Branchiostoma floridae; y en los invertebrados protostomados D. melanogaster, Apis

mellifera y C. elegans (Airaksinen et al. 2006; Hatinen et al. 2007).

Estos descubrimientos apoyan la teoria de que la sefalizacion mediada por
factores neurotroficos aparecié mas temprano en la evolucién de los metazoos de lo
que se creia antiguamente, y que éstos existian previo a la separacion entre los grupos

de protostomados y deuterostomados (Von Bartheld 2006).

GFLs, GFRa y RET en la filogenia

En vertebrados, las acciones de los GFLs son cruciales para el desarrollo y el
mantenimiento de distintas poblaciones de neuronas del Sistema Nervioso Central y
del Sistema Nervioso periférico, asi como también, para la organogénesis de los
rifiones y la espermatogénesis (Airaksinen y Saarma 2002; Kallijarvi et al. 2012).
Estos ligandos ejercen sus acciones a partir de la unién a su receptor GFRa y luego a

su receptor transmembrana RET o NCAM (Airaksinen y Saarma 2002).

Con el surgimiento de los vertebrados aparecieron las células de la cresta
neural, un tipo celular exclusivo de estos organismos y del cual se desarrollan
multiples estructuras (Myers et al. 2018). Coincidiendo con esta aparicién, ocurrio
una expansion génica de los receptores GFRas, duplicAindose en dos ocasiones para
dar lugar a cuatro receptores diferentes GFRa! - GFRa* (Airaksinen et al. 2006;

Hatinen et al. 2007; Kallijarvi et al. 2012).

Por otra parte, en algunos invertebrados se han hallado ortélogos de los genes
RET y GFRa, y hasta hace muy poco se creia que en estos organismos funcionaban
independientemente entre si, con GFRa actuando a través de las moléculas Fasll y
NCAM (Kallijarvi et al. 2012), y RET activado por integrinas (Soba et al. 2015). Sin
embargo, recientemente se encontré evidencia que sugiere que estas proteinas

podrian actuar en conjunto, al igual que ocurre en los vertebrados (Myers et al. 2018).
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En Drosophila melanogaster se ha descripto un ortélogo muy conservado del
gen RET, denominado D-Ret (Hahn y Bishop 2001a). La expresiéon de este gen se
registro6 en los 6rganos reproductores femenino y masculino (Kallijarvi et al. 2012); en
los tubulos de Malpighi, una estructura equivalente a los riflones de vertebrados; y en
los progenitores neurales que formaran el Sistema Nervioso Estomatogastrico (Hahn
y Bishop 2001; Perea et al. 2017), un sistema equivalente al Sistema Nervioso Entérico
(SNE) de los vertebrados. Ademads, se ha determinado experimentalmente que la
pérdida de funcién para el gen RET resulta en graves defectos que afectan la fertilidad
de los organismos, y en la inervacién nerviosa del sistema digestivo. En este ultimo
caso, se observan movimientos peristalticos insuficientes para el correcto

funcionamiento del sistema digestivo (Myers et al. 2018).

Luego de los hallazgos in silico de la presencia de algunas secuencias génicas de
GFRa en invertebrados (Airaksinen et al. 2006; Hatinen et al. 2007), en D.
melanogaster se ha confirmado experimentalmente la presencia de este gen,
denominado D-Gfrl (Drosophila GFRa like) (Hernandez et al. 2015). Asimismo, se ha
encontrado evidencia de que al igual que ocurre en vertebrados, D-Gfrl podria
funcionar asociandose a D-Ret, ya que la pérdida de funcién de este gen presenta el

mismo tipo de defectos que la pérdida de funcién de D-Ret (Myers et al. 2018).

El Gltimo de los componentes de este sistema de sefializacién corresponde a los
ligandos GFLs, que han sido descriptos exitosamente desde los peces cartilaginosos
hasta los mamiferos. Sin embargo, no se conoce aun con exactitud el ancestro,
perteneciente a la superfamilia de los TGFf, del cual esta familia de genes ha
evolucionado (Airaksinen et al. 2006; Hatinen et al. 2007). Sin embargo,
recientemente en D. melanogaster se identifico un gen perteneciente a esta
superfamilia denominado Maverick (Mav), el cual se cree que podria funcionar como
ligando de D-Gfrl y D-Ret, ya que las deficiencias de este gen provocan el mismo
fenotipo en el Sistema Nervioso Estomatogastrico que el encontrado en los casos de
pérdida de funcién de D-Gfrl y D-Ret (Myers et al. 2018). En conjunto, estos hallazgos
revelan importantes similitudes en la estimulacién tréfica del Sistema Nervioso

Estomatogastrico de insectos y el SNE de vertebrados (Myers et al. 2018).
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Debido a que los componentes del complejo GFLs/GFRa/RET se han hallado en
organismos tan distantes filogenéticamente como vertebrados e insectos, se cree que
los ligandos y receptores Ret y Gfrl aparecieron temprano en la evolucién de los
metazoos y que los distintos componentes de esta via podrian haber co-evolucionado
antes de la separacion de los linajes de protostomados y deuterostomados (Myers et

al. 2018).

Sin embargo, atin se conoce muy poco sobre las funciones de este complejo en
la mayoria de los organismos no cordados, y los avances en el estudio en otros
invertebrados podrian ampliar el panorama descripto hasta la fecha. En especial la
investigacion de estas proteinas en organismos pre-cordados como los equinodermos
y los hemicordados, que se encuentran en una posiciéon intermedia entre los
vertebrados y los invertebrados protostomados, podrian aportar importante
informacioén que permita una comprensiéon mas profunda del origen y la evolucién de

esta familia de factores neurotroficos.
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Importancia del complejo GFLs/GFRa-RET
en el Sistema Nervioso Entérico

En los vertebrados, el SNE comienza a formarse durante el desarrollo
embrionario a partir de las células de la cresta neural que migran, proliferan y se
diferencian (Le Douarin y Teillet 1973, 1974; Pomeranz et al. 1991; Serbedzija et al.
1991). Inicialmente estas células son pluripotentes, pero una vez inmersas en el
microambiente del tracto digestivo, detienen su proliferacion y comienzan a
diferenciarse en neuronas entéricas y células gliales (Le Douarin et al. 1975). Los
factores de crecimiento y la matriz extracelular, constituyen las sefiales que regulan
estos fendmenos de migracidn, proliferacion, supervivencia y diferenciacion celular a

los linajes especificos (Gershon 1997; Heuckeroth et al. 1998).

En mamiferos, la descripcién de la expresion del receptor de membrana
tirosina quinasa RET, en la poblacién de células de la cresta neural que migra hacia el
tracto digestivo y da origen a las neuronas del SNE y glia, data de la década del "90
(Pachnis et al. 1993). Posteriormente, en investigaciones con ratones knock out para el
gen RET se observd que éstos carecian de neuronas entéricas en gran parte de su
sistema digestivo, concluyendo que la sefializacidon de este receptor es determinante

para el desarrollo normal del SNE (Enomoto et al. 1998; Rossi et al. 1999).

En vertebrados la expresion del receptor GFRa también se ha descripto a lo
largo del tracto digestivo y se lo asocia al desarrollo de dichas neuronas del SNE
(Widenfalk et al. 1997). Una vez diferenciados los precursores del SNE, la expresion
de RET se mantiene en el linaje neuronal pero desaparece en las células gliales

(Heuckeroth et al. 1998).

Adicionalmente, se ha documentado que las deficiencias en algunos miembros
de la familia de ligandos GFLs (GDNF, NRTN, PSPN y ARTN), generan fenotipos
similares a los hallados en ratones knock out para el gen RET. Por ejemplo, en ratones

mutantes para el gen de GDNF se observa que carecen de neuronas entéricas en gran
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parte de su sistema digestivo (Moore et al. 1996; Pichel et al. 1996; Sanchez et al.
1996). Asimismo, en experimentos in vitro con células precursoras entéricas de rata,
se ha demostrado que la adicion del ligando GDNF al medio de cultivo incrementa la
supervivencia y la proliferacién de las mismas, dando como resultado una mayor
cantidad de células neuronales y glia. En presencia de GDNF o NRTN, éstas células se
agrupan formando ganglios y forman una extensa red de neuronas y glia

interconectadas (D’Anglemont de Tassigny et al. 2015).

Se ha demostrado que la molécula LY294002 (Figura 4.1), es capaz de inhibir
selectivamente la fosforilacién de PI3K, uno de los segundos mensajeros de la via
activada tanto por GDNF como por NRTN (Worley et al. 2000; Chen et al. 2001; Huang
et al. 2017). En experimentos in vitro e in vivo, realizados sobre células nerviosas de
mamiferos, la adicion de GDNF o NRTN estimula la expresiéon de ciertos genes
especificos como por ejemplo GLAST-1, TRPa, Mrg, asi como también de su receptor
de membrana GFRa (Luo et al. 2007; Koeberle y Bahr 2008). Sobre estas células, la
adicién del inhibidor LY294002 parece no tener efecto, por si s6lo sobre la expresion
génica. Sin embargo, la adiciéon de LY294002 junto a los factores GDNF o NRTN, deja
sin efecto a estos ultimos en las células tratadas. Asi LY294002 inhibe especificamente
la cascada intracelular de sefializaciéon mediada por GDNF y NRTN, convirtiéndolo en
una herramienta util para la comprensién de los mecanismos de acciéon de ambos

factores (Koeberle y Bahr 2008).

Figura 4.1: Estructura del inhibidor LY294002.
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En conjunto, estos hallazgos han demostrado que la via de sefalizacién
mediada por los ligandos GFLs (GDNF y NRTN), sus receptores especificos GFRa, el
receptor transmembrana RET y la cascada intracelular mediada por PI3K, estan
involucrados en algunas de las sefiales necesarias durante la formacién y organizacion
del SNE de vertebrados. La adicién de los ligandos GDNF y NRTN estimula la
diferenciacién a los fenotipos entéricos en los precursores de la cresta neural y la
adicién de LY294002 inhibe los efectos neurotréficos de estos factores (Koeberle y

Bihr 2008).

Por otra parte, a partir de la evidencia hallada en estudios filogenéticos, se ha
postulado que una de las funciones mdas primitivas de la familia de los GFLs parece
estar relacionada al desarrollo del SNE, mas especificamente a través de la acciéon de
GDNF, quien parece ser el ligando mas antiguo. Los equinodermos, carecen de células
de la cresta neural y sus derivados, pero poseen un sistema nervioso complejo con

muchas similitudes al SNE de vertebrados (Garcia-Arraras et al. 2001).

Adicionalmente, en los estadios larvales de los equinodermos algunas de las
neuronas que inervan el tubo digestivo tienen un origen diferente al resto de las
células nerviosas y ademas, se conservan durante la metamorfosis para luego formar
parte del SNE de los organismos adultos (Plexo basiepitelial) (Beer et al. 2001; Wei et
al. 2011; Mashanov et al. 2016). Esta pequeia poblacién de células con caracteristicas
tan exclusivas, recuerda a los precursores entéricos hallados en vertebrados y por lo
tanto resulta de especial interés para el estudio de la expresion del complejo GFLs-

GFRa-RET y sus funciones en el desarrollo de este sistema.
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La regeneracion y los factores neurotroficos

La regeneracion es el proceso por el cual frente a un dafio los organismos son
capaces de volver a desarrollar nuevamente tejidos y érganos en un contexto de
tejidos maduros. Este fendmeno estda ampliamente distribuido pero no

uniformemente presente a lo largo del reino animal (Alvarado y Tsonis 2006).

A pesar de que el mecanismo de reparacion de una herida es comun a todos los
organismos, la recuperacion funcional y morfolégica de dicha zona no es igual en
todos los metazoos (Carlson 2007). Esto se debe a que el potencial regenerativo se
expresa de forma diferente en los distintos organismos, e inclusive varia a lo largo de

la vida de los mismos (Alvarado y Tsonis 2006).

Las estrategias de regeneracién incluyen una reorganizacién de los tejidos pre-
existentes, la utilizacién de las células madre somaticas, la des-diferenciacion, en la
que una célula pierde sus caracteristicas tejido-especificas y se vuelve indiferenciada,
y/o la trans-diferenciacidn, en la que una célula diferenciada se des-diferencia y luego

se diferencia en una célula de diferente linaje (Alvarado y Tsonis 2006).

La regeneracion en invertebrados se conoce desde hace mas de 200 afios
(Lenhoff 1986). Debido a que en un organismo las partes del cuerpo regeneradas son
idénticas a las que se formaron durante el desarrollo embrionario, se ha postulado
que todos los animales comparten un conjunto finito de mecanismos pleiotrépicos de
desarrollo (Carroll et al. 2005), y que durante la regeneracion, se vuelve a acceder a
algunos de estos mecanismos embrioldgicos que determinaron la formacion del
cuerpo (Alvarado y Tsonis 2006). Estas evidencias indican que existe una
conservacion en la filogenia de los mecanismos de sefializacion del desarrollo, y que
estos mecanismos pueden ser activados por procesos no relacionados al desarrollo

embrionario, tales como la amputacién de una extremidad.

Si bien estos procesos aun no se comprenden en profundidad, se ha descripto

en multiples organismos que la importancia del sistema nervioso en la produccion de
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neuropéptidos y factores neurotréficos es esencial para que este proceso ocurra
(Brockes 1997; Ferretti y Géraudie 1998). En este contexto y en reiteradas ocasiones
durante la regeneracion, se han hallado activas las vias de sefializaciéon de Wnt, BMP,
TGFp (transforming growth factor-f3) y FGF, actuando no s6lo como moduladores de la
diferenciacién de los tejidos regenerados, sino también participando de la induccién
del proceso regenerativo (Alvarado y Tsonis 2006). El avance en la comprension de
los mecanismos involucrados en esta activaciéon, podria aclarar las diferencias y las

similitudes que existen entre el desarrollo embrionario y la regeneracion.

Los equinodermos se destacan por su gran capacidad regenerativa, tanto
durante los estadios larvales como en los juveniles y adultos. Esta capacidad les
permite reemplazar tejidos adultos y larvales que se han perdido producto de una
lesiébn o una amputacién, proporcionandoles una mayor supervivencia (Vickery y
McClintock 1998; Thorndyke y Candia Carnevali 2001; Candia Carnevali y Bonasoro
2001; Mashanov et al. 2015), e incluso este mecanismo puede ser utilizado como una
estrategia de reproduccion asexual (Vickery y McClintock 2000; Eaves y Palmer 2003;
Rubilar et al. 2005; Vaughn y Strathmann 2008).

A pesar de la extensa evidencia histologica y celular que describe el fenémeno
de regeneracion en esta familia, ain no se conocen en profundidad las moléculas y los
mecanismos regulatorios involucrados en este fendmeno (Patruno et al. 2002). Al
igual que en otros organismos, se ha descripto que en los equinodermos adultos, el
sistema nervioso desempefia un rol vital en la regeneracion (Mashanov et al. 2008,
2015; San Miguel-Ruiz et al. 2009). Durante este proceso, el tejido nervioso libera
factores regulatorios que actian tanto en forma paracrina como autocrina y que son
cruciales para que la regeneracion tisular suceda (Patruno et al. 2001, 2002;

Thorndyke et al. 2001; Candia Carnevali 2006).

Algunos miembros de la superfamilia de los TGFB se han hallado en los
estadios larvales de los equinodermos (Patruno et al. 2002). Por ejemplo, en estadios
embrionarios de equinoideos los miembros de esta familia han sido asociados al

establecimiento temprano de patrones de formacion (Stenzel et al. 1994; Hwang et al.
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2003; Hinman y Burke 2018). Los TGFf estan involucrados en una amplia gama de
procesos incluyendo la proliferacién celular, la diferenciaciéon neuronal, la apoptosis,
el establecimiento de patrones axiales, la cicatrizacién y la reorganizacién de los
tejidos (Kingsley 1994; Raftery y Sutherland 1999), y se los ha descripto como
importantes candidatos durante las etapas tempranas y avanzadas del proceso de
regeneracidon en equinodermos (Candia Carnevali et al. 1998; Patruno et al. 2001,

2002).

En crinoideos adultos de la especie Antedon mediterrdnea, perteneciente al
phylum Echinodermata, se describié la presencia de moléculas de la familia de los
TGFB en los tejidos nerviosos, tanto en condiciones normales como durante la
regeneracion de sus brazos. En ambas condiciones se detecté una forma inmadura o
pro-péptido, y una forma madura de la proteina. Durante la regeneracidn, se registro
que la expresion de la forma madura y de su receptor aumentan considerablemente, y
ademas aparece la expresion de otra isoforma de esta superfamilia (Patruno et al.
2002). Estas evidencias sugieren que en los equinodermos, los miembros de la familia
de los TGFf podrian tener un rol en el mantenimiento normal de los tejidos, y una
participacion relevante en la regulacién del proceso de regeneracion que explique los

cambios observados en su expresion (Patruno et al. 2002).

En este contexto, resulta relevante el estudio de la participacion de los factores
neurotroficos GFLs, miembros de la familia de los TGFf, asi como también de la
expresion de su receptor GFRa, tanto en condiciones de estimulacion e inhibicién
farmacoloégica de esta via de sefializacidon, como durante la regeneracion de sus tejidos
dafados. Por lo tanto, los objetivos especificos de este capitulo son: A) Estudiar el
efecto y establecer la expresion de los genes de interés luego de la adiciéon de
activadores e inhibidores del complejo GFLs/GFRa/RET en larvas de A. dufresnii en
desarrollo. B) Estudiar el efecto de la adicién de activadores del complejo

GFLs/GFRa/RET en larvas de A. dufresnii durante la regeneracion de su tejido.
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Materiales y metodos del capitulo 4

Experimentos de activacion e inhibicion
farmacologica de la via de los GFLs

A fin de estudiar el efecto de la adicion de activadores e inhibidores de la via de
sefalizacion GFLs/GFRa/RET en larvas de A. dufresnii en desarrollo, se aplicé el
disefio experimental explicado a continuacidn, y se estudié la expresion de proteinas
marcadores del sistema nervioso por inmunocitoquimica, y la expresion de los genes

seleccionados en el capitulo 2 de esta tesis.

Diserio experimental

Se realiz6 una fecundacion siguiendo el protocolo descripto en el capitulo 1. A
fin de asegurar un buen acervo genético de la poblacion estudiada de A. dufresnii, se
utilizé una mezcla de gametas femeninas de 20 hembras, y se fecundd con una mezcla
de gametas masculinas de 20 machos. Larvas de 7 dpf fueron incubadas durante 24 h
en agua de mar filtrada con la adicion de los siguientes tratamientos farmacologicos:

[) Control: Sin adicion de factores al agua de mar filtrada.
II) LY294002 20 pM, Inhibidor del segundo mensajero PI3K, que se encuentra rio

abajo de los GFLs. (Worley et al. 2000).

[II) GDNF 10 ng/ml, miembro y activador de la via de sefializaciéon GFL (Tang et al.

1998).

IV) GDNF 10 ng/ml + LY294002 20 uM.
V) NRTN 10 ng/ml, miembro y activador de la via de sefializaciéon GFL (Wang et al.

2002).

VI) NRTN + LY294002 20 uM.
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Transcurrido el tiempo de exposicion, se eliminé el tratamiento farmacolégico
realizando tres recambios del 50% del medio liquido por agua de mar filtrada a 1um y
esterilizada con luz UV. Se tomaron muestras de 1000 larvas para los siguientes

ensayos a las 24, 48 y 72 horas post tratamiento (hpt).

Inmunocitoquimica de fluorescencia indirecta

Las muestras tomadas para esta técnica se procesaron siguiendo el protocolo
de Fijacion para Inmunocitoquimica (Anexo del capitulo 3), y se almacenaron en frio
hasta su uso. Se realiz6 la técnica de inmunocitoquimica de fluorescencia indirecta
doble combinando los anticuerpos primarios anti-GFRa con anti-1E11 y anti-GFRa
con anti-GFAP, segun el Protocolo de Inmunocitoquimica (Anexo del capitulo 3). Se

observaron y fotografiaron los preparados utilizando un microscopio Leica DM2500.

Cuantificacion de la expresion génica

Para los analisis de expresidn génica se tomaron tres alicuotas de 1000 larvas
cada una, para cada tratamiento y para cada tiempo de muestreo. Las muestras se
fijaron con solucion ARN hold (Transbionovo) y se conservaron a 4°C durante los
primeros 15 dias, para luego congelarlas con nitrégeno liquido 10 seg. y almacenarlas
a -80°C hasta su utilizacidn.

La cuantificacién de la expresion de génica se realizd siguiendo los pasos 2 a 7
que fueron descriptos en el capitulo 3 (seccion 3.3 de materiales y métodos). En esta
oportunidad, no fue necesario realizar la estandarizacion y la eficiencia de los
partidores dado que se trabajé con los mismos partidores y con muestras biolégicas
similares. La expresion relativa de los genes de interés en los distintos tratamientos
fue normalizada respecto a la expresién del mismo gen hallada en el tratamiento
control a las 24 hpt.

Para analizar las diferencias en la expresion relativa de cada gen en cada
tratamiento y tiempo de muestreo, se corroboraron los supuestos de normalidad y

homocedacia (Zar 1984). Luego se realiz6 un analisis de la varianza de dos vias,
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transformando los valores a escala logaritima. Las diferencias fueron evaluadas con la
prueba de Tukey (Zar 1984). Para una mejor interpretacion de los graficos, éstos se

presentan sin escala logaritmica.

Experimentos de regeneracion con
exposicion farmacoldgica a activadores de la
via GFLs

A fin de estudiar el efecto de la adicién de los ligandos del complejo
GFLs/GFRa/RET en larvas de A. dufresnii durante la regeneraciéon de su tejido, se
practicaron microablaciones en las larvas. Para ello, se aplico el disenio experimental
de regeneracion y se fotografiaron y analizaron los organismos por

inmunocitoquimica.

Obtencion de larvas y estadio larval utilizado

Para llevar a cabo los experimentos se utilizaron larvas pluteus de entre 6 y 8

dpf, obtenidas con el protocolo desarrollado en el capitulo 1 de esta tesis.

Protocolo de micromanipulacion de larvas

A fin de generar una microablacién en las larvas pluteus y estudiar el proceso
de regeneracidn, se desarrollé y aplicé el siguiente protocolo. El objetivo del mismo, es
generar una lesién o ablacién de aproximadamente 10 um, ubicada en la base de uno
de los brazos post-orales. Cabe destacar que el método debe asegurar la supervivencia

de las larvas para asi poder estudiar el proceso de regeneracion posterior.

Pasos del protocolo de microablacion:

225



Cap. 4 El efecto de los Factores Neurotroficos Materiales y métodos

1. Se selecciona una larva pluteus bajo lupa utilizando una «pipeta de boca»
artesanal. Esta herramienta, construida a partir de elementos comunes del
laboratorio, permite la selecciéon rapida y micromanipulacién de las larvas sin generar
ningln perjuicio a las mismas (Figura 4.2, A).

2. Se coloca la larva sobre una superficie de gel de agarosa en PBS al 5%. Esta
superficie no es téxica y permite sostener e inmovilizar a la larva de forma reversible,
ademas de mantenerla hidratada durante la microablacion. El gel se encuentra
previamente humedecido en agua de mar y Cl2Mg 5% que cumple la funcién de
anestésico, aletargando al organismo y presumiblemente disminuyendo su percepcion
nerviosa durante la microablacién, como recomiendan Rubilar y Crespi-Abril (2017).
Este gel se prepara previo a la experimentacion y se gelifica sobre un cubreobjetos
que luego es montado sobre un portaobjetos (Figura 4.2, B, C).

3. Se coloca el portaobjetos con el gel y la larva en la platina del microscopio
optico, se posiciona en el sitio de ablacién la micropipeta de vidrio TIP10TW1 (Marca
WPI), y se succiona suavemente. Esta micropipeta es dirigida por un
micromanipulador que permite un movimiento de precision en los tres ejes
espaciales, y ademas se encuentra conectada a un sistema de succion hidraulico
artesanal, el cual genera presidn negativa permitiendo la succién a través de la
micropipeta. Por ultimo, se retira suavemente la micropipeta del preparado (Figura
4.3).

4. Se retira el portaobjetos del microscopio y se sumerge el cubreobjetos con el
gel y la larva en un recipiente con agua de mar. Se observa bajo lupa que el organismo
vuelva a nadar libremente para corroborar la supervivencia del mismo a esta
intervencion (Figura 4.4, A).

5. Se coloca a la larva en una microplaca con agua de mar y con la adicién de su
tratamiento correspondiente (Figura 4.4, B).

El protocolo de microablacién de larvas es una técnica con una alta dificultad
técnica y en un dia laboral es posible realizar la microablacion exitosa de un maximo
de 10 larvas. Debido a que para poder determinar la expresién génica en larvas de
esta especie, el protocolo de extraccion de ARN total del que se dispone requiere de un

minimo de entre 1000 y 2000 larvas por réplica, como se detallé en el capitulo 3 de
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esta tesis, la regeneracion de las larvas se estudié mediante micro fotografias de

campo claro y técnicas inmunocitoquimicas.

Figura 4.2: Elementos necesarios para llevar a cabo la micromanipulacién. A) Pipeta
de boca. B) Preparacion de gel de agarosa en un cubreobjetos. C) Cubreobjeto sobre
un portaobjeto listo para colocar las larvas pluteus.

Figura 4.3: Equipamiento para realizar la microablacién. A) Disposicion del
equipamiento necesario, (1). Microscopio Leica M2500 con camara digital conectada a
PC. (2). Micromanipulador analdgico montado en un pie estativo con movilidad en los
ejes Z, X e Y. (3). Sistema de succién hidraulico artesanal construido a partir de una
jeringa cuyo embolo es dirigido por una rosca. (4). Software Leica para observar y
realizar la microablacion. B) Detalle de Micromanipulador. C) Detalle del sistema de
succion. D) Aguja de vidrio de 10 um de diametro (TIP10TW1 marca WPI).
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Figura 4.4: A) Recuperacion de larvas en agua de mar. B) Micro placa para
incubar a las larvas con los distintos tratamientos.

Diserio experimental para la activacion farmacolégica durante
la regeneracion

Luego de la microablacidn, las larvas fueron incubadas durante 24 h con los

siguientes tratamientos:

Control: larva sin microablacién en agua de mar

Regeneracion: larva con microablacién en agua de mar

Control + GDNF: larva sin microablacion y factor neurotréfico GDNF
Regeneracion + GDNF: larva con microablacién y factor GDNF

Control + NRTN: larva sin microablacion y factor neurotréfico NRTN

A T o

Regeneracion + NRTN: larva con microablacién y factor NRTN

Transcurrido el tiempo de exposicion, se elimind el factor tréfico realizando
tres recambios del 50% del medio liquido por agua de mar filtrada. Se fotografiaron

las larvas a las 0, 24, 48 y 72 hpt (horas post tratamiento).
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Inmunocitoquimica

Se fijaron para Inmunocitoquimica tres réplicas de 15 larvas cada una para los
tratamientos I a VI, a las 24, 48 y 72 hpt. Se realizaron inmunocitoquimicas de
fluorescencia doble combinando los anticuerpos primarios anti-GFRa con anti-1E11.
Se siguieron los pasos descriptos en el “Protocolo de Inmunocitoquimica” (Anexo del
capitulo 3). Se observaron y fotografiaron los preparados utilizando en microscopio
Leica DM2500, y se valord cualitativamente el patron e intensidad de la marca

correspondiente.
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Resultados del capitulo 4

Experimentos de activacion e inhibicion de
la via de los GFLs

Inmunomarcacion de GFRa y Syt1-1 en larvas de A. dufresnii
tratadas farmacolégicamente

El tratamiento I, correspondiente a larvas control y posterior
inmunocitoquimica doble, muestra un patrén similar al hallado para los mismos
antigenos en las inmunocitoquimicas simples del capitulo 3 de esta tesis doctoral, en
larvas de igual etapa del desarrollo (8 a 10 dpf). GFRa se expresa en el 6rgano apical,
en la zona del estémago, en los ganglios laterales y en los extremos de los brazos pre y
post-orales. Ademas, se observa el patréon diferencial de expresién entre los lados
derecho e izquierdo de la larva. El antigeno 1E11, correspondiente al gen Syt1-1, en
esta etapa del desarrollo comienza a expresarse claramente en las células de las
paredes del tubo digestivo, en particular en las regiones de las constricciones entre la

boca, el eséfago y el estbmago (Figura 4.5).

En el tratamiento II, correspondiente a larvas con adicién del inhibidor
LY294002, se observd una disminucién en la expresion de GFRa entre las 24 y 72 hpt
y una localizacion puntual de la marca que puede apreciarse a las 72 hpt y que difiere
del patrén control descripto para esta proteina. Por otra parte, la expresion de 1E11

se mantuvo sin alteraciones (Figura 4.6).

En el tratamiento III, correspondiente a larvas con adicion de GDNF, se
observé nuevamente un cambio en el patrén de GFRa, que presenta un aumento en su
expresion en los brazos pre-orales asociado a una morfologia atipica en dicha zona.

1E11 también mostré un incremento en su expresion en las zonas del érgano apical y
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el estdbmago, y comenzo a expresarse muy fuertemente en un conjunto de células en

forma de anillo en la base del estdmago (Figura 4.7).

En el tratamiento IV, correspondiente a larvas con adicion de GDNF e
Inhibidor LY294002, se observé un cambio morfoldégico muy importante con la
formacién de un surco en la zona del estdmago a las 72 hpt. El patrén de expresion de
GFRa se modificd, siendo muy tenue a las 24 hpt y luego se increment6 a las 48 y 72
hpt, principalmente en la zona de los brazos pre y post-orales y en la region del surco.
El patron de expresion de 1E11 se modifico levemente, manteniéndose en el drgano

apical, y aumentando en la zona del estdmago y en el surco (Figura 4.8).

En el tratamiento V, correspondiente a larvas con adicion de NRTN, se
observé un patrén de GFRa inicialmente similar al control y luego un cambio en su
expresion a las 72 hpt en donde se hace predominante en los brazos pre-orales y
luego en los extremos de todos los brazos y en la zona del estomago. El patrén de
expresion de 1E11 cambi6 a lo largo del tiempo, siendo normal a las 24 hpt y luego
concentrandose en los ganglios laterales y muy notoriamente en el estdmago a las 48

y 72 hpt (Figura 4.9).

En el tratamiento VI, correspondiente a larvas con NRTN e inhibidor
LY294002, se observé la expresion de GFRa a las 24 hpt en los brazos de la larva con
algunas células y fibras mas fuertemente marcadas. A las 48 y 72 hpt se observ6 una
concentracion de la expresion en la region del estbmago y drgano apical. La expresion
de 1E11 fue muy alta en el 6rgano apical a las 24 hpt y luego aumento en la zona del

estdmago a las 72 hpt (Figura 4.10).
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Figura 4.5: Tratamiento I Control. Inmunocitoquimica de fluorescencia doble
en larvas de A. dufresnii con el anticuerpo anti-GFRa - Cy2 (verde) y anti-1E11 - Cy3
(rojo). Observe el patrén tipico de expresion de cada antigeno a las 24 (Ay B), 48 (Cy
D)y 72 hpt (Ey F).
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Figura 4.6: Tratamiento II con inhibidor LY294002. Inmunocitoquimica de
fluorescencia doble en larvas de A. dufresnii con el anticuerpo anti-GFRa - Cy2 (verde)
y anti-1E11 - Cy3 (rojo) a las 24 (A y B), 48 (Cy D) y 72 hpt (E y F). Observe la
disminucién en la marca de GFRa a las 24 y 48 hpt, y su localizacién puntual a las 72
hpt. Observe como se mantiene el patréon de 1E11.
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Figura 4.7: Tratamiento III con GDNF. Inmunocitoquimica de fluorescencia
doble en larvas de A. dufresnii con el anticuerpo anti-GFRa - Cy2 (verde) y anti-1E11 -
Cy3 (rojo) alas 24 (Ay B),48 (Cy D) y 72 hpt (E y F). Observe como se modifica el
patréon de expresion de GFRa (A, C y E), y se profundizan las protuberancias de los
brazos preorales (C). Observe el incremento de 1E11 en el 6rgano apical y la zona
digestiva (B, D y F), en particular, la aparicién de marca en un grupo de células en la
base del estomago (D).
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Figura 4.8: Tratamiento IV con GDNF + inhibidor LY294002.
Inmunocitoquimica de fluorescencia doble en larvas de A. dufresnii con el anticuerpo
anti-GFRa - Cy2 (verde) y anti-1E11 - Cy3 (rojo) alas 24 (Ay B),48 (Cy D) y 72 hpt (E
y F). Observe el cambio en el patron de expresion de GFRa, con baja sefal a las 24 hpt
(A), y luego un gran aumento localizado en los brazos post y pre-orales, y en un surco
andémalo en la zona del estomago (C y E). El patron de expresion de 1E11 se mantiene
en el 6rgano apical (B, D) y se incrementa en la zona digestiva y en la zona del surco
mencionado (D y F).
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Figura 4.9: Tratamiento V con NRTN. Inmunocitoquimica de fluorescencia
doble en larvas de A. dufresnii con el anticuerpo anti-GFRa - Cy2 (verde) y anti-1E11 -
Cy3 (rojo) alas 24 (Ay B), 48 (Cy D) y 72 hpt (E y F). El patron de expresion de GFRa
inicialmente se mantiene similar al control (A y C) y luego cambia concentrandose en
los extremos de los brazos y en la zona del estdbmago (E). El patrén de expresion de
1E11 a las 24 hpt es similar al control (B), y luego comienza a concentrarse en la zona
baja del estdmago y ganglios laterales (D) hasta alcanzar una muy alta concentracién a
las 72 hpt (F).
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Figura 4.10: Tratamiento VI con NRTN + inhibidor LY294002.
Inmunocitoquimica de fluorescencia doble en larvas de A. dufresnii con el anticuerpo
anti-GFRa - Cy2 (verde) y anti-1E11 - Cy3 (rojo) alas 24 (Ay B),48 (Cy D)y 72 hpt (E
y F). Observe el patron de expresion de GFRa con una concentracion de la expresion
en la region del estomago y el 6rgano apical (C) que se profundiza a las 72 hpt (E).
Observe el aumento en la expresiéon de 1E11 en el 6érgano apical y en la inervacién del
tubo digestivo (B, D, y F).
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Inmunomarcacion de GFRa y GFAP en larvas de A. dufresnii
tratadas farmacolégicamente

El tratamiento I, correspondiente a larvas control y posterior
inmunocitoquimica doble con anti-GFRa y anti-GFAP, mostré un patrén similar al
hallado para los mismos antigenos en las inmunocitoquimicas simples del capitulo 3
de esta tesis. GFRa se expreso en el 6rgano apical, 1a zona del estdmago y en mayor
grado en los brazos pre y post-orales presentando diferencias entre el lado izquierdo
y derecho de la larva. GFAP se expres6 predominantemente en la zona del estomago y
el esofago, en células que presentaron una morfologia estrellada que recuerda a la glia

radial (Figura 4.11).

En el tratamiento II, correspondiente a larvas con adiciéon del inhibidor
LY294002, la expresion de GFRa aument6 levemente en la region del estomago. La
expresion GFAP disminuy6 inicialmente y luego se restablecié a las 72 hpt. Sin
embargo, se observé un cambio importante en las células marcadas con GFAP que se
concentraron en el estdmago, y no desarrollaron su morfologia tipica estrellada

(Figura 4.12).

En el tratamiento III, correspondiente a larvas con adicion de GDNF, se
observd nuevamente un cambio en el patréon de GFRa, que present6é un aumento en su
expresion en la zona del estdmago y brazos pre-orales, y perdié su disparidad entre el
lado izquierdo y derecho a partir de las 48 hpt. La expresion de GFAP se mantuvo
similar al control pero aumento la intensidad de la marca, en particular en la zona de

la constriccion entre el estdmago y el esofago (Figura 4.13).

En el tratamiento IV, correspondiente a larvas con adicion de GDNF e
Inhibidor LY294002, se observé una disminucién muy pronunciada de la expresién de
GFRa a las 24 hpt, que luego se incrementd a las 72 hpt generando un patrén
fragmentado a lo largo del perimetro de la larva. La expresiéon de GFAP se observo
muy reducida a las 24 hpt y luego aument6 concentrandose en un pequefio grupo de

células en el estbmago que no desarrollaron la forma estrellada tipica (Figura 4.14).
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En el tratamiento V, correspondiente a larvas con adicion de NRTN, se
observé una expresiéon de GFRa concentrada en los brazos pre-orales, los ganglios
laterales, el 6rgano apical y levemente en el estomago. La expresion de GFAP se
observé preferentemente en el 6rgano apical y muy concentrada en unas pocas células
en el estdbmago en donde la mayoria no desarrolla su forma tipica estrellada (Figura

4.15).

En el tratamiento VI, correspondiente a larvas con NRTN e inhibidor
LY294002, se observo una expresion de GFRa reducida, que a las 24 hpt se localiz6 en
un pequefio grupo de células en la zona del estdmago, a las 48 hpt se localiz6 en los
brazos pre-orales y a las 72 hpt en los brazos post-orales, expresdndose en algunas
células y fibras fuertemente marcados La expresiéon de GFAP también se observo
reducida y localizada preferentemente en el eséfago. En este caso, las células que
expresaron GFAP no desarrollaron su morfologia radial tipica a las 48 hpt, pero

recuperaron parcialmente su morfologia a las 72 hpt. (Figura 4.16).
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Figura 4.11: Tratamiento I Control. Inmunocitoquimica de fluorescencia
doble en larvas de A. dufresnii con el anticuerpo anti-GFRa - Cy2 (verde) y anti-GFAP -
Cy3 (rojo) alas 24 (Ay B), 48 (Cy D) y 72 hpt (E y F). Observe el patron tipico de
expresion de GFRq, y la expresion normal de GFAP en la region del eséfago y
estémago.
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Figura 4.12: Tratamiento II con inhibidor LY294002. Inmunocitoquimica de
fluorescencia doble en larvas de A. dufresnii con el anticuerpo anti-GFRa - Cy2 (verde)
y anti-GFAP - Cy3 (rojo) alas 24 (Ay B), 48 (Cy D) y 72 hpt (E y F). La expresion de
GFRa se mantiene similar al control con un aumento leve en el estdmago. La expresion
de GFAP se concentra muy fuertemente en unas pocas células del estdbmago, las cuales
pierden su morfologia radial tipica.
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Figura 4.13: Tratamiento III con GDNF. Inmunocitoquimica de fluorescencia
doble en larvas de A. dufresnii con el anticuerpo anti-GFRa - Cy2 (verde) y anti-GFAP -
Cy3 (rojo) alas 24 (Ay B), 48 (Cy D) y 72 hpt (E y F). La expresiéon de GFRa pierde la
disparidad entre el lado izquierdo y derecho a las 48 y 72 hpt y se acentia la
expresion en la zona del estomago. La expresion de GFAP mantiene el patrén
descripto en el control pero con una mayor intensidad.
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Figura 4.14: Tratamiento IV GFAP e inhibidor LY294002.
Inmunocitoquimica de fluorescencia doble en larvas de A. dufresnii con el anticuerpo
anti-GFRa - Cy2 (verde) y anti-GFAP - Cy3 (rojo) alas 24 (Ay B), 48 (Cy D)y 72 hpt (E
y F). La expresion de GFRa se observa muy reducida a las 24 hpt y luego aumenta
presentando un patrdon fragmentado a las 72 hpt. La expresion de GFAP se observa
muy reducida a las 24 hpt y luego aumenta levemente concentrandose en unas pocas
células del estdbmago, que no desarrollan su morfologia tipica estrellada.
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Figura 4.15: Tratamiento V NRTN. Inmunocitoquimica de fluorescencia doble
en larvas de A. dufresnii con el anticuerpo anti-GFRa - Cy2 (verde) y anti-GFAP - Cy3
(rojo) alas 24 (Ay B), 48 (Cy D)y 72 hpt (E y F). La expresién de GFRa se observa
concentrada preferentemente en los ganglios laterales, el 6rgano apical y levemente
en el estdbmago. La expresidon de GFAP se observa reducida localizdndose en el érgano
apical y en algunas células del estémago.
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Figura 4.16: Tratamiento VI con NRTN e inhibidor LY294002.
Inmunocitoquimica de fluorescencia doble en larvas de A. dufresnii con el anticuerpo
anti-GFRa - Cy2 (verde) y anti-GFAP - Cy3 (rojo) alas 24 (Ay B),48 (Cy D) y 72 hpt (E
y F). La expresion de GFRa se observa muy reducida, expresandose s6lo en pequefios
grupos de células. La expresion de GFAP se observa reducida y localizada
preferentemente en el es6fago. Las células que expresan esta proteina recuperan
parcialmente su morfologia radial tipica a las 72 hpt.
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Cuantificacion y andlisis de la expresion de génica

La expresion relativa de ARNm para los genes de interés Bcl-2, Bax, TRPa, Syt1-

1y GFAP alas 24, 48 y 72 hpt, se graficé en funcion del tiempo (Figura 4.17).

Como ya se menciono, en los tratamientos II, IV y VI, inmediatamente luego
de la aplicacion del inhibidor LY294002 ocurri6 una muerte masiva de los
organismos, y las larvas sobrevivientes (alrededor del 50%) fueron procesadas a los
tiempos previstos. Por esta razén, el tratamiento con NRTN no posee réplicas, ya que
se contaba con una cantidad limitada de dicho factor neurotréfico, y por lo tanto una
cantidad limitada de larvas tratadas con el mismo. Sumado a esto, algunas de las
extracciones de ARN no tuvieron la pureza, integridad o concentracién adecuada para

proseguir con la técnica y debieron descartarse.

En el tratamiento I, correspondiente a larvas control, se registr6 una
modificacion en la expresion de Bcl-2 y Syt1-1 a lo largo del tiempo. En el caso de Bcl-
2 se observo un aumento significativo a las 48 hpt (F2,6=2,14; p=0,0332), seguido de
una disminucién a las 72 hpt. Por su lado, en Syt1-1 registré un aumento progresivo
con un maximo significativo a las 72 hpt (F26=16,41; p=0,0118). Los genes Bax y TRPa
mantuvieron su expresion constante, mientras que GFAP registr6 un aumento no

significativo a las 72 hpt.

El tratamiento II, correspondiente a larvas con el inhibidor LY294002,
presentd cambios en los patrones de expresion de todos los genes analizados respecto
al control. Sin embargo, Unicamente la expresion del gen GFAP aumentd
significativamente sus valores a las 48 hpt (F1,3=12,71; p=0,0377). Al comparar este
tratamiento con el control, puede observarse que la expresion del gen Bcl-2 entre
tratamientos disminuyd significativamente para los tres tiempos analizados
(F3,7=11,26; p= 0,0045), y lo mismo sucedi6 con el gen Syt1-1 (F3,9=8,06; p=0,0064). El
gen TRPa también disminuyé su expresion y el gen Bax la aument6, en ambos casos a

las 72 hpt aunque de forma no significativa.
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El tratamiento III, correspondiente a larvas con adicién de GDNF, modificé la
expresion de casi todos los genes. El gen Bcl-2 no presenté diferencias significativas a
lo largo del tiempo (F25=0,86; p=0,4767), pero su par antagénico Bax, aumenté de
manera significativa su expresiéon a las 72 hpt (F2,5=5,16; p=0,0408). Asimismo, al
comparar este tratamiento con el control, se observd que el gen Bcl-2 disminuyé su
expresion significativamente respecto al control para los tres tiempos analizados
(F311=12,45; p=0,0007), mientras que Bax aumenté a las 72 hpt (F311=0,98;
p=0,0430). Los genes Sytl-1, GFAP y TRPa mostraron variaciones en su expresion
aunque no significativas. La expresion de GFAP y de TRPa aument6 progresivamente a
lo largo del tiempo y la expresion de Syt1-1 aument6 entre las 24 y 48 hpt.

El tratamiento IV, correspondiente a larvas con GDNF e Inhibidor LY294002,
nuevamente gener6 cambios en la expresion génica a lo largo del tiempo y también
respecto a otros tratamientos. Al analizar los efectos a lo largo del tiempo dentro del
tratamiento, se observo que a las 72 hpt hubo un aumento en la expresion Bcl-2,
aunque no fue significativo (F2,7=1,38; p=0,3343). En cambio los aumentos de Bax y
GFAP a las 72 hpt si fueron significativos (F2,7=16,97; p=0,0059; F2,7=18,92 p=0,0047,
respectivamente). Por su lado, el gen TRPa disminuy6 su expresion a las 72 hpt y el
gen Sytl-1 aument6 su expresion a las 72 hpt, sin embargo en ambos casos estas
variaciones no fueron significativas. Al comparar este tratamiento respecto al control,
se observo que hubo una disminucidn significativa en la expresion de Bcl-2 para los
tres tiempos analizados (F311=3,99; p=0,0378), y un aumento significativo en la
expresion de Bax y GFAP (F311=2,86; p=0,0455; F311=1,08; p=0,0217).
Adicionalmente, al comparar este tratamiento respecto al tratamiento IlII, se observo
un patrén similar en la expresion de Bax, un aumento en la expresion de Bcl-2 y GFAP
a las 72 hpt, una disminucién en la expresién de TRPa y variaciones en la expresion

Syt1-1.

El tratamiento V, correspondiente a larvas con NRTN, no tuvo réplicas y por lo
tanto no se realizaron analisis estadisticos. Sin embargo, se puede observar a lo largo
del tiempo un aumento abrupto en la expresion de los genes Bcl-2 y Bax alas 72 hpt, y

un incremento en la expresion de GFAP a las 48 hpt. Por otra parte, la expresion de los
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genes TRPa y Syt1-1 se mantuvieron constantes. Al comparar este tratamiento con el
control, puede apreciarse que los aumentos observados en Bcl-2, Bax y GFAP fueron
diferentes al control, mientras que la expresion de TRPa parecié mantenerse similar y

la expresion Syt1-1 no aumenté a las 72 hpt como ocurre en el control.

Por ultimo, el tratamiento VI, correspondiente a larvas con NRTN e Inhibidor
LY294002, tampoco tuvo réplicas, pero sin embargo se observaron variaciones en la
expresion génica. Se observo un aumento en la expresion de Bcl-2, Bax a las 72 hpt, y
para GFAP a las 48 hpt, pero en este caso el aumento fue mucho menor al observado
en el tratamiento V. La expresidn de Syt1-1 parecid recuperar el patrén observado en

el tratamiento control y la expresion de TRPa se mantuvo sin grandes modificaciones.
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Tratamiento I: Control Tratamiento II: Inhibidor LY294002
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Figura 4.17: Expresion relativa de los genes Bcl-2, Bax, TRPa, GFAP y Syt1-1 en larvas de A.
dufresnii sometidas a seis condiciones experimentales diferentes y analizadas a las 24, 48 y 72
horas post tratamiento (hpt). Observar también las diferencias de expresion génica entre
tratamientos. Las barras representan las veces de expresion respecto a los valores hallados
para cada gen a las 24 hpt del tratamiento control (media + error estandar).
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Experimentos de  regeneracion con
exposicion farmacologica a activadores de la
via GFLs

A pesar de ser un protocolo con una gran dificultad técnica, que requiere una
manipulacion muy cuidadosa, las larvas sobrevivieron en un 95% a la
micromanipulacion y microablacion. Se realizaron microablaciones en un total de 200
larvas, de las cuales unicamente murieron 10 larvas y el resto regeneré su lesion y
sobrevivio (Figura 4.18, A). En los casos en que la larva no sobrevivio, esto coincidi6
con una demora en la ejecucién del protocolo de microablacién, en el cual se observo

una mayor evaporacion del medio humedo en el gel del agarosa.

Luego de la microablacidn, las larvas devueltas al medio liquido fueron capaces
de nadar y desplazarse. Sin embargo, con uno de los brazos post-orales lesionado el
movimiento natatorio fue deficiente, y se observd que en general las larvas nadaron

en circulos (Figura 4.18, B).

A las 24 h de realizarse la microablacidn, las larvas de todos los tratamientos
mostraron una recuperacion total del patréon de nado, junto a una cicatrizaciéon

completa de la lesidn realizada (Figura 4.18, C).

A las 48 y 72 h de realizada la microablacién, no se registraron cambios
morfoldgicos apreciables respecto a lo hallado a las 24h y la zona de la lesion resulto

imperceptible.
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-

100 ym

100 ym

Figura 4.18: Microablaciéon y regeneracion en larvas de A. dufresnii. A)
Momento de la microablacion. Observe la micropipeta de 10 um succionando parte de
los tejidos en uno de los brazos post-orales B) Larva inmediatamente después de la
microablacion. Observe la lesién generada (flecha). C) Larva a las 24h, observe la

cicatrizacion de la zona ablacionada, que se encuentra recuperada casi totalmente
(flecha).
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Expresion de GFRa y 1E11 en larvas de A. dufresnii en
regeneracion con activacion de la via de los GFLs

En los tratamientos I, III, y V, las larvas no sufrieron microablacién, pero
fueron micromanipuladas, expuestas al gel de agarosa, fotografiadas en el
microscopio, y luego incubadas en agua de mar (I) o con los inductores de la via de los
GFLs: GDNF (III) y NRTN (V). En estos tratamientos, se observé un patrén de
expresion de GFRa y 1E11 similar al descripto previamente en los tratamientos de
activacion farmacolégica de este capitulo (Figuras 4.6, 4.8 y 4.10), por lo tanto, sélo se
hara referencia a estos tratamientos con fines comparativos para los tratamientos con

microablacién I, [V y VI.

En las larvas del tratamiento II, correspondiente a la microablacién y cultivo
en agua de mar (Figura 4.19), se observé un patrén diferente en la expresion de GFRa
y 1E11, respecto al tratamiento | (Figura 4.6). En el tratamiento II, a las 24 hpt se
observé un aumento en la expresion de GFRa y 1E11 en la zona puntual de la
microablacion, y también en el ganglio lateral del brazo lesionado. A las 48 y 72 hpt,
este patron de expresion descripto se mantuvo pero se hizo cada vez mas difuso y
marcé un territorio mas amplio. La expresion de GFRa mantuvo la asimetria entre el
lado izquierdo y derecho de la larva, siendo en todos los casos mas intensa en el lado
de la lesion. La expresion de 1E11 fue tenue en todos los casos y se hizo poco

perceptible hacia las 72 hpt (Figura 4.19).

En las larvas del tratamiento IV, correspondiente a la microablacidn y cultivo
con GDNF, se observé un aumento en la expresion de GFRa en la zona
microablacionada del brazo post-oral (Figura 4.20). Este aumento fue similar al
observado en el tratamiento II (Figura 4.19) pero con un patrén de distribucion mas
difuso y manteniendo la asimetria lateral en la expresion entre el lado izquierdo y
derecho. La expresion de 1E11 fue muy tenue en este tratamiento, pero se observo
levemente aumentada en el lado que sufrié la microablacién, con un patrén difuso y

sin marcar la zona especifica de esta lesion. Este patron, guarda cierta relacion al
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hallado en el tratamiento II (Figura 4.19) en donde también se aprecié una expresion
levemente mayor de 1E11 en el lado que sufri6 la lesién. Sin embargo, en contraste
con lo descripto, la expresiéon de 1E11 resulté mucho menor a la hallada para el
tratamiento III, correspondiente a larvas con GDNF y sin microablacién (Figura 4.8), y
con un sitio de localizacién diferente a éste que se caracterizé por una concentraciéon

en la zona del tubo digestivo.

En las larvas con el tratamiento VI, correspondiente a la microablacién y
cultivo con NRTN, se observé que la expresion de GFRa aumenté en la zona
microablacionada del brazo post-oral en forma puntal y tenue. Ademas, no se observo
la expresion diferencial tipica de GFRa entre el lado izquierdo y derecho (Figura 4.21).
La marcacién de GFRa hallada en la zona lesionada se asemejo a la encontrada en las
larvas del tratamiento II (Figura 4.19), aunque fue mas tenue en el tratamiento IV. Al
comparar este tratamiento con el tratamiento V, correspondiente a larvas sin
microablacién y con adicién de NRTN (Figura 4.10), se observo similitud en el patrén
de expresion general de GFRa, que marcé fuertemente en los brazos pre y post-orales
y hay una pérdida de la expresién diferencial entre los lados izquierdo y derecho de la
larva. La expresion de 1E11 fue imperceptible en la zona lesionada pero present6 un
patron general en la larva muy aumentado que difirié del hallado en las larvas del
tratamiento Il y se asemejo en intensidad y localizacién al hallado en el tratamiento V,
con una gran marcacion en la zona del tubo digestivo y el érgano apical a las 24 y 48
hpt, y con la aparicidn de un patrén fragmentado para 1E11 alas 72 hpt. Por ultimo, es
destacable la fragilidad observada en los brazos post-orales de las larvas en este
tratamiento que se presentaron quebradizos en distintas larvas. Este fendmeno
también fue observado en la primer parte de este capitulo, en larvas tratadas tanto
con factores neurotréficos como con el inhibidor LY294002, pero no se observé en

larvas control.
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Figura 4.19: Tratamiento II: Larvas con microablacion sin factor trofico.
Inmunocitoquimica de fluorescencia doble en larvas de A. dufresnii con el anticuerpo
anti-GFRa - Cy2 (verde) y anti-1E11 - Cy3 (rojo) alas 24 (Ay B),48 (Cy D)y 72 hpt (E
y F). Observe la expresion aumentada de GFRa en la zona microablacionada del brazo
post-oral (flechas), y en el ganglio lateral de dicho brazo. Observe la expresion tenue
de 1E11 en la zona de la microablacion (flechas).

254



Cap. 4 El efecto de los Factores Neurotroficos Resultados

Figura 4.20: Tratamiento IV: Larvas con microablacion y GDNF.
Inmunocitoquimica de fluorescencia doble en larvas de A. dufresnii con el anticuerpo
anti-GFRa - Cy2 (verde) y anti-1E11 - Cy3 (rojo) alas 24 (AyB),48 (Cy D)y 72 hpt (Ey
F). Observe la expresion aumentada y difusa de GFRa en la zona microablacionada del
brazo post-oral (flechas), en particular a las 48 y 72 hpt. Observe la expresion muy tenue
de 1E11 en el lado que sufrié la microablacién, y la ausencia de marca en la zona
especifica de la lesion.
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Figura 4.21: Tratamiento VI: Larvas con microablacion y NRTN.
Inmunocitoquimica de fluorescencia doble en larvas de A. dufresnii con el anticuerpo
anti-GFRa - Cy2 (verde) y anti-1E11 - Cy3 (rojo) alas 24 (Ay B), 48 (Cy D) y 72 hpt (E
y F). Observe la expresion aumentada de GFRa en la zona microablacionada del brazo
post-oral (flechas). Observe la expresion aumentada de 1E11 en toda la larva,
principalmente en la zona del tubo digestivo y 6érgano apical a las 24 y 48 hpt, y el
patron fragmentado a lo largo de toda la larva a las 72 hpt. Observe la fragilidad en los
brazos de estas larvas.
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Discusion del capitulo 4

En este capitulo, se estudiaron los efectos de los factores neurotréficos GDNF y
NRTN, miembros de los GFLs e inductores de la via GFLs/GFRa/RET, y los efectos de
la inhibicién de dicha via mediante la molécula LY294002, en larvas de A. dufresnii de
una semana de desarrollo. Posteriormente, se estudiaron los efectos de los factores
neurotréficos GDNF y NRTN durante la regeneracion de una fracciéon de tejido en

larvas de A. dufresnii de una semana de desarrollo.

Al estudiar los efectos de los factores neurotroficos sobre larvas en desarrollo,
el tratamiento I describe la condicién control que permitira analizar el cambio

realizado con los otros tratamientos.

Las inmunocitoquimicas dobles realizadas en las larvas sometidas a este
tratamiento mostraron el mismo patrén descripto en las inmunocitoquimicas simples
hallado en el capitulo 3, y ademas no se obtuvo marca inespecifica en los controles
negativos (resultado no mostrado). Por lo tanto, las variantes en la técnica de
inmunocitoquimica utilizadas en esta tesis doctoral, no afectaron la accesibilidad a
ninguno de los epitopes estudiados y no generaron reacciones cruzadas entre los
anticuerpos secundarios. Estos efectos indeseados han sido descriptos como los
principales inconvenientes en la aplicacion de la técnica de inmunocitoquimica

(Mason et al. 2000).

Debido a que las larvas utilizadas en los experimentos de activaciéon e
inhibicién de la via de los GFLs tenian 7 dpf, los resultados obtenidos a las 24, 48 y 72
hpt, corresponden a larvas de 8, 9 y 10 dpf. El anticuerpo anti-GFRa marcé las
estructuras esperadas para la etapa del desarrollo analizada y se observé claramente
el patréon diferencial de expresion entre los lados derecho e izquierdo de la larva. El

anticuerpo anti-1E11, que reconoce a la proteina Syt1-1, se localiz6 en la regién del
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tubo digestivo y el anticuerpo anti-GFAP también marc6 predominantemente la zona
del tubo digestivo pero en células cuya morfologia recuerda a la glia radial.
Consistentemente con lo observado en el capitulo 3 de esta tesis y con descripciones
de otros autores, en esta etapa del desarrollo larval el sistema nervioso y el tejido
muscular (Dyachuk y Odintsova 2013) se desarrollan predominantemente alrededor

de las estructuras alimenticias.

La expresion génica en este tratamiento mostré grandes similitudes respecto a
lo descripto en el capitulo 3 para la misma etapa del desarrollo larval. La expresion de
los genes Bcl-2, TRPa y Syt1-1 fue idéntica a la observada previamente. La expresion
del gen Bax, se mantuvo constante a lo largo del tiempo, mostrando una tendencia
levemente diferente a la descripta en el capitulo 3, en donde se habia registrado un
minimo a los 8 dpf. La expresién de GFAP presenté un minimo a los 8 dpf en ambos
casos, seguido de un leve aumento no significativo que se registr6 a tiempos
diferentes, siendo a los 9 dpf en el capitulo 3 y a los 10 dpf en este capitulo. En
términos generales, estos resultados coinciden con lo esperado y por lo tanto, le dan
mayor confiabilidad a las cuantificaciones de la expresion génica de ambas
experiencias. Adicionalmente, también permite que se realicen comparaciones
cualitativas entre ambas experiencias, ya que se evidencié que los procedimientos
experimentales aplicados fueron lo suficientemente homogéneos como para no

alterar de manera significativa el resultado obtenido en la expresion génica.

Los resultados obtenidos en el tratamiento II, correspondiente a larvas que

fueron expuestas al inhibidor LY294002, mostraron importantes cambios.

Inicialmente se observé una alta mortalidad que ocurri6 inmediatamente
después de la adicion del tratamiento al medio en el que se encontraban las larvas. La
molécula LY294002, actiia como un inhibidor selectivo de la via PI3K, uno de los
segundos mensajeros que se encuentra rio debajo de la cascada GFLs/GFRa/RET
(Vlahos et al. 1994). Se ha descripto que la activacién por factores neurotréficos de la
enzima PI3K promueve mecanismos de supervivencia celular, y su inhibidor

especifico LY294002 ha sido asociado en reiteradas ocasiones al proceso de induccién
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de la apoptosis, principalmente por la supresiéon de la enzima PI3K, pero también
mediante la activacién de la caspasa 9, una de las proteinas que actian en el proceso
apoptotico (Vlahos et al. 1994; Yao y Cooper 1995; Chen et al. 2001; Jiang et al. 2010).
Por otro lado, el solvente utilizado para disolver el inhibidor fue DMSO (Dimetil
Sulféxido), el cual es cominmente utilizado para disolver sustancias orgénicas en
ensayos in vivo. Este solvente, en concentraciones similares a las utilizadas, no afecta
la supervivencia en ensayos con zooplancton (Stampfli et al. 2013), y en particular, no
altera el desarrollo embrionario y larval del equinodermo Paracentrotus lividus (Arizzi
Novelli et al. 2002). Por lo tanto, inferimos que el factor que produjo la mortalidad de
las larvas fue el inhibidor LY294002, que inicialmente debié alterar la capacidad de
nadar de las larvas, y posteriormente produjo la muerte de las mismas. Las larvas
sobrevivientes presentaron importantes cambios a nivel celular que se reflejaron

tanto en las inmunocitoquimicas como en la expresion génica.

Las inmunocitoquimicas mostraron una disminucion en la expresién de GFRa
en los tiempos muestreados, y un cambio en el patrén de distribuciéon del mismo, que
se concentr6 en la region del estémago. Una posible explicaciéon a la disminucién
observada es que en la activacion de la expresion de GFRa esté involucrada la via
PI3K, y por lo tanto, al inhibir dicha via se reduciria la presencia de la proteina. En
mamiferos, la estimulacién de la cascada GFLs/GFRa/RET, aumenta la expresion
endégena de la proteina GFRa en un mecanismo conocido como loop positivo (Luo et
al. 2007). En este caso, en el tratamiento II al inhibir una parte de dicha cascada
correspondiente a PI3K, se observa reducciéon de GFRa sugiriendo que este segundo
mensajero participa en el control de la expresion de esta proteina. Por otra parte, el
cambio en el patron de expresion registrado, sugiere que hay un efecto diferencial del

tratamiento en los diversos tejidos y/o células.

Las inmunocitoquimicas realizadas con anti-1E11 no revelaron cambios
apreciables entre las 24 y las 72 hpt en la marcaciéon de la proteina Sytl-1. Sin
embargo, al estudiar su expresion génica, se observé un descenso de los transcritos a
las 72 hpt, que resulté significativo al compararlo con la expresion hallada a las 72 hpt

en el tratamiento I. Esta discrepancia entre lo observado en inmunocitoquimica y la
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expresion génica se debe a que existe un cierto desfasaje temporal entre la expresion
de un gen en forma de ARNm y la posterior sintesis de la proteina. Por lo tanto, es
probable que si se realizaran inmunocitoquimicas a tiempos posteriores, se vea
reflejado un descenso en la cantidad de marca. Por lo tanto, la inhibicién de la enzima
PI3K mediante la adiciéon de LY294002, afecté negativamente la expresion génica de

Sytl-1.

En las inmunocitoquimicas para GFAP se observo un cambio en el patron de la
marca, que se concentré en unas pocas células de la zona del estbmago que no
desarrollaron su morfologia tipica estrellada. GFAP es una proteina monomérica, que
tiene la capacidad de polimerizarse y formar los filamentos intermedios de tipo III de
las células gliales. Estos filamentos tienen como funcién principal constituir el
citoesqueleto glial confiriendo la estructura tipica estrellada a las células que lo
expresan (Hol y Capetanaki 2017). Esta polimerizacion es dependiente del estado de
fosforilacion y desfosforilacion de los extremos N-terminal y C-terminal de GFAP
(Ralton et al. 1994). El resultado hallado en las inmunocitoquimicas parece
representar una disminucion inicial de la proteina GFAP que luego se restablece, y un
cambio en el estado de polimerizaciéon de la misma. Probablemente la enzima
encargada del proceso de polimerizacion se vea afectada por la inhibiciéon que ejerce
la molécula LY294002 sobre la via PI3K. Asimismo, al analizar la expresién génica de
GFAP se observa nuevamente una disminucién en su expresion a las 24 hpt, seguida
de un aumento significativo a las 48 hpt en donde se alcanzan los niveles de expresion
similares al control a las 72 hpt. Teniendo en cuenta el desfasaje temporal entre la
expresion de un gen y la sintesis de su proteina, este resultado concuerda con la

disminucién inicial de la marca observada en inmunocitoquimica.

En cultivos celulares de mamiferos se ha descripto que la enzima PI3K controla
las acciones del 4cido retinoico y de las citoquinas, que a su vez estimulan la expresién
de GFAP. Por lo tanto, la inhibicién de PI3K mediante la molécula LY294002 en estas
células, reduce inicialmente la expresion génica de GFAP de forma indirecta (Herrera

et al. 2010). Dada la similitud en la respuesta hallada en mamiferos y en
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equinodermos, estos resultados sugieren que en A. dufresnii la expresion de GFAP

podria estar regulada de una manera similar a la descripta para mamiferos.

Por otra parte, en mamiferos se ha descripto que en respuesta a una lesién o
degeneracion en el sistema nervioso, las células gliales incrementan la expresion de
GFAP (Junier et al. 1994), se localizan alrededor de la zona afectada y sufren una serie
de cambios morfolédgicos entre los que se destacan la hipertrofia del cuerpo celular, la
extension de los procesos celulares y un incremento en la produccién de factores
neurotroficos y citoquinas que promueven la supervivencia celular (Lin et al. 1993;
Junier et al. 1994; Logan et al. 1994). En este contexto, el aumento a las 48 y 72 hpt
observado en la expresién de GFAP y la hipertrofia del cuerpo celular coinciden con lo
observado en mamiferos y podrian indicar que, en este tipo celular que recuerda a las

glias de mamiferos, existe una funcién similar de proteccidén frente al dafio.

Al analizar la expresion del gen anti-apoptdtico Bcl-2, se observa que sufrié una
disminucién significativa en todos los tiempos muestreados respecto a lo hallado en el
tratamiento I, y el gen pro-apoptdtico Bax aumenté levemente a las 72 hpt. Ambos
cambios registrados afectan el balance de la supervivencia celular favoreciendo la
apoptosis. Estos resultados concuerdan con la gran mortalidad observada luego de la
adicién del inhibidor, y también con lo descripto en otros trabajos en donde se asocia
a la via de PI3K principalmente con la supervivencia celular, y su inhibicién con la
induccidn de la apoptosis (Vlahos et al. 1994; Yao y Cooper 1995; Chen et al. 2001;
Jiang et al. 2010). Adicionalmente y al igual que ocurre con GFAP, los cambios en la

expresion de estos genes sugieren que hay un dafio celular.

En este tratamiento, la expresion del gen TRPa se redujo a lo largo del tiempo, y
esta disminucion también se observé al compararlo con el tratamiento I. En el capitulo
3 de esta tesis, se observé que los transcritos para este gen en los estadios tempranos
del desarrollo parecen provenir de herencia materna, y a partir de los 10 dpf la
expresion comienza a aumentar, sugiriendo el comienzo de la expresiéon endégena en
la larva. Los resultados obtenidos en este tratamiento, muestran que las larvas de 10

dpf, correspondientes a las 72 hpt, disminuyen la expresion para TRPa en lugar de
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aumentarla, lo que evidencia una inhibicién en su expresiéon. En células nerviosas de
mamiferos, se ha descripto que el gen TRPa se expresa luego de la activacion de la via
GFL/GFRa/RET, y que en ratones mutantes en donde se silencia el gen RET, la
expresion de TRPa desaparece (Luo et al. 2007). Teniendo esto en consideracién, el
resultado obtenido parece indicar que en A. dufresnii la induccién en la expresion de
este gen también se encuentra asociada a esta via de sefalizacién, y mas

especificamente, a través del segundo mensajero PI3K.

Los resultados obtenidos en el tratamiento III, correspondiente a larvas que

fueron expuestas al factor neurotréfico GDNF, mostraron importantes cambios.

Las inmunocitoquimicas mostraron un cambio en el patrén de GFRa, con un
aumento en su expresion en los brazos pre-orales asociado a una morfologia atipica
en esta zona, un aumento en la region del estbmago y una pérdida de la disparidad

entre el lado izquierdo y derecho.

En vertebrados, GDNF actia como ligando de GFRa, y luego ambos se unen al
receptor RET formando el complejo GDNF/GFRa/RET que inicia una cascada
intracelular que puede estar asociada a multiples segundos mensajeros, y por lo tanto,
puede generar diversos efectos celulares (Fielder et al. 2018). La respuesta frente al
ligando GDNF depende de la expresion tejido-especifica de los receptores GFRa y RET
en la superficie celular, y de la asociacion de estos receptores con otras moléculas en
la membrana plasmatica y en el espacio intracelular. A su vez, estas moléculas, son las
responsables de determinar la activacion de algunos de los segundos mensajeros
asociados a este complejo, y por lo tanto, de determinar las diferentes respuestas
celulares frente a la presencia de la misma sefial o ligando. Este tipo de mecanismos,
han sido registrados en reiteradas ocasiones en vertebrados, y permiten que un factor
tréfico tenga acciones pleiotrépicas, es decir, acciones diferenciales sobre diferentes
poblaciones celulares. Entre los multiples efectos producidos por este factor, se ha
descripto que la sefializacion mediada por RET, estimula la expresion GFRaq,
produciendo el ya mencionado loop positivo (Luo et al. 2007; Koeberle y Bahr 2008).

Por lo tanto, el aumento observado en la expresién de GFRa en presencia de GDNF
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podria ser consecuencia de una regulacion similar a la descripta en vertebrados para
esta proteina. La pérdida de la asimetria lateral en la expresion de GFRa sugiere que
este tratamiento elimina o enmascara las diferencias en la sefializacion celular entre el
lado izquierdo y derecho de la larva. Por ultimo, dado que una de las caracteristicas
asociadas a GDNF, es su capacidad de estimular el desarrollo del SNE (Mably et al.
2011), el aumento en la marca en la regién del estdmago podria estar asociado a dicho

efecto.

En condiciones normales y concentraciones fisioldgicas, el factor GDNF y los
demas miembros de la familia de los GFLs, han sido asociados a respuestas celulares
que inducen la supervivencia, la proliferacion, la diferenciacién, la quimiotaxis, etc
(Fielder et al. 2018). Sin embargo, en condiciones anormales las acciones de estos
factores pueden inducir efectos oncogénicos, tales como la metastasis, la angiogénesis,
la quimiorresistencia, la transformacién a células madre cancerigenas, etc (Fielder et
al. 2018). Teniendo esto en consideracion, los cambios morfolégicos observados en
estas larvas, podrian ser el resultado de una sobre-estimulacién o activacién anormal

de estas vias de sefializacion, como por ejemplo de la via MAPK, JNK y/o PI3K.

Las inmunocitoquimicas con anti-1E11 mostraron un aumento en la marca en
el 6rgano apical y la regién del tubo digestivo, y en particular en un grupo de células
que se disponen en forma de anillo en la base del estdmago. Este aumento también se
observo en la expresion del gen Sytl-1 a las 48 hpt. En vertebrados, la sefalizacion
mediada por GDNF estimula la adquisicion de caracteristicas neurales y participa en el
establecimiento de las conexiones sinapticas de las que la proteina Syt1-1 forma parte
(Ledda et al. 2007). Por lo tanto, este factor podria estimular el desarrollo del sistema
nervioso en larvas de A. dufresnii. Sin embargo, se ha encontrado que en mamiferos, el
tratamiento con GDNF no produce alteraciones en la expresion de gen Syt1-1, el cual
parece ser dependiente de la sefializacion de BDNF, un factor neurotréfico

perteneciente a otra familia (Ledda et al. 2007).

Las inmunocitoquimicas para GFAP mostraron un aumento en la intensidad de

la marca en el tubo digestivo. En concordancia con esto, se observé un aumento
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sostenido en la expresion de dicho gen tanto a lo largo del tiempo como en
comparacién con el tratamiento I. Este resultado es consistente con lo hallado en
mamiferos, en donde como ya se mencion6, GDNF estimula la via de PI3K que luego
controla la expresion de GFAP (Herrera et al. 2010). Resumiendo lo observado, la
expresion de GFAP a lo largo del tiempo se mantiene estable en el tratamiento control,
aumenta significativamente a las 48 hpt de adicionar un inhibidor de la via PI3K, y

aumenta paulatinamente al adicionar el ligando GDNF perteneciente a los GFLs.

En este tratamiento, la expresion del gen anti-apoptético Bcl-2, se mantuvo
constante a lo largo del tiempo y fue menor respecto al tratamiento I. Por su parte, la
expresion del gen pro-apoptdético Bax aument6 significativamente a las 72 hpt. Por lo
tanto, ambos cambios registrados afectan el balance de la supervivencia celular
favoreciendo la apoptosis. Este resultado es opuesto a lo registrado en estudios
realizados in vitro en células de mamiferos, en donde se ha descripto que la activacion
mediada por GDNF aumenta la supervivencia de algunas poblaciones celulares
principalmente a través de la activacion de la via PI3K, y disminuye la apoptosis
(Clarkson et al. 1995, 1997; Chen et al. 2001; Zizer et al. 2012). Sin embargo, en
ensayos in vivo en mamiferos, se ha registrado que la adiciéon de GDNF estimula la
expresion tanto del gen anti-apoptotico Bcl-xI como la del gen pro-apoptético Bax,
coincidiendo con lo observado en este tratamiento para Bax (Tsybko et al. 2015). Los
mecanismos moleculares por los que GDNF influye sobre la expresion de los genes de
la familia Bcl-2 (Bcl-2, Bax y Bcl-xl) ain no se conocen (Tsybko et al. 2015). Sin
embargo, se ha postulado que GDNF podria actuar de forma similar al factor BDNF,
que regula la expresion de esta familia de proteinas a partir de la estimulaciéon del
segundo mensajero MAPK y del factor de transcripcion NFkB (Kosten et al. 2008;
Dygalo et al. 2012; Tsybko et al. 2015).

La expresion del gen TRPa en este tratamiento a las 24 hpt fue levemente
menor a la registrada en el control y luego aumenté a lo largo del tiempo hasta
alcanzar valores normales. Tal como ya se menciond, en células de mamiferos el gen
TRPa se expresa como resultado de la activacién de la via GFL/GFRa/RET (Luo et al.

2007). Sin embargo, si bien se observé en el tratamiento II una disminucién luego de
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la inhibicién de los segundos mensajeros de esta cascada (PI3K), no se observa un
efecto opuesto luego de la adicion del ligando GDNF. Por lo tanto, GDNF no fue capaz

de estimular la expresién de TRPa.

Todos los efectos mencionados, sugieren que el ligando farmacolégico GDNF,
que fue sintetizado a partir de una secuencia de mamiferos, es capaz de generar
respuestas en las larvas de estos equinodermos y de producir algunos de los efectos
hallados en mamiferos. Mas importante aun, resulta la observacion de que este factor
genera respuestas diferenciales en los diversos tejidos de las larvas, evidenciando que
posee caracteristicas pleiotropicas, y por lo tanto, que se encuentra asociado a

multiples vias de sefializacién intracelular.

Los resultados obtenidos en el tratamiento IV, correspondiente a larvas que
fueron expuestas al factor neurotrofico GDNF y al inhibidor LY294002, mostraron

importantes cambios.

Morfologicamente se observé a las 72 hpt la formacién de un surco en la zona
del estébmago. Nuevamente, la aparicion de malformaciones estuvo asociada a la
presencia de GDNF, pero en este caso al combinarla con el inhibidor LY294002 se
observaron efectos ain mas pronunciados. Una explicacién a tales efectos es que la
combinacion entre estos tratamientos haya producido un gran desbalance en la
activacion mediada por GDNF de algunos segundos mensajeros como podrian ser
MAPK y JNK, y la inhibicion mediada por LY294002 de otros segundos mensajeros
como PI3K, generando respuestas celulares andomalas y un fenotipo con

malformaciones principalmente en la region del tubo digestivo.

Las inmunocitoquimicas mostraron un cambio en el patrén de GFRa, que
present6 una disminucion en su expresion a las 24 hpt y luego una recuperacion en la
intensidad de la marca a las 72 hpt con un patrén fragmentado y con pérdida de la
disparidad de expresidn entre el lado izquierdo y derecho. Comparando los resultados
obtenidos en el tratamiento I, II, IIl y en el IV, se observa que la expresion de GFRa
aumenta por la adicion de GDNF y disminuye por la adiciéon del inhibidor tanto al

agregarse solo como en combinacion con GDNF. Estos resultados sugieren que al igual
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que se describi6 en mamiferos (Luo et al. 2007; Koeberle y Bahr 2008), la
estimulacion de la expresion de GFRa esta asociada a la induccidén de su ligando GDNF,

y que al menos una parte, ocurre a través del segundo mensajero PI3K.

Asimismo, la pérdida de la asimetria lateral en la expresion de GFRa hallada en
este tratamiento coincide con lo observado en el tratamiento III. Por lo tanto, como ya
se menciond, posiblemente la adicion del ligando GDNF elimina o enmascara las
diferencias en la sefalizacion celular que determinan la expresion de GFRa entre el
lado izquierdo y derecho de la larva. Adicionalmente, en este tratamiento se observa
que este efecto no puede revertirse por el inhibidor LY294002, es decir, que no

depende del segundo mensaje PI3K.

Por ultimo, dado que sé6lo en este tratamiento se observo la apariciéon de un
patréon fragmentado de expresion de GFRa, éste parece ser un efecto de la
combinacién entre GDNF y LY294002, tal vez producto de un desbalance en la

activacion de algunos segundos mensajeros y la inhibicion de otros.

En las inmunocitoquimicas con anti-1E11 y en la cuantificacién de la expresion
de su gen Sytl-1, se observd un patron parecido al hallado en el tratamiento control.
Al comparar los resultados obtenidos por ambas técnicas en los tratamientos I, II, [Il y
en el [V, se observa que la expresion del gen Syt1l-1y de su proteina aumentan por la
adicién de GDNF, disminuyen por la adicién del inhibidor, y revierten parcialmente
ambos efectos al adicionar tanto GDNF como el inhibidor. Por lo tanto, los cambios
observados en la expresion de este gen y de su proteina parecen estar influenciados
por la via GDNF/GFRa/RET, y mas especificamente, a través del segundo mensajero
PI3K. Nuevamente en este tratamiento se confirmé el resultado contrapuesto a lo
descripto en células de mamiferos, en donde la adicion de GDNF no parece tener

efecto sobre la expresion de este gen (Ledda et al. 2007).

En las inmunocitoquimicas para GFAP se observo una gran disminucion inicial
seguida de un aumento en la marcacion que se reflejo a las 72 hpt. Ademas, la
marcacion se observo en células que no desarrollaron su morfologia estrellada y se

asemejaron a las encontradas en el tratamiento II. En este caso, nuevamente se
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observd una falta en la polimerizacion de GFAP en presencia del inhibidor que no
permiti6 el desarrollo de la morfologia tipica celular asociada a sus filamentos
intermedios (Hol y Capetanaki 2017). Al analizar la expresion génica de GFAP, se
observé un comportamiento similar al hallado en las inmunocitoquimicas, con una
expresion disminuida a las 24 y 48 h que se asemeja a la hallada en el tratamiento Il y
luego un gran aumento a las 72 h que superd a lo registrado en los tratamientos I, Il y
[II. Por lo tanto, en este tratamiento durante las primeras horas prevalece el efecto
inhibidor sobre la expresion génica y también sobre la sintesis proteica de GFAP, y
luego ocurre una fuerte induccién en la expresion de esta proteina. La disminucion
inicial observada puede explicarse considerando que la enzima PI3K controla las
acciones del acido retinoico y de las citoquinas, que a su vez controlan la expresién de
GFAP (Herrera et al. 2010). Por lo tanto, la molécula LY294002 podria inhibir
tempranamente la expresion de GFAP a través de la inhibicion de PI3K. Por otra parte,
el gran aumento registrado para GFAP a las 72 hpt podria indicar una respuesta
fisiolégica frente a un ambiente nocivo para la supervivencia celular, tal como ha sido
demostrado que ocurre en células de mamiferos frente a la neurodegeneracion (Junier

et al. 1994).

La expresion del gen anti-apoptético Bcl-2 en este tratamiento fue inicialmente
tan baja como la registrada en el tratamiento II, y luego aumenté a las 72 hpt hasta
alcanzar nuevamente valores similares al tratamiento II. Por otro lado, la expresiéon
del gen pro-apoptético Bax fue idéntica a la registrada en el tratamiento III. Por lo
tanto, se observa una respuesta del gen Bcl-2 similar en los tratamientos con
inhibidor, y una respuesta de Bax asociada a los tratamientos con GDNF. Teniendo en
consideracion los resultados obtenidos y lo descripto por otros autores (Kosten et al.
2008; Dygalo et al. 2012; Tsybko et al. 2015), la induccién de GDNF parece actuar
sobre Bax de forma independiente a PI3K, y por lo tanto, a través de otros segundos
mensajeros. Por su parte, la expresion de Bcl-2 disminuye tanto frente a GDNF como
frente al inhibidor pero de manera diferente. Por lo tanto, Bcl-2 parece ser inhibida

por al menos dos mecanismos diferentes que explicarian los patrones hallados en los
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tratamientos I a IV, con un mecanismo dependiente de GDNF y otro dependiente de

PI3K.

Por ultimo, la expresion del gen TRPa en este tratamiento disminuyé a las 72
hpt de manera muy similar a lo observado en el tratamiento II. Por lo tanto, la
inhibicién de la PI3K afecta negativamente la expresion de TRPa en esta etapa de
desarrollo larval en donde comienza a expresarse enddégenamente dicho gen, y este

efecto parece ser independiente de GDNF.

En este tratamiento, la gran mortalidad larval registrada, la observacion de las
malformaciones descriptas, los cambios en el patrén e intensidad de expresiéon de
GFRq, el aumento de GFAP y el desbalance en la expresion de los genes que controlan
la apoptosis, parecen evidenciar fuertes efectos de las moléculas GDNF y LY294002
sobre estos organismos, generando un ambiente nocivo para la supervivencia de éstos

y una respuesta fisiol6gica multifactorial que podria actuar evitando la apoptosis.

Los resultados obtenidos en el tratamiento V, correspondiente a larvas que

fueron expuestas al factor neurotréfico NRTN, mostraron importantes cambios.

Tal como se describié para GDNF, el factor NRTN actua a través del complejo
NRTN/GFRa/RET, y de acuerdo al tejido en donde esté presente y los segundos
mensajeros asociados, inicia diversas cascadas intracelulares, y por lo tanto, induce

diversas respuestas celulares (Airaksinen y Saarma 2002; Fielder et al. 2018).

Al igual que ocurrié con GDNF, el tratamiento con NRTN produjo una pérdida
de la asimetria lateral en la expresion de GFRa, y un aumento en la concentracion en el
estomago de las larvas. Por lo tanto, ambos factores parecen ser capaces de eliminar o
enmascarar las diferencias en la sefializacion celular entre el lado izquierdo y derecho
de la larva y de concentrar la expresion de GFRa en el tubo digestivo. Adicionalmente,
NRTN también generé un aumento en la concentracion de GFRa en los ganglios
laterales. En concordancia con lo hallado, en experimentos in vitro con células
precursoras del SNE de mamiferos, se ha encontrado que tanto con la adicién de GDNF

como con NRTN se produce un aumento del desarrollo de los ganglios y la formacién
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de una extensa red de neuronas y glia interconectadas (D’Anglemont de Tassigny et al.
2015). Asimismo, en vertebrados se han destacado las funciones de NRTN sobre el
Sistema Nervioso Parasimpatico, que forma parte del Sistema Nervioso Periférico
(SNP). En concordancia con lo descripto en vertebrados, en las larvas de A. dufresnii,
este factor parece generar respuesta tanto en la inervaciéon del tubo digestivo (el
equivalente al SNE) como en los ganglios laterales, ambos componentes
pertenecientes al Sistema Nervioso Periférico de la larva. Por lo tanto, este resultado
sugiere que en larvas de A. dufresnii tanto GDNF como NRTN tienen algunas funciones

en comun con los vertebrados.

Por otro lado, con NRTN no se observé un aumento en la marca de GFRa, por lo
que probablemente con este ligando no sea posible inducir el loop positivo que si
parece ocurrir con GDNF, y que si ocurre en vertebrados con ambos factores (Luo et
al. 2007; Koeberle y Bahr 2008). Al contrario que con GDNF, en este tratamiento no se
observaron cambios morfologicos importantes en las larvas, pero hubo una mayor
concentracion de GFRa en la region de los brazos pre-orales, los ganglios laterales y el
organo apical; y mas tardiamente en los extremos de los cuatro brazos. Estos
resultados evidencian que este ligando es capaz de inducir algunas respuestas

similares a las producidas por GDNF y otras respuestas diferentes.

Las inmunocitoquimicas con anti-1E11 mostraron un aumento en la marca a
partir de las 48 hpt en los ganglios laterales y en la zona del estomago, y este tultimo se
hizo muy notorio las 72 hpt. Sin embargo, la expresion génica de Sytl-1 no parece
aumentar a lo largo del tiempo en este tratamiento y fue menor a la registrada en el
control a las 72 hpt. Este resultado contradictorio pudo deberse a la falta de réplicas
para cuantificar la expresion génica en este tratamiento. Sin embargo, dado que anti-
1E11 marca especificamente neuronas, con las inmunocitoquimicas se pudo
evidenciar el aumento en el desarrollo de la inervacion del tubo digestivo y de los
ganglios laterales, sugiriendo nuevamente que NRTN tiene algunas acciones
inductoras del SNP similares a las descriptas en células de mamiferos (D’Anglemont

de Tassigny et al. 2015).
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Las inmunocitoquimicas para GFAP mostraron inicialmente una marca tenue y
luego un aumento en la intensidad, que se localiz6 en la regién del érgano apical, la
zona oral y el estobmago. Si bien algunas células que expresan GFAP parecen adquirir
su forma tipica estrellada, las que poseen una marca mas intensa de esta proteina no
desarrollaron la estructura esperada. Estos resultados sugieren que NRTN ejerce una
mayor estimulacién sobre la expresion de GFAP, y que esta sobreexpresion podria
acumularse en las células formando agregados, tal como se ha registrado en

mamiferos (Messing et al. 1998).

Al analizar la expresion génica de GFAP a lo largo del tiempo, se observo que el
tratamiento con NRTN induce un importante aumento en su expresion a las 48 hpt,
que fue diferente al aumento gradual observado en el tratamiento con GDNF y que
también difiri6 del tratamiento control. Estos resultados confirman que NRTN es
capaz de estimular la expresién de GFAP de forma diferente a la estimulacién que
ejerce GDNF. Considerando que este aumento en la expresion génica de GFAP se
encuentra asociado a un fenotipo particular y anémalo en las células gliales, ambos
fenémenos podrian indicar una respuesta del organismo frente a un ambiente nocivo
para el sistema nervioso con algunas caracteristicas que se han descripto en otros
modelos animales. Por ejemplo, en mamiferos el aumento abrupto de GFAP es sefial
de un fenémeno conocido como gliosis, en donde frente a un ambiente nocivo para el
sistema nervioso, las células gliales sufren una serie de cambios y sobre-expresan
GFAP protegiendo a las neuronas de la degeneracién (Eng et al. 2000).
Adicionalmente, en un modelo experimental de ratones que sobre-expresan GFAP, se
ha detectado la formacién de agregados en los astrocitos (componente mayoritario de
la glia), que resultan en un fenotipo con neurodegeneracion severa y muerte

prematura (Messing et al. 1998).

En este contexto, el aumento abrupto a las 72 hpt de la expresién del gen pro-
apoptético Bcl-2 y de su par antagdénico Bax, nuevamente ponen de manifiesto los
severos efectos del tratamiento sobre la homeostasis celular, y la activacién de
mecanismos compensatorios para la supervivencia celular. Tales respuestas podrian

ser la sobre-expresion de Bcl-2 y GFAP, que se contraponen a los efectos pro-
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apoptéticos de Bax. Adicionalmente, en este tratamiento también se observé una baja
supervivencia y una mayor fragilidad en los organismos, particularmente en los

brazos post-orales.

Por ultimo, la expresion de TRPa parece no alterarse en presencia de NRTN y

este patron se asemeja a lo hallado en el tratamiento control.

Todos los efectos mencionados, sugieren que el ligando farmacolégico NRTN,
que fue sintetizado a partir de una secuencia de mamiferos, es capaz de generar
respuestas en las larvas de A. dufresnii 'y de producir algunos de los efectos hallados en
mamiferos. Asimismo, estos resultados reflejan algunas respuestas celulares similares
y otras diferentes a las halladas con GDNF, por lo que algunos de los mecanismos

intracelulares de accién deben ser compartidos y otros diferentes.

Por ultimo, los resultados obtenidos en el tratamiento VI, correspondiente a
larvas que fueron expuestas al factor neurotréfico NRTN y al inhibidor LY294002,

mostraron importantes cambios.

La expresion de GFRa se observé disminuida, y se concentro inicialmente en
algunas células y fibras preferentemente de los brazos y luego en el 6rgano apical y el
estdmago. Este patrén fue diferente al hallado tanto en el tratamiento control, como
en los distintos tratamientos que involucraron al inhibidor o a NRTN. Por lo tanto,
ambas moléculas solas y también combinadas modulan la expresion y distribucion de
la proteina GFRa. Dado que en el tratamiento V se observé que NRTN no es capaz de
estimular la expresion de GFRa, y en todos los tratamientos con LY294002 se observo
una disminucién inicial de esta proteina, la expresion de GFRa parece estar

influenciada por la via PI3K pero ser independiente de la activacion de NRTN.

Las inmunocitoquimicas con anti-1E11 mostraron una expresion alta en el
organo apical a las 24 hpt que luego aumentoé en la zona del estomago a las 72 hpt.
Asimismo, la expresiéon de su gen Sytl-1 aumenté a lo largo del tiempo, y ambos
resultados se asemejaron a lo hallado en el tratamiento control. Por lo tanto, la

activacion de la expresion del gen Syt1-1 mediante NRTN parece ocurrir a través de la
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via PI3K, y la adicién del inhibidor parece anular los efectos del ligando NRTN y

restablecer el patron original.

Las inmunocitoquimicas para GFAP mostraron una disminucién en Ila
expresion, y al igual que en todos los tratamientos con inhibidor, nuevamente se
observo una deficiencia en la adquisicién de la morfologia estrellada de las células que
expresan esta proteina. Sin embargo, a las 72 hpt las células parecen recuperar
parcialmente dicha morfologia, evidenciando que los efectos fueron menos
persistentes que en los otros tratamientos. Nuevamente, estos resultados confirmaron
los efectos inhibitorios de LY24002 sobre la polimerizaciéon de este filamento
intermedio. Sin embargo, la observacién de este efecto menos persistente sugiere que

el factor NRTN restablece parcialmente la actividad y funcionalidad de esta proteina.

Al analizar la expresion génica de GFAP se observé una disminucidn respecto al
tratamiento V en el que se adicion6 NRTN soélo, y un patrén idéntico al hallado en el
tratamiento II, en el que se adicioné el inhibidor sélo. Asimismo, la expresion de los
genes apoptoticos Bcl-2 y Bax, mostraron un patrén similar al hallado en el
tratamiento V, con niveles bajos las primeras 48 hpt y luego un aumento a las 72 hpt.
Sin embargo, en este tratamiento este aumento fue mucho menor en comparacién con
la expresion hallada en el tratamiento V. Por lo tanto, el efecto del inhibidor parece
contrarrestar parcialmente los efectos del factor NRTN sobre los genes Bcl-2, Bax y
GFAP. Este resultado indica que se podrian revertir parcialmente algunos de los
efectos nocivos inducidos por NRTN, y por lo tanto, que estos efectos dependen

parcialmente de la via PI3K.

Por ultimo, el patron de expresion de TRPa parece aumentar levemente a las
72 hpt, revirtiendo la inhibicién observada en los tratamientos Il y IV con adicién de

LY294002, y asemejandose al tratamiento control.

Los efectos descriptos en este tratamiento coinciden con los resultados
hallados en ensayos sobre células de mamiferos, en donde la adicién del inhibidor
LY294002 anula los efectos inducidos por los factores GDNF o NRTN (Koeberle y Bahr

2008). Sin embargo, en este caso se revierten los efectos parcialmente y sdlo para
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algunos de los genes estudiados. Estos resultados evidencian que si bien NRTN parece
actuar a través de la via PI3K, no todos sus efectos se pueden explicar por accién de la
misma, y deben estar involucradas otras vias de sefializacién, tal como se ha descripto
que ocurre en mamiferos (Airaksinen y Saarma 2002; Alsina 2015; Fielder et al.

2018).

Teniendo en consideracion todas las variantes analizadas podemos sintetizar

los resultados obtenidos de la siguiente forma:

v’ La expresion de la proteina GFRa aumenta por la adicién de GDNF, se mantiene
constante luego de la adicién de NRTN y disminuye por la adicién del inhibidor de
PI3K, tanto al agregarse sélo como en combinacién con GDNF o NRTN. De esta forma,
la estimulacion de la expresion del receptor GFRa parece estar asociada a la induccién
de su ligando GDNF pero no de NRTN, y ocurrir a través del segundo mensajero PI3K.

v GDNF y NRTN modulan la distribucién de GFRa en el Sistema Nervioso
Periférico de la larva. Ambos ligandos producen la concentraciéon de GFRa en la zona
del tubo digestivo, el equivalente al SNE de las larvas; en los brazos pre y post-orales;
y adicionalmente NRTN también genera la concentraciéon de GFRa en los ganglios
laterales. Ademas, NRTN produce la concentracion de GFRa en el 6rgano apical, el
Sistema Nervioso Central de la larva.

v' La adicién del inhibidor de PI3K reduce la distribucién de GFRa, por lo que
tanto la induccion de la expresion de GFRa como la distribucion de la misma, parecen
estar influenciados por la via PI3K.

v" Los ligandos GDNF y NRTN generan la pérdida de la asimetria lateral en la
expresion de GFRa, y este efecto no se altera con la adicion del inhibidor de PI3K. Por
lo tanto, ambos factores parecen ser capaces de eliminar o enmascarar las diferencias
en la sefializacion celular entre el lado izquierdo y derecho de la larva por mecanismos
independientes de la via PI3K.

v' A diferencia de lo descripto para células de mamiferos, los ligandos GFLs
afectan la expresion de Sytl-1. La expresion de este gen especifico de sistema
nervioso, aumenta por la adicién de GDNF o NRTN y disminuye por la adicion del

inhibidor de PI3K. Asimismo, al incluir tanto el ligando GDNF o NRTN junto con el
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inhibidor de PI3K se revierten parcialmente los efectos hallados en los tratamientos
de activacion e inhibicion y se restablece el patrén original hallado en el control. Por lo
tanto, los cambios observados en la expresiéon de Sytl-1 y de su proteina parecen
estar influenciados en forma directa o indirecta por la via GDNF/GFRa/RET, y mas
especificamente, por el segundo mensajero PI3K.

v GDNF estimula expresion de Syt1-1 tanto en el 6rgano apical (Sistema Nervioso
Central), como en la regién del tubo digestivo (equivalente al SNE), NRTN actua sobre
Syt1-1 exclusivamente sobre el Sistema Nervioso Periférico de la larva, estimulando
su expresion en los ganglios laterales y el tubo digestivo.

v La expresiéon de GFAP a lo largo del tiempo se mantiene estable en el
tratamiento control y aumenta al adicionar tanto GDNF como NRTN, pero este dltimo
ejerce una mayor estimulacion sobre la expresion GFAP. Estos ligandos podrian actuar
a partir de la activacion de la enzima PI3K que controla las acciones del acido
retinoico y de las citoquinas, y que a su vez estimulan la expresion de GFAP.

v’ Tanto la adicién de GDNF como NRTN estimulan la expresion de GFAP en el
tubo digestivo de la larva. Adicionalmente, NRTN también es capaz de estimular la
expresion de esta proteina en el Sistema Nervioso Central de la larva.

v/ La adici6on del inhibidor de PI3K produce una disminucién inicial en la
expresion de GFAP que podria ser causada por la inhibicion especifica que ejerce el
tratamiento sobre la PI3K. Posteriormente, el gran aumento en la expresion de GFAP
podria indicar una respuesta fisiolégica frente a la toxicidad del tratamiento, tal como
ha sido demostrado que ocurre en células gliales de mamiferos frente a la
neurodegeneracion y se conoce como gliosis.

v' La pérdida de la morfologia estrellada en las células que expresan GFAP hallada
en todos los tratamientos con inhibidor, parece ser producto de una deficiencia en la
polimerizaciéon de GFAP, que no logra formar los filamentos intermedios y se acumula
en el nucleo celular formando agregados.

v" En el tratamiento con inhibidor y NRTN, los efectos sobre la expresion de GFAP
y su polimerizacion se revierten parcialmente luego de 72 hpt. Estos resultados
evidencian que el factor NRTN restablece parcialmente la actividad y funcionalidad de

esta proteina.
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v" En lo tratamientos con inhibidor se registré una gran mortalidad inicial y una
baja supervivencia a lo largo del tiempo. En los tratamientos con adiciéon de GDNF se
registraron malformaciones en el tubo digestivo de los individuos que se
profundizaron al combinarlas con el inhibidor. En los tratamientos con adiciéon de
NRTN se registr6 una mayor fragilidad en los brazos post-orales. Estos cambios
morfoldgicos podrian ser el resultado de una sobre-estimulacién o desbalance de las
vias de senalizacién rio debajo de estos ligandos.

v En todos los tratamientos farmacoldgicos aplicados se alterd la expresion del
gen anti-apoptotico Bcl-2 y del gen pro-apoptético Bax. La expresion del gen Bcl-2 fue
estimulada por el factor NRTN, y disminuida tanto por el factor GDNF como por el
inhibidor de PI3K. La expresién de Bax fue estimulada tanto por la adicion de los
factores GDNF y NRTN como por la adicién del inhibidor. Estos resultados afectan el
balance de la supervivencia celular favoreciendo la apoptosis, y junto con el aumento
registrado para GFAP, sugieren que hay dafo celular.

v’ La expresiéon de TRPa no se modifica por la adicién de los factores GDNF y
NRTN, pero disminuye en los tratamientos con inhibidor, por lo tanto la activacién de
este gen esta influenciada por el segundo mensajero PI3K. La unica excepcion es el
tratamiento con inhibidor y NRTN, en donde parecen revertirse los efectos

inhibitorios y recuperar niveles similares al control.

Por otra parte, el desarrollo de un protocolo de micromanipulaciéon y
microablacién, utilizando algunos elementos anal6gicos y otros artesanales, result6
exitoso y permiti6 estudiar el fendmeno de la regeneraciéon con exposicién
farmacolégica a los activadores de la via de los GFLs en larvas de A. dufresnii con una

minima mortalidad.

La extraordinaria capacidad de regeneracion de los equinodermos, tanto de
organismos adultos como de los estadios larvales ya ha sido registrada en otras
ocasiones (Vickery et al. 2001; Candia Carnevali 2006; Mashanov et al. 2008; Rubilar
2010). Sin embargo, no encontramos registros de regeneracion en lesiones similares a

las que se realizaron en este trabajo.
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Dadas las caracteristicas particulares de la microablacién ejercida, con un
tamafio de aproximadamente 10 um y efectuada sobre uno de los brazos post-orales,
el organismo pierde los cilios en la region afectada, y se genera un patrén de nado
anormal y circular. Este comportamiento natatorio es producido por un desbalance
entre los cilios activos del lado derecho e izquierdo de la larva y permite monitorear la
regeneracién mediante la observacién bajo lupa. En otras investigaciones no se han
registrado comportamientos de nado anormales en larvas en regeneracion. Esto se
debe a que la biseccién realizada a las larvas fue completa, es decir, separando
totalmente la regién anterior y la posterior del organismo, pero sin afectar

asimétricamente los cilios que generan la locomocion (Vickery y McClintock 1998).

Se ha determinado que luego de una biseccién completa, las larvas de
equinodermos son capaces de regenerar la mitad faltante de su organismo en un lapso
de 12 a 14 dias (Vickery y McClintock 1998). Adicionalmente, en este trabajo de tesis
se encontré que luego de una pequena lesién de aproximadamente 10 pum, las larvas
de A. dufresnii son capaces de regenerar sus tejidos a un lapso mucho menor. Luego de
lalesion y en sélo 24 h, se cierra la herida evitando la exposicién a posibles patégenos;
se restablece la arquitectura de los tejidos afectados, haciendo casi imperceptible la
zona ablacionada; y se restablece el patron de nado. Esta ultima caracteristica, sugiere
que no s6lo ocurrié una cicatrizaciéon de la zona afectada sino que se restablecié su

funcionalidad y el sistema nervioso que controla el movimiento ciliar.

Debido a que la mortalidad en los estadios larvales de los equinodermos se
considera extremadamente alta (Young y Chia 1987), esta gran capacidad de
regeneracion sumada a la capacidad de clonacidon también descripta en estos estadios
(Eaves y Palmer 2003), podrian ser adaptaciones que permitan a una mayor cantidad
de organismos alcanzar la metamorfosis para convertirse en organismos adultos

(Vickery y McClintock 1998).

Al analizar por inmunocitoquimica la expresion de GFRa y 1E11 durante el
proceso de regeneracion larval sin adicién farmacolégica (tratamiento II), es notable

un aumento en la expresién de ambas proteinas en la zona afectada, y en el caso de
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GFRa el aumento también se observa en el ganglio lateral asociado al brazo lesionado.
Temporalmente, la expresién de GFRa y 1E11 es alta a las 24 hpt, y luego se atenda a
lo largo del tiempo, coincidiendo con los eventos de regeneraciéon morfologicos y

funcionales observados, en donde la mayor actividad ocurre en las primeras 24 hpt.

El aumento en la marca de 1E11 durante la regeneraciéon en larvas de A.
dufresnii sugiere que el sistema nervioso se encuentra activo y recuperando las
neuronas perdidas en la lesion. Asimismo, el sistema nervioso podria estar
participando en la induccion de la regeneracion de los tejidos lesionados, una funcién
que ha sido descripta previamente en organismos adultos (Mashanov et al. 2008,

2015; San Miguel-Ruiz et al. 2009).

Por su parte, la sobre-expresién de GFRa en la zona lesionada del brazo post-
oral y su ganglio asociado, parece indicar que este receptor y muy probablemente sus
cascadas de senalizacion, tienen algun tipo de participaciéon en el fendmeno de la
regeneracion. Ademas, resulta notable que la asimetria lateralidad habitual de
expresion de esta proteina se mantenga durante la regeneracion y que coincida, en

todos los casos, la mayor expresion en el brazo lesionado.

Al estudiar la regeneracion con la adicion farmacolégica del factor neurotroéfico
GDNF, uno de los ligandos de GFRa (tratamiento 1V), se hallaron varias similitudes con
lo descripto para las larvas en regeneracion del tratamiento II. Entre ellas esta el
aumento en la expresion de GFRa en la zona lesionada y el mantenimiento de la
lateralidad de dicha proteina que coincide con el lado de la lesidn. Sin embargo, el
patrén de marca es mas difuso y abarca un territorio mayor alrededor de la zona en
regeneracion. Esta observacidn parece indicar que tanto la lesién como el tratamiento

con GDNF inducen cambios en la expresién local de GFRo.

Por otro lado, la marca con anti-1E11 en este tratamiento fue menor a la
hallada en la zona lesionada en el tratamiento Il de regeneracién y se detecta un
aumento en la zona del tubo digestivo. Dicho aumento se asemeja a los resultados
hallados con el mismo factor en los experimentos de activacion e inhibicion

farmacologica de la via GFLs/GFRa/RET de este capitulo. Por lo tanto, los efectos de
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GDNF sobre la expresion de 1E11 parecen ser predominantes en el tubo digestivo y

son casi imperceptibles en la region en regeneracion.

Al estudiar la regeneracion con la adicidn farmacolégica del factor neurotroéfico
NRTN, otro ligando de GFRa (tratamiento VI), se observd nuevamente expresion de
GFRa en la region lesionada. Sin embargo, en este caso la intensidad de la marca de
GFRa en la zona afectada fue la menor registrada de los casos de regeneracion
analizados y se perdié la asimetria lateral en la expresion de esta proteina. Por lo
tanto, NRTN no parece aumentar la expresion de GFRa en la zona lesionada ni en el
resto de la larva, un resultado que coincide con lo observado en los experimentos de

activacion e inhibicién farmacolégica de la via GFLs/GFRa/RET de este capitulo.

Al estudiar la expresion de 1E11 en este tratamiento nuevamente se
observaron las caracteristicas descriptas previamente en los experimentos de
activacion e inhibicion farmacoldgica de la via GFLs/GFRa/RET de este capitulo con
adicién de NRTN. Por lo tanto, la adicién de NRTN no parece tener un efecto inductor

evidente sobre la expresion de 1E11 en la zona en regeneracidn.

Estos resultados podrian indicar que tanto GDNF como NRTN aceleran el
proceso de regeneracion, y por lo tanto, a las 24 hpt se observa una regeneracion que

ya ha terminado y tanto GFRa como 1E11 se encuentran disminuyendo.

La familia de los GFLs, a la que pertenecen los ligandos GDNF y NRTN, forma
parte de la superfamilia de los TGFf, y como ya se menciond, sus receptores GFRa y
RET activan multiples cascadas de sefializacion que modulan los procesos de
supervivencia, multiplicacién, diferenciaciéon, etc. (Fielder et al. 2018). Existen
importantes evidencias que sefialan a los miembros de la superfamilia de los TGF[3
como candidatos en la induccidn del proceso de regeneracion, tanto durante la fase
temprana del proceso en donde predominan los eventos de reparacién y
diferenciacion, como en la fase tardia en donde predomina la proliferacién y la
diferenciacion celular (Candia Carnevali et al. 1998; Patruno et al. 2001). Sin embargo,
hasta la fecha no se habian registrado estudios de los GFLs y/o sus receptores durante

el proceso de regeneracion en equinodermos.

278



Cap. 4 El efecto de los Factores Neurotroficos Discusion

Un antecedente importante que parece coincidir con los resultados hallados en
este trabajo, fue realizado en crinoideos adultos de la especie Antedon mediterranea.
En este estudio se detect6 que durante la regeneracién de uno de los brazos de este
equinodermo, ocurre un aumento local de la cantidad de ligando endégeno maduro
TGFB-1, de su receptor endogeno y de una isoforma que no estaba presente en el
tejido sano (Patruno et al. 2002). Los resultados hallados en los experimentos de
regeneracidon larval de este trabajo sugieren que el receptor GFRa tiene cierta
participacion local durante el fendmeno de regeneracion y que sus ligandos
farmacologicos GDNF y NRTN modifican la expresion de dicho receptor.
Adicionalmente, también se observa mediante el antigeno 1E11, la presencia del

tejido nervioso en la zona afectada.

Estos resultados sugieren indicios relevantes sobre la participacion de los GFLs
y su cascada de sefializacion en el fendmeno de regeneracion, ampliando el conjunto
de moléculas inductoras conocido hasta la fecha. Sin embargo, ain quedan muchos
interrogantes en los que serd necesario profundizar para logran un entendimiento
integral sobre el fendmeno de la regeneracién y la regulacién que ejerce esta cascada

de senalizacion.
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Conclusiones del capitulo 4

Los ligandos farmacologicos GDNF y NRTN, que fueron sintetizados a partir de
secuencias de mamiferos, son capaces de generar respuestas en las larvas de A.

dufresnii 'y de producir algunos de los efectos hallados en mamiferos.

Las acciones de estos factores se localizan principalmente en la zona del 6rgano
apical y el tubo digestivo, que se corresponden con el Sistema Nervioso Central y con

el equivalente al SNE de las larvas.

Algunas de las respuestas obtenidas luego de la adicién de GDNF o NRTN
fueron similares y otras respuestas fueron diferentes, por lo que algunos de los
mecanismos intracelulares de acciéon deben ser compartidos entre estos factores y

otros diferentes.

Cada factor genera distintas respuestas en los diversos tejidos de las larvas,
evidenciando que tanto GDNF como NRTN poseen caracteristicas pleiotropicas, y por

lo tanto, que se encuentran asociados a multiples vias de sefializacion intracelular.

Larvas de A. dufresnii con una pequefia lesion regeneran los tejidos

restableciendo la funcionalidad de nado en sélo 24 h.

Durante el proceso de regeneracion de la lesion inducida, se sobre-expresa el
receptor GFRa en la zona afectada y el ganglio lateral mas cercano, sugiriendo que su

cascada de sefializacion tiene algtn tipo de participacién en este fenémeno.

La expresion del antigeno 1E11 aumenta levemente en la zona afectada,

sugiriendo que el sistema nervioso se encuentra activo durante la regeneracion.

La adicidn de los factores GDNF o NRTN en las larvas en regeneracion modifica

el patron de GFRa y 1E11 hallado.
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El desarrollo de un organismo pluricelular es un fendmeno complejo. Comienza
luego de la fecundacién con la formacién de un cigoto, que a través del desarrollo
embrionario y larval dara origen a un organismo completo, y se mantiene a lo largo de
toda su vida, en fendmenos como la renovacion celular, la metamorfosis y la
regeneraciéon (Gilbert 2000). En este contexto, la sefializacién intercelular mediada
por los factores de crecimiento y/o factores neurotroéficos, es crucial para la formacién
de patrones estructurales que guien el desarrollo embrionario y larval, la organizacién

del sistema nervioso y la regeneracion (Weiskirchen 2009; Friedman 2012).

En esta tesis doctoral, se han abordado algunos aspectos de la biologia del
desarrollo del equinodermo Arbacia dufresnii (Echinodermata: Echinoidea).
Inicialmente, se describi6 el desarrollo embrionario y larval de A. dufresnii. Los
resultados obtenidos concordaron y profundizaron las descripciones previas
realizadas para esta especie (Bernasconi 1942; Brogger 2005), a la vez que
presentaron una considerable similitud con otras especies de equinoideos (Gianguzza
y Bonaviri 2013). Luego se determinaron algunas de las condiciones mas importantes
para el cultivo en condiciones de laboratorio de estos organismos. Se determind la
concentracion Optima de gametas femeninas y masculinas de A. dufresnii, que
garantiza una fecundacion eficiente en condiciones de laboratorio. Se eligié la
temperatura de cultivo que permite un desarrollo embrionario y larval saludable y
rapido. Y se evidenci6 que el origen de los 6évulos presenta una fuerte influencia en el
desarrollo de cada progenie, es decir, que en esta especie existe una fuerte herencia
maternal. Con esta informacién se desarrolld6 un protocolo sencillo para la
fecundacién y el cultivo de embriones y larvas de A. dufresnii en condiciones de
laboratorio. Este protocolo fue utilizado satisfactoriamente para la obtencion de
organismos que fueron el objeto de estudio en este trabajo. De esta forma, los aportes
de este trabajo contribuyen al conocimiento de la biologia durante los primeros
estadios de la especie, y se proporciona un método efectivo para su cultivo en
condiciones de laboratorio. Esta metodologia podria ser tutil como una herramienta y
punto de partida para futuros trabajos de investigacion enfocados en estadios

embrionarios y larvales de esta especie u otras emparentadas.
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A continuacién, utilizando herramientas bioinformaticas y dos bases de datos
construidas con transcriptomas de A. dufresnii, se buscaron, seleccionaron y
caracterizaron secuencias génicas de la especie que podrian verse afectadas por la
accion de la familia de factores neurotroficos GFLs. Los genes candidatos fueron Bcl-2,
Bax, Syt1-1, TRPa, GFAP y GFRa, que se expresan en el sistema nervioso (Airaksinen y
Saarma 2002; Siidhof 2002; Luo et al. 2007; Hol y Pekny 2015; Polcic et al. 2015), y los
genes Actina, Rpl8, GAPDH y EF1-al que son comunmente utilizados como genes

constitutivos (Livak y Schmittgen 2001; Curina et al. 2017).

Las técnicas aplicadas involucraron alineamientos globales con una amplia
variedad de secuencias en organismos filogenéticamente distantes, busqueda de
dominios y patrones proteicos caracteristicos, y comparaciones de pares del conjunto
de secuencias (Xiong 2006). Con esta informacion, se pudo determinar homologia
entre las secuencias de diferentes especies (Rost 1999), y se corrobor6é que las
secuencias seleccionadas para A. dufresnii correspondan a cada gen candidato. Como
resultado se obtuvieron las secuencias de A. dufresnii de todos los genes propuestos a
excepcion de GFRa. En este ultimo caso, se utiliz6 una secuencia hallada en
Strongylocentrotus purpuratus (NCBI XP_792667.3), un organismo emparentado a la
especie de estudio. Sin embargo, posteriormente este gen tampoco pudo ser
amplificado con los partidores diseflados a partir de la secuencia de S. purpuratus.
Estas dificultades se deben muy posiblemente a la gran divergencia génica que
presenta este gen a lo largo de la filogenia. Una de las caracteristicas distintivas de
GFRa es el patron altamente conservado en la ocurrencia y posiciéon del aminoacido
cisteina (Airaksinen et al. 2006). Sin embargo, la secuencia aminoacidica circundante
a la cisteina no se mantiene conservada, y dificulta tanto la tarea de busqueda de
secuencias candidatas, como del disefio de partidores. La utilizacion de la secuencia de
S. purpuratus para el disefio de los partidores implicé cierta incertidumbre y
finalmente no result6 adecuada. Una aproximacion mas eficiente para este tipo de
genes, involucraria estudios mas complejos que permitan dar un mayor peso a la

ocurrencia y a la posicion de las cisteinas, asi como también a sus implicancias sobre
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la estructura tridimensional de la proteina madura (Hatinen et al. 2007; Goodman et

al. 2014).

La informacién obtenida mediante herramientas bioinformaticas, se utilizd
para disefar dos pares de partidores para cada gen candidato, que luego fueron utiles
para estudiar la expresidon génica de los mismos. Estos partidores podrian utilizarse
en estudios posteriores ya que probaron ser eficientes para la amplificacion y
cuantificacion de la expresion génica en A. dufresnii. Adicionalmente, las secuencias
halladas para estos genes podrian ser revisadas y anotadas en bases de datos génicas
de acceso publico, siendo un aporte de utilidad para estudios posteriores en la misma

especie y contribuyendo al conocimiento de la genética de A. dufresnii.

Posteriormente, se estudid el sistema nervioso en desarrollo de A. dufresnii.
Para alcanzar este objetivo, se aplicaron técnicas de inmunocitoquimica utilizando los
anticuerpos anti-1E11 y anti-GFSK como marcadores neuronales, el anticuerpo anti-
GFAP como marcador glial y el anti-GFRa como marcador de células sensibles a la
familia de factores neurotréficos GFLs; y técnicas de biologia molecular para estudiar

la expresion de los genes candidatos seleccionados mediante bioinformatica.

La utilizaciéon del anticuerpo monoclonal anti-1E11 permiti6 observar la
aparicion de los componentes del sistema nervioso en larvas de A. dufresnii durante el
periodo del desarrollo estudiado. Este anticuerpo marc6 todas las estructuras
neurales esperadas, coincidiendo en temporalidad, localizacion y morfologia con
descripciones previas realizadas en otras especies de equinodermos (Nakajima et al.

20044, b; Nakano et al. 2006).

El anticuerpo policlonal anti-GFSK (Diaz-Miranda et al. 1992) present6
inmunomarcacion especifica y permitido identificar expresion del péptido
GFSKLYFamide a lo largo del desarrollo, localizandose en algunas estructuras en
formacién del Sistema Nervioso Central y Periférico de la larva. Este péptido ha sido
descripto solo en equinodermos adultos (Diaz-Miranda et al. 1992; Abayomi y
Boonsirm 2015), por lo que estos resultados representan la primer evidencia de su

presencia en los estadios larvales de equinodermos.
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El anticuerpo monoclonal anti-GFAP permiti6 identificar células que expresan
GFAP, una proteina especifica de células gliales (Hol y Pekny 2015). Esta evidencia
asociada a la morfologia particular en las células marcadas, que coincide con las
caracteristicas de las células gliales (Cardone y Roots 1990), y la localizacién
especifica en la regiéon que rodea al tubo digestivo, indican que podria tratarse de la
presencia de células gliales en larvas de equinodermos. La presencia de Glia Radial en
el sistema nervioso de los equinodermos es una de las caracteristicas mas
sobresalientes que los equinodermos comparten con los cordados, sin embargo, hasta
la fecha s6lo se habia reportado su presencia en organismos juveniles y adultos
(Mashanov et al. 2009), y los resultados de este trabajo representan la primer

evidencia de su presencia en los estadios larvales de equinodermos.

En conjunto, estos resultados describen por primera vez dos tipos celulares del
sistema nervioso larval de los equinodermos. Las neuronas peptidérgicas que
sintetizan GFSKLYFamide, y las células gliales, un tipo celular que s6lo de ha descripto
en vertebrados, y mas recientemente, en equinodermos adultos. Estos hallazgos
aportan una visién mas profunda del desarrollo del sistema nervioso en larvas de

otros equinodermos, a la vez que evidencian su gran complejidad.

El anticuerpo policlonal anti-GFRa, que marca especificamente al receptor de la
via de factores neurotréficos GFLs (Serra et al. 2005), dio resultados positivos tanto
en embriones como en larvas de A. dufresnii. El patron observado para la expresion de
esta proteina, coincidi6 con las regiones en donde se encuentra el Sistema Nervioso
Central y Periférico de la larva, pero delimit6 un territorio mas amplio que el hallado
con el anticuerpo anti-1E11. Sorprendentemente, la expresion de esta proteina
pareci6 concentrarse en las regiones que se encuentran en activo crecimiento en A.
dufresnii, y alo largo del desarrollo larval se vuelvié muy notorio un patron diferencial
de expresion entre el lado izquierdo y el derecho de la larva. Este hecho podria indicar
la participacion de GFRa en mecanismos de proliferacion, diferenciacion y
supervivencia celular (Airaksinen et al. 1999; Airaksinen y Saarma 2002; Fielder et al.
2018), y posteriormente, su participaciéon en mecanismos formadores de asimetria

lateral (Luo y Su 2012), que han sido asociados a la via de sefializacion mediada por
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los GFLs en vertebrados. Por lo tanto, estos resultados constituyen la primer evidencia
experimental de la presencia del receptor de la via de sefializacién de los GFLs en
invertebrados deuterostomados, respaldando las descripciones in silico de Hatinen
(2006), y sugiriendo la presencia de funciones conservadas filogenéticamente para

esta familia de factores neurotroficos.

El analisis de la expresidn de los genes de interés se realizé mediante la técnica
de PCR cuantitativa y utilizando los partidores disefiados mediante bioinformatica en
esta tesis. Todos los genes candidatos propuestos, se pudieron amplificar
satisfactoriamente a excepciéon de GFRa y Actina. En el caso del gen de Actina, los
partidores no resultaron especificos para una sola isoforma de la proteina, debido a la

gran similitud de secuencia entre sus diferentes isoformas (Perrin y Ervasti 2010).

En el caso GFRa, como ya se mencion6, los partidores no permitieron la
amplificacién de ningln transcrito, y esto probablemente se debié a que la secuencia
utilizada para el disefio de los mismos provino de S. purpuratus y no fue lo
suficientemente similar para amplificar el gen en A. dufresnii. En contraposicién con
este resultado, la expresion de su proteina si pudo detectarse utilizando un anticuerpo
especifico desarrollado en mamiferos. Los resultados hallados en este trabajo,
evidencian que si bien hay gran divergencia en la secuencia nucleotidica de esta
proteina, existen algunas regiones que conservan filogenéticamente la estructura

tridimensional de la proteina resultante.

Se ha descripto que durante el desarrollo, el fenémeno de la apoptosis tiene un
rol fundamental en la morfogénesis (Penaloza et al. 2006). En concordancia con esto,
durante el desarrollo larval de A. dufresnii se observaron variaciones en la expresion
de los genes apoptéticos Bcl-2 y Bax a lo largo del tiempo analizado. La expresion de
ambos genes fue alta en los embriones en estadios de gastrula, correlacionando con
un conocido efecto protector frente a la apoptosis en esta etapa (Vega Thurber y Epel
2007). Posteriormente, se sabe que la apoptosis cobra mayor relevancia mientras el
organismo se desarrolla (Roccheri et al. 2002), y consistentemente con ello, los

transcritos de ambos genes disminuyeron abruptamente.
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La expresion del gen TRPa, asociado a la captacién de estimulos térmicos,
present6 un maximo en el estadio de gastrula y luego disminuy6 manteniéndose
estable en los siguientes dias analizados. La expresion del gen GFAP, asociado a la
diferenciacién de células especializadas del sistema nervioso, present6 un patrén
similar al descripto para TRPa, con un maximo en el estadio de gastrula seguido de
una disminucién a lo largo del desarrollo hasta estabilizarse. En ambos casos, este
patrén de expresion puede explicarse considerando la existencia de herencia materna
de los transcritos que proporcionen una ventaja adaptativa para la supervivencia del
organismo, como se ha demostrado que ocurre en varias especies de vertebrados e
invertebrados (Tadros y Lipshitz 2009; Rauwerda et al. 2016; Musacchia et al. 2017).
Adicionalmente, la inmunomarcacion de la proteina GFAP presentd un patrén inverso,
es decir, que mientras los transcritos para GFAP disminuyen a lo largo del desarrollo
larval, la presencia de la proteina aumenta. Por lo tanto, los resultados hallados para la
expresion de los genes TRPa y GFAP, junto a la inmunomarcacién de la proteina GFAP,
y los resultados hallados en el capitulo 1 de esta tesis sobre el desarrollo larval de

distintas progenies, sugieren que en A. dufresnii existe una fuerte herencia maternal.

La expresion del gen Syt1-1, asociado a la diferenciacién y maduracién celular
al fenotipo neuronal (Stidhof 2002), mostré un aumento en tres etapas a lo largo del
tiempo que quintuplico sus valores entre el dia 1 y 12. Este patrén de expresion génica
concuerda con la aparicién creciente de la proteina Sytl-1, evidenciada en las
inmunocitoquimicas con el anticuerpo anti-1E11, y con el desarrollo y la maduracién
del sistema nervioso observado en las larvas. Debido a esta correlacion hallada entre
los transcritos y la proteina para este gen, concluimos que su expresion debe ocurrir

de novo en la larva, es decir, que es de tipo endogena.

En conjunto, la informacién obtenida en este trabajo permiti6é caracterizar el
sistema nervioso, conocer la expresién génica y/o la presencia y localizaciéon de
ciertas proteinas especificas a lo largo de las primeras dos semanas de desarrollo
larval en A. dufresnii. De esta forma, se generé una linea de base que nos permite

entender como se desarrolla el sistema nervioso en condiciones de laboratorio, y que
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luego sera util para entender como responde el organismo frente a estimulos

neurotroéficos farmacolégicos.

Por ultimo, se estudi6 en larvas de A. dufresnii de una semana de desarrollo los
efectos que ejercen los factores neurotréficos GDNF y NRTN farmacolégicos,
miembros de los GFLs e inductores de la via GFLs/GFRa/RET; los efectos que ejerce la
molécula LY294002, un inhibidor parcial de dicha via; y los efectos que ejercen GDNF

y NRTN durante la regeneracion de una fraccion de tejido de estos organismos.

Los factores neurotroficos como GDNF y NRTN, son moléculas tipicamente
secretadas en forma limitante en un organismo y regulan varios aspectos de la funcién
celular, como la supervivencia, la proliferacién, la migracion y la diferenciaciéon (Byrne
y Roberts 2009). Debido a su gran importancia, las mutaciones y/o desbalances en
alguno de estos factores, en sus receptores o en sus segundos mensajeros
intracelulares, puede ocasionar profundos efectos en el desarrollo de los érganos o de
su funcidn fisiolégica (Byrne y Roberts 2009; Mina 2014). En larvas de A. dufresnii, la
adicién de los factores GDNF o NRTN, asi como también del inhibidor LY294002 y las
combinaciones entre ellos, influyeron sobre la expresion de todos los genes
cuantificados, sobre la presencia y distribucion de las proteinas analizadas y sobre la
morfologia y supervivencia de los organismos. Los resultados hallados en este trabajo,
evidencian profundos efectos en los organismos expuestos que podrian ser
consecuencia de una sobre-estimulacion o desbalance de las vias de sefializacion de la

cascada GFLs/GFRa/RET.

En vertebrados, las acciones de los GFLs son cruciales para el desarrollo y el
mantenimiento de distintas poblaciones de neuronas del Sistema Nervioso Central
(SNC) y del Sistema Nervioso Periférico (SNP), asi como también, para la
organogénesis de los rifilones y la espermatogénesis (Airaksinen y Saarma 2002;
Kallijarvi et al. 2012). En particular, se ha demostrado que la adicion GDNF o NRTN en
células precursoras del Sistema Nervioso Entérico (SNE) de rata favorece la
supervivencia, la proliferacion y el agrupamiento de las mismas dando como resultado

una extensa red de neuronas y glia interconectadas (D’Anglemont de Tassigny et al.
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2015). Las respuestas observadas en las larvas de A. dufresnii frente a la estimulacién
con estos factores, se localizaron principalmente en la zona del érgano apical y el tubo
digestivo. Sorprendentemente, estas regiones se corresponden con el SNC, y el SNP,
principalmente en la region que inerva el tubo digestivo de las larvas y es equivalente
al SNE. Estos resultados aportan la primer evidencia de las acciones de los GFLs en
equinodermos y sugieren que tanto en vertebrados como en larvas de equinodermos

la familia de ligandos GFLs podria actuar sobre tejidos similares.

Algunas de las respuestas obtenidas en las larvas de A. dufresnii luego de la
adicién de GDNF o NRTN fueron similares entre si y otras respuestas fueron
diferentes. Este resultado sugiere que de manera similar a lo que ocurre en
vertebrados, algunos de los mecanismos intracelulares activados por cada uno de los
ligandos deben ser compartidos, mientras que otros mecanismos deben ser diferentes

(Airaksinen y Saarma 2002; Fielder et al. 2018).

Por otra parte, se observé cada factor (GDNF o NRTN) gener6 distintas
respuestas en los distintos tejidos de las larvas, evidenciando que cada uno posee
efectos pleiotréopicos en A. dufresnii. Este resultado sugiere que ambas moléculas se
encuentran asociadas a multiples vias de sefializacion intracelular, una caracteristica

clasica que poseen los factores neurotroficos (Korsching 1993).

Por ultimo, se estudio el fendmeno de la regeneracidn, y el efecto que ejercen
estos factores neurotréficos durante este proceso. Para alcanzar este objetivo se
practicaron microablaciones de una fraccion de tejido en larvas de A dufresnii, y se
observo la recuperacién en condiciones de laboratorio y en presencia o ausencia de

los factores neurotroficos GDNF o NRTN.

Es importante destacar que en todas las clases de equinodermos, la
regeneracion es un fenémeno fisioldogico comun tanto en adultos como en larvas e
incluso forma parte del ciclo reproductivo de algunas especies (Vickery et al. 2001;
Candia Carnevali 2006; Mashanov et al. 2008; Rubilar 2010). Se ha determinado que
luego de una biseccion completa, las larvas de equinodermos son capaces de

regenerar la mitad faltante de su organismo en un lapso de entre 12 y 14 dias (Vickery
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y McClintock 1998). Sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo indican en
larvas de A. dufresnii que se encuentran regenerando una porcién mas pequeifia de su
tejido este proceso ocurre en s6lo 24h. En este corto periodo de tiempo, se cierra la
herida, se reorganizan los tejidos y se recupera la funcionalidad de la zona afectada.
Estos resultados complementan los clasicos trabajos realizados en larvas de la estrella
de mar Pisaster ochraceus (Vickery y McClintock 1998), contribuyendo al
conocimiento de un fendmeno muy comuin en equinodermos, pero poco estudiado en

los estadios larvales por la complejidad metodolédgica que ello implica.

En las larvas de A. dufresnii en regeneracion se observé un aumento de la
presencia del receptor GFRa en la zona afectada y en el ganglio lateral mas cercano,
asi como también un leve aumento de la presencia del marcador neuronal 1E11 en la
zona afectada. Los resultados presentados en este trabajo, sugirieren que tal como se
ha encontrado en equinodermos adultos, el sistema nervioso se encuentra activo
durante dicho fenémeno (Mashanov et al. 2008, 2015; San Miguel-Ruiz et al. 2009).
Mas importante aun, resulta el aumento en la marcaciéon de GFRa en zonas especificas,
que evidencia que esta cascada podria tener algin tipo de participacién durante el

proceso de regeneracion.

En equinodermos adultos se ha descripto que durante el proceso de
regeneracion el tejido nervioso libera factores regulatorios que actian tanto en forma
paracrina como autocrina y que son cruciales para que la regeneracion tisular suceda
(Patruno et al. 2001, 2002; Thorndyke et al. 2001; Candia Carnevali 2006). Al analizar
cualitativamente la respuesta de las larvas en regeneracion expuestas a los factores
GDNF o NRTN se observé una modificacion en el patron de marca hallado tanto para
la proteina GFRa como en 1E11. En este contexto, el aumento observado en las
regiones en regeneracion de la presencia de GFRa y 1E11, junto a la modificacién en el
patréon de aparicion de estos marcadores luego de la exposicion a los factores
neurotroéficos, sugieren que la cascada de sefializaciéon GFLs/GFRa/RET podria tener

alguna participacién y/o influencia en este fenémeno.
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En conjunto, los resultados de este trabajo, indican que la exposicién a los
ligandos farmacolégicos GFLs (GDNF y NRTN), que fueron sintetizados a partir de
secuencias génicas de mamiferos (Lin et al. 1993; Kotzbauer et al. 1996), fueron
capaces de generar respuestas en las larvas de A. dufresnii. Estas respuestas fueron
registradas tanto en condiciones de cultivo normales como en condiciones de
regeneracién, y mas importante aun, es que estos ligandos fueron capaces de producir
algunos de los efectos descriptos en mamiferos (Airaksinen y Saarma 2002; Fielder et

al. 2018).

Este trabajo aporta la primer evidencia de los efectos de la activacion
farmacolégica de la familia de factores neurotréficos GFLs de mamiferos sobre
invertebrados. En investigaciones previas, se encontr6 que en el invertebrado
protostomado D. melanogaster, la activacion mediante técnicas moleculares de D-ret
desencadena respuestas similares a las halladas en vertebrados. Sin embargo, el
dominio extracelular de este receptor se encuentra menos conservado y es incapaz de
interactuar con el complejo GDNF/GFRa! de mamiferos (Abrescia et al. 2005; Hidalgo
et al. 2011). Los hallazgos descriptos en este trabajo, sugieren que a diferencia de lo
encontrado en el invertebrado protostomado D. melanogaster, en el invertebrado
deuterostomado A. dufresnii, los GFLs de mamiferos logran activar a ret,
presumiblemente a través del receptor GFRa de equinodermos, y desencadenar
importantes respuestas celulares. A partir de estos resultados y de las
inmunocitoquimicas realizadas, podemos inferir que si bien la secuencia nucleotidica
de GFRa posee gran divergencia a lo largo de la filogenia, la estructura tridimensional
de los sitios de unién a los ligandos GDNF y NRTN, asi como también, el sitio de
reconocimiento del anticuerpo anti-GFRa utilizado, se encuentran conservadas y son
capaces de interactuar con los ligandos de mamiferos, en contraposiscion a lo hallado

en organismos mas distantes como D. melanogaster.

Adicionalmente, estos resultados refuerzan la utilidad de los equinodermos
como modelo animal para estudios de genética molecular, enfocados en Ila

comprension de los mecanismos moleculares del desarrollo de los Deuterostomados.
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Sin embargo, alin quedan muchos interrogantes en los que sera necesario
profundizar para comprender cuales componentes de esta cascada de sefializacion se
encuentran presentes en estos invertebrados deuterostomados, y cudles son las

respuestas que se asocian directamente a la misma.
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El desarrollo embrionario y larval de Arbacia dufresnii fue similar a otras
especies descriptas del mismo género, y se vi6 afectado por la temperatura, el tiempo
y el origen de la progenie, sugiriendo una importante influencia maternal. Se pudieron
determinar algunas condiciones que optimizan el cultivo en laboratorio de larvas de A.

dufresnii.

El desarrollo del sistema nervioso larval presentd caracteristicas similares a
otras especies de erizos de mar evidenciadas a partir del marcador de neuronas 1E11.
Adicionalmente, se encontr6 la presencia de neuronas peptidérgicas que expresan
GFSKLYFamide, y de células con caracteristicas de Glia Radial, que expresan GFAP.
Estas moléculas sélo habian sido halladas en equinodermos adultos y evidencian la

gran complejidad que tiene el sistema nervioso larval de los equinodermos.

Se observd una rapida recuperacion tisular y funcional de la zona
microablacionada que se encuentra en regeneracion. Estos observaciones contribuyen
al conocimiento de un fend6meno muy comuin en equinodermos, pero poco estudiado

en larvas por la complejidad que ello implica.

Se hallaron secuencias génicas de nueve proteinas de A. dufresnii,
correspondientes a proteinas especificas del sistema nervioso, proteinas que podrian
verse afectadas por la accion de la familia de factores neurotroéficos GFLs y proteinas
constitutivas. Las secuencias halladas podran ser revisadas y anotadas en bases de

datos génicas contribuyendo a estudios posteriores.

La expresion de los genes seleccionados mostré variaciones a lo largo de los
primeros 14 dias post fecundacién, y luego de la exposicion a los ligandos
farmacolégicos GFLs de mamiferos (GDNF y NRTN) y/o el inhibidor LY294002, todos
los genes modificaron su expresion. Tanto las larvas expuestas sanas como las que se
encontraban en regeneracion presentaron importantes respuestas en su morfologia,

supervivencia y en el patron de las proteinas inmunodetectadas.

No fue posible hallar la secuencia nucleotidica de GFRa debido a la gran

divergencia de este gen a lo largo de la filogenia. Sin embargo, la estructura
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tridimensional de los sitios de unién a los ligandos GDNF y NRTN, asi como también, el
sitio de reconocimiento del anticuerpo anti-GFRa utilizado, se encuentran

conservadas y son capaces de interactuar con los ligandos de mamiferos.

Algunos de los efectos registrados luego de la exposicion farmacoldgica a
GDNF, NRTN y/o el inhibidor LY294002 fueron similares a los descriptos en
mamiferos, en particular, sus acciones sobre tejidos similares como el SNC u érgano

apical y el SNE de la larva.

Se observd que cada factor (GDNF o NRTN) generd distintas respuestas en los
distintos tejidos de las larvas de A. dufresnii, y que algunas de las respuestas
provocadas por cada uno de estos factores fueron similares, mientras que otras fueron
diferentes. Estos efectos pleiotrépicos son tipicos de los factores neurotréficos de

vertebrados.

Por lo tanto, este trabajo aporta la primer evidencia de los efectos de la
activacion farmacoldgica de la familia de factores neurotréficos GFLs de mamiferos
sobre invertebrados. A diferencia de lo encontrado en el invertebrado protostomado
D. melanogaster, en el invertebrado deuterostomado A. dufresnii, los GFLs de
mamiferos logran activar a ret, presumiblemente a través del receptor GFRa de

equinodermos, y desencadenar importantes respuestas celulares.
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Figura 1.15. Residuales del Modelo 7. A) Valores residuales vs Valores predichos. B) Varianza de
los valores predichos. C) Distribucion Normal de los residuales. D) Distancia de Cook de los

residuales.
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Figura 1.17. Residuales del Modelo 11. A) Valores residuales vs Valores predichos. B) Varianza de
los valores predichos. C) Distribucién Normal de los residuales. D) Distancia de Cook de los

residuales.
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Figura 1.19. Residuales del Modelo 8. A) Valores residuales vs Valores predichos. B) Varianza de
los valores predichos. C) Distribucién Normal de los residuales. D) Distancia de Cook de los

residuales.
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Figura 1.20. Residuales del Modelo 8. A) Valores residuales. B) Varianza de los residuales. C)
Distribucion de los residuales ajustados a la distribucién Gamma. D) Residuales frente a valores
ajustados.
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Figura 1.21. Residuales del Modelo .9. A) Valores residuales vs Valores predichos. B) Varianza de
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Figura 1.22. Residuales del Modelo 9. A) Valores residuales. B) Varianza de los residuales. C)
Distribucion de los residuales ajustados a la distribucién Gamma. D) Residuales frente a valores
ajustados.
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Figura 1.23. Residuales del Modelo 12. A) Valores residuales vs Valores predichos. B) Varianza de
los valores predichos. C) Distribucién Normal de los residuales. D) Distancia de Cook de los

residuales.
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Figura 1.24. Residuales del Modelo 12. A) Valores residuales. B) Varianza de los residuales. C)
Distribucion de los residuales ajustados a la distribucién Gamma. D) Residuales frente a valores
ajustados.

340



Desarrollo embrionario y larval Anexo capitulo 1

Residuals vs Fitted Scale-Location
—_— w0
o= TS
w
@
o o
(] o o
_=} 8 =7
- 9 _
6 o
=
o ]
T I T T e T T T T
0.008 0010 0012 0.014 0.008 0010 0012 0.014
Predicted values Predicted values
Normal Q-Q Residuals vs Leverage
- — i 5
(45
i o
g 8 o« -
@ —
2 o g
.g o g e
S = a 8
s az
(] o n o
() --- ®ook's distance
T T T T T T T
0.00 0.10 0.20 0.30
Theoretical Quantiles Leverage

Figura 1.25. Residuales del Modelo 8. A) Valores residuales vs Valores predichos. B) Varianza de los
valores predichos. C) Distribucion Normal de los residuales. D) Distancia de Cook de los residuales.
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Figura 1.26. Residuales del Modelo 8. A) Valores residuales. B) Varianza de los residuales. C)
Distribucion de los residuales ajustados a la distribucién Gamma. D) Residuales frente a valores
ajustados.
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Figura 1.27. Residuales del Modelo 9. A) Valores residuales vs Valores predichos. B) Varianza de
los valores predichos. C) Distribucion Normal de los residuales. D) Distancia de Cook de los
residuales.

343



Desarrollo embrionario y larval Anexo capitulo 1

w w0
o o :
< < !
o o g
(7)) N (7)) (\l _ '»’f"'
ﬁ = ﬁ o 5 - ¢
5 = B oo
.(7, -a "4"" H K ..”:;",_. ;‘ ,3'
L o Q o |* »
X o< X o 7 ;
0 A o (<o) |
< T I T Q T
100 150 200 62.022 96.566 114955 136.48
Largo largo
w0
L o
. &i ] =
| o
> o _| (7]
g i T ©
o o
'C .
B oy 2 -
E X o
o -0 w0
T T T T T T | £
06 04 02 00 02 04 06 80 100 120 140
Residuals Fitted values

Figura 1.28. Residuales del Modelo 9. A) Valores residuales. B) Varianza de los residuales. C)
Distribucion de los residuales ajustados a la distribucién Gamma. D) Residuales frente a valores
ajustados.
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Figura 1.29. Residuales del Modelo 12. A) Valores residuales vs Valores predichos. B) Varianza de
los valores predichos. C) Distribucién Normal de los residuales. D) Distancia de Cook de los
residuales.
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Figura 1.30. Residuales del Modelo 12. A) Valores residuales. B) Varianza de los residuales. C)
Distribucion de los residuales ajustados a la distribucién Gamma. D) Residuales frente a valores
ajustados.
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Anexo capitulo 2

Tabla 2.13: Codigos de identificacion de las secuencias utilizadas para los

alineamientos.
Codigo de Base de datos  Especie Clase
GEN secuencia utilizada taxondmica
GFRa P56159 Uniprot Homo sapiens Mamifero
P97785 Uniprot Mus musculus Mamifero
A7YY41 Uniprot Bos taurus Mamifero
013156 Uniprot Gallus gallus Ave
AGY14507.1 NCBI Scyliorhinus canicula Pez
Cartilaginoso
NP_001096555.1 NCBI Xenopus tropicalis Anfibio
XP_022094102.1 NCBI Acanthaster planci Equinodermo
XP_792667.3 NCBI Strongylocentrotus purpuratus Equinodermo
NP_001247207.1 NCBI Drosophila melanogaster Insecto
KRX17289.1 NCBI Trichinella nelsoni Nematodo
BCL2 P10415 Uniprot Homo sapiens Mamifero
002718 Uniprot Bos taurus Mamifero
XP_018123221.1 NCBI Xenopus laevis Anfibio
XP_020385332.1 NCBI Rhincodon typus Pez
Cartilaginoso
XP_002740789.2 NCBI Saccoglossus kowalevskii Hemicordado
DN24175_c0_gl1 i1 Transcriptoma Arbacia dufresnii Equinodermo
_(-2)_.GD local
XP_787479.3 NCBI Strongylocentrotus purpuratus Equinodermo
PIK47408.1 NCBI Apostichopus japonicus Equinodermo
CDW54906.1 NCBI Trichuris trichiura Nematodo
AAF26841.1 NCBI Drosophila melanogaster Insecto
Bax Q07812 Uniprot Homo sapiens Mamifero
002703 Uniprot Bos taurus Mamifero
XP_020788830.1 NCBI Boleophthalmus pectinirostris Pez Oseo
Q6P4Y4| Uniprot Xenopus tropicalis Anfibio
XP_006822173.1 NCBI Saccoglossus kowalevskii Hemicordado
DN26034_c6_g2_i1 Transcriptoma Arbacia dufresnii Equinodermo
_GD local
XP_022082473.1 NCBI Acanthaster planci Equinodermo
XP_011667030.1 NCBI Strongylocentrotus purpuratus Equinodermo
XP_022291806.1 NCBI Crassostrea virginica Molusco
TRPa 075762 Uniprot Homo sapiens Mamifero
A0A221ZRZ9 Uniprot Bos taurus Mamifero
XP_007885526.1 NCBI Callorhinchus milii Pez
Cartilaginoso
NP_001121434.1 NCBI Xenopus tropicalis Anfibio
XP_006812882.1 NCBI Saccoglossus kowalevskii Hemicordado
XP_797912.2 NCBI Strongylocentrotus purpuratus Equinodermo
DN18410_C0_g2 i  Transcriptoma Arbacia dufresnii Equinodermo
1 (-1)_ESO local
BAX76613.1 NCBI Patiria pectinifera Equinodermo
XP_022091399.1 NCBI Acanthaster planci Equinodermo
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Céodigo de Base de datos  Especie Clase
GEN secuencia utilizada taxonomica
XP_022289770.1 NCBI Crassostrea virginica Molusco
Q77020 Uniprot Drosophila melanogaster Insecto
GFAP P14136 Uniprot Homo sapiens Mamifero
Q28115 Uniprot Bos taurus Mamifero
P03995 Uniprot Mus musculus Mamifero
AAH45052.2 NCBI Xenopus laevis Anfibio
Q58EE9 Uniprot Danio rerio Pez Oseo
XP_002734960.1 NCBI Saccoglossus kowalevskii Hemicordado
CAB43342.1 NCBI Astropecten brasiliensis Equinodermo
DN18209_c0_gl1_i1 Transcriptoma Arbacia dufresnii Equinodermo
_(+3)_ESO local
C96827_g1_i3_(-2) Transcriptoma Arbacia lixula Equinodermo
local
NP_999665.1 NCBI Strongylocentrotus purpuratus Equinodermo
XP_022106034.1 NCBI Acanthaster planci Equinodermo
AAC41561.1 NCBI Onchocerca volvulus Nematodo
XP_022326791.1 NCBI Crassostrea virginica Molusco
CAA53480.1 NCBI Drosophila melanogaster Insecto
Syt1 P21579 Uniprot Homo sapiens Mamifero
P48018 Uniprot Bos taurus Mamifero
XP_007893546.1 NCBI Callorhinchus milii Pez
Cartilaginoso
XP_018081717.1 NCBI Xenopus laevis Anfibio
NP_001161667.1 Saccoglossus kowalevskii Hemicordado
DN15218_c0 g1 i1 Transcriptoma Arbacia dufresnii Equinodermo
_(-2)_ESO local
XP_022111825.1 NCBI Acanthaster planci Equinodermo
NP_001159462.1 NCBI Strongylocentrotus purpuratus Equinodermo
ABA29124.1 NCBI Lytechinus variegatus Equinodermo
XP_009065903.1 NCBI Lottia gigantea Molusco
NP_001022129.1 NCBI Caenorhabditis elegans Nematodo
P21521 Uniprot Drosophila melanogaster Insecto
RPL8 P62917 Uniprot Homo sapiens Mamifero
Q3TO0S6 Uniprot Bos taurus Mamifero
Q6P0OV6 Uniprot Danio rerio Pez Oseo
P41116 Uniprot Xenopus laevis Anfibio
XP_002740227.1 NCBI Saccoglossus kowalevskii Hemicordado
DN11066_C0_gl1_i  Transcriptoma Arbacia dufresnii Equinodermo
1(-3)_.GD local
XP_022093396.1 NCBI Acanthaster planci Equinodermo
XP_796001.1 NCBI Strongylocentrotus purpuratus Equinodermo
CAC93850.1 NCBI Paracentrotus lividus Equinodermo
PIK56328.1 NCBI Apostichopus japonicus Equinodermo
AB026687.1 NCBI Haliotis discus discus Molusco
XP_022344048.1 NCBI Crassostrea virginica Molusco
Q9V3G1 Uniprot Drosophila melanogaster Insecto
QI9XVF7 Uniprot Caenorhabditis elegans Nematodo
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Céodigo de Base de datos  Especie Clase
GEN secuencia utilizada taxonomica
GAPDH P04406 Uniprot Homo sapiens Mamifero
P10096 Uniprot Bos taurus Mamifero
P51469 Uniprot Danio rerio Pez Oseo
Q5XJ10 Uniprot Xenopus laevis Anfibio
XP_002733494.1 NCBI Saccoglossus kowalevskii Hemicordado
XP_780116.2 NCBI Strongylocentrotus purpuratus Equinodermo
XP_022101615.1 NCBI Acanthaster planci Equinodermo
AO0T99463.1 NCBI Sterechinus neumayeri Equinodermo
DN27358_C5_gl i  Transcriptoma Arbacia dufresnii Equinodermo
2 (+3)_GD local
P07486 Uniprot Drosophila melanogaster Insecto
P17330 Uniprot Caenorhabditis elegans Nematodo
AJA37895.1 NCBI Littorina littorea Molusco
EF1-al P68104 Uniprot Homo sapiens Mamifero
P68103 Uniprot Bos taurus Mamifero
Q92005 Uniprot Danio rerio Pez Oseo
P17508 Uniprot Xenopus laevis Anfibio
XP_022088858.1 NCBI Acanthaster planci Equinodermo
DN26884_C0_g4._i Transcriptoma  Arbacia dufresnii Equinodermo
1(-1)_GD local
NP_001116969.1 NCBI Strongylocentrotus purpuratus Equinodermo
BAJ23935.1 NCBI Pseudocentrotus depressus Equinodermo
P08736 Uniprot Drosophila melanogaster Insecto
P53013 Uniprot Caenorhabditis elegans Nematodo
BAD15289.1 NCBI Crassostrea gigas Molusco
ACTINA P60709 Uniprot Homo sapiens Mamifero
P60712 Uniprot Bos taurus Mamifero
093400 Uniprot Xenopus laevis Anfibio
XP_020376146.1 NCBI Rhincodon typus Pez
Cartilaginoso
NP_001158422.1 NCBI Saccoglossus kowalevskii] Hemicordado
DN24362 C0_gl i  Transcriptoma Arbacia dufresnii Equinodermo
22 (+2)_ESO local
XP_022096724.1 NCBI Acanthaster planci Equinodermo
BA020877.1 NCBI Patiria pectinifera Equinodermo
NP_999634.1 NCBI Strongylocentrotus purpuratus Equinodermo
DN_24362 C0_gl i Transcriptoma Sterechinus neumayeri Equinodermo
22 (+2) local
P10987 Uniprot Drosophila melanogaster Insecto
P10984 Uniprot Caenorhabditis elegans Nematodo
AVN67034.1 NCBI Diplodon chilensis Molusco
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Figura 2.17. Alineamiento multiple entre secuencias aminoacidicas de GFRa. Los
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Figura 2.18. Alineamiento multiple entre secuencias aminoacidicas de Sytl. Los

recuadros indican los dominios transmembrana (amarillo), C2A (azul), y C2B
(naranja), segun las bases de datos PROSITE y Pfam.
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Figura 2.19. Alineamiento multiple entre secuencias aminoacidicas de GFAP. Los
recuadros indican la region de la cabeza, la region ROD y la region de la cola. Con * se
indican los patrones consenso de los dominios correspondientes.
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S. neumayeri_376aa T'ﬁAAgs_SQI Iﬂ I!f ] Rsp GM SSGII Tc NSIM l MEKBEEANTHESGGS 304
0. melanogaster_376aa ATAASSSSHEKSH nlltlen BERCP! a sElicm IMIC lll lll|AmllaGs'r 304
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coesmen. T TR T T T T T
seawces THFPGIADRIORE [TALAPS THK KT | APPERK'TSWNIGGS 1 LASLSTFQCAYISKOEYDERGRS [VHRKCF

Figura 2.20. Alineamiento multiple entre secuencias aminoacidicas de Actina. Los
recuadros con asterisco indican el patron consenso 1 (fucsia) y el patréon consenso
2(azul), segun la base de datos PROSITE.
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Figura 2.21. Alineamiento multiple entre secuencias aminoacidicas de GAPDH. Los
recuadros indican los dominios de union a NAD (verde) y C-terminal (fucsia). Los
simbolos asterisco indican la zona del sitio activo, y los numerales el sitio de
nitrosilacion de la cisteina, segun la base de datos PROSITE.
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e IS T T —"
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Figura 2.22. Alineamiento multiple entre secuencias aminoacidicas de RPL8. Los
recuadros indican el dominio L2 (rojo) y L2C (verde). Con el simbolo numeral se
indica el patrén consenso PS00467.
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Figura 2.23. Alineamiento multiple entre secuencias aminoacidicas de EF1-al. Los
recuadros indican los tres dominios caracteristicos, y los simbolos numeral indican el
patrén consenso, segun la base de datos PROSITE.
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cacgaaacagacttgcgaaatacaacgccgtgtcagcgcagecttgtgtatagatctaccat
acaaatttgaattcattctgcacactagttccttgccaacgacttgctgttgcgagaatc
ggaggagctcacagtcccagtgcctgaﬂﬂaagtgaggaagattgttcgactgcagaaggg
M s E E D C S T A E G
gaggcaggcatatggtgctgtcttggtggatggtegggtggatgtgacaaatctccagece
E A G I W CC L G G W S G G C D K S P A
atgtcggaatcaatacttgccggttcttctcctcagaaaagcaatatttccaagttgttce
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tggaaaagttttggcgagagaagagttgagacaactggataaaatgtgcttcgtgatgtc
atcagaagacgcgagtgtttctccgaccaggataacaaccagcaatacaacgcaccattce
aacttgttttatcaacgcatcgtctttggcattcctttgtctgggggggaattcctgact
attgttatttgtaacgcgatcaatttaatcaataatgccttagtatttgtagcgctctaa
cctcctttcatttggatctacggacatatgtttactattccaagagataaagatgttata
gagagaggaggaagaagctgactgaagattgaagaggcatggaagatgcttgagtcatga
taatcactgccaatattctgtacagacagagcttcttattaacatagaaaagtgttttgt
gacatgatattataatttatttacctgtgagcttttattttagtattgtattggttttgc
aaaggtagtgaaagggcactgatgagtcttacttgatcattaattttgagaaaaaattac
acattttgaagagaagaatggaaaaagagaaagacacattgttaacattttgacaaaatg
tgtttttgtttgtggacattgtaattgcataaagagcaggcattaattacttcaaactct
attgactgggaaactaatgaaaattgtgacgagaccagtcggtgccttttatctgcgagt
caacttttcaggggtggttgtcagtttgtctgaagttctgaacggggaataaaggattac
tgcgtaatggttggctcatcaccttcaaattgtactagtggtggcagaatgccaggcaga
ggtggtatttaaactgattgtattgttgtaaacatgtatgcttgcagtttatacccttcect
atatcattataattcggtgcagaatgcgttgttactaaaatgcttggttgccatecttttt
gccaaaatcttgtggtgaggagtgttttgcaagtgatgcaagtattttgtttatcgatgc
tttttcaaggcaattatgacagtgaatgaacagtaagcaaaatacatgtgtgtcatgcta
cttgcagaaccaaagcaagctcattatatttagcagctgaaactaaaatttcataactta
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tgtcgatgacttgtgttggttgatgtgtgatggtggtgtttacatgtatgtgtgcaaatc
cagcccttgtgttatactatcagagtttatatgaattattcttgggaaagtacatatagt
tatctcttttcgttaccatgataattgacaacacagcagcaaaattatgtgatttcaaat
gcttggtgagaaaatatacagtatatgtatcacacatatgtgtgttaacatgacatggtt
tagtttcttttttgtttcaaaattttgatgttaggtacgtgtatcccatgttcagattgg
cattttatcttgtcagtcatattctgtttcgattcgaatacaactagctccaaacaaata
caatcctttcttttttttacccgcgataataaagaagcatgcagtaaagcgcttactaaa
tgtgtgggttttatatgtgcgcaacaagcaaactatcagtactttgtaaattgagttcat
ggtatggaatgtttggactcggtgtggatattttcttccatggtatcgtcatttatagat
gtgtaaggtgtaaccatgcattttaaatattactggaagttgaagtttgcacatttcata
cccctecccatttcactgattgttacaatgttacaatacacaaacttatgtagatttttgt
ttttgttctagcgttgcataggttttgtggtgtatgtgttttcttcatgacatgatcgta
ttgtagtacctgtaccagtgtactgtctgtaataaaaaagaccacttttagagtcgaaaa
cgaagcaaaaagcagctctctaatgatatgattagacaaatcatgtaggcattgtgggag
ggtgaaagctctttcaaaccaaactaaactttaaccatctcctccagtacattatacatt
caagtatctagcaagcatgctgtgcaaaatgctagcagatgttttagaggaaatagctcc
ataatgcatttgtgtacatggactgactgtacaagccttcatgcatacatgtatgcatgce
gagcaatctgtacttgcgttagcagaggtcacacacatactgctaacgctggtgtgtgta
tgtgtgtttgaatgcacaatacacactggagcagtgtatcctgaatgtatgagactccac
tatacacacaccgttcaaaaagtgtatagtgtatagcgactcgacttgcctgcacaatac
atgtacacagtacactacgggttgcctcggggctgecgtgggecggatatggggatataaaa
gataaaaggttcatttttttaaagggcagcttttgtgcgcgcctcattccageccagtggg
tctattgtgcaaaccgtacatgcctecgtttacattgtacacgaggtttgaccttacagtyg
tattgagtgcactgtacaatgcttgggatccatggagcttttgcacagttggtacatgca
aagtttgtccatgtgctagaacgtacatgaacatgtgcacatttattagtgctgtatgtyg
ataacttcacaaggactgatatagacatgtaaaaggaaccgcaacagaaatctatgtcaa
acttgtacaacagtcacaagacagcttacaaacatgcacaatttcaccttgtacgtgtgce
tagaaatgaaaggcatttaaaaagcagtgaggggagtgaaaaattcttcgctctgccatg
tattttttattcataaattgaatcgaaacaaacggaattcactgtgcgtcacacacatac
cacaggtttgttgttctgttcgggtgtacattgagatctattcagttggaagctatacac
atacatgtacatgtttttttttcatggtctttacatttgaaaaaaaaaagatcaaacatc
agtaaaactactccgtttgagtgctggaaaacccatgagtagaaccgagagaagggagaa
aaaaaaggggaattgaggaaggaaattattcatttgagaacttgaggtttggagctgtgce
caaccccttagatagctgggagttttggtcaatagtctggtttgttctttaccgtgaaca
aagctcccecctttatgatggcggggaaaaccaaataattaatgtgctacatgtacatgtat
gtcacgaatcctggtgtccatgtgtggtgtgtagtcggtagtttggggtaactttcactg
aattaagtttgctctgttcttttgatgaggcgagcaacgtaacctatttcggggacactt
tggaggcagtgcattgaattgtgggttgtttcctgggaatacacatgtatgtgttcatgt
acaatacagcagtgtacatgtccatacggtggtcctttaaaaaaggatgtctccgagtcet
ccattcataattcatttcctgcatgcacgtttttttacattacatcccggatgatgecta
ggaaatacgtgtaggaaatccaaacagcatgaccaaagtcagttgcgcttaaattctact
catttcctgtggtgcaagaaatgcaaccattcagtagcttaatattaacagcctcattca
gccacttttcatatcatatgatttcattcagttttgttgttttgtggagtgtcaattgtc
agtttgttagtttccgtctttttgatttgatcagttttgttgttttgatgtatttttggt
tgaaagttccatgttttctgaaggactgagtccaaacattgtagtgtcctgctgtgcagt
ggtgaccgtgtgcatcgtgttggtggtatagtagatattttctcaaaaagtattgcaaca
ttttgttttgatgtcatgttctcagctggagtcagtcagtcgacgcttgagataccccca
attattgtgatggctttctttaaccgtgatatgatacaagagtgatatttttataccttc
aaaacctgtgttaaataatcagacaagatattgcacattactgaacattttacttatgta
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atagaatagcattacaatgagaaatatgtactacagaaaaaaacttacatttttatatga
aagttctcccttcatttgcataatttatgtatcatattcaactacacatacgattgttat
atggatctgcatttatttaaacatttacgacacttttaaacatatgtttttgccttttta
agtggacaaattaatctttgttaaacccgaaaagcttttgataatgtgtatcagggagta
tcgttttcattgacaacagtaaaacttttgttgcatattctcattcttttatcacttgtt
cagcgtacatgtacctctacattatgtacagtgctgtgtgcagatctgtacacattatgt
aacatgcagtataaacttgtaaattaaacagatgactatatgatttatgaaagaga

Figura 2.24. Secuencia para el gen Bcl-2 en la especie A. dufresnii. Con minusculas se
indica la secuencia nucleotidica, y sobre ésta se indica el ORF en negro y los dos pares
de partidores Fw1 y Rv1 con amarillo y Fw2 y Rv2 con celeste. Con letras maytsculas
se indica la secuencia aminoacidica completa y sobre ésta se delimitan con color los
dominios caracteristicos BH4 (fucsia), BH3 (verde), BH1 (rojo), y BHZ (naranja) de la
proteina obtenidos utilizando PROSITE.

..................................................................................................................................... cgacactatc
ttcaatttactctgatgaattagtcatctcgtcacattttcatataggaagagctgaaaac
agcgtagcccacagagccagagcaagagattgtacgcectceccttgattagagtccacagtata
ttccaagaattgata
aﬂagctgaagggggatcagactgcccacaagatcatgatgagccagatgcatcgcatctg
M A E G G S D C P O D H D E P D A S H L
cgaatcgagcagacgaggattgagcaacgagtggaaatggagaaccaaacgattggcgag
R I E ¢ T R I E Q R V E M E N O T I G E
caggccactgtgcttctacaacactttatcgtggageggtttcaacaggatgggtttgac
Q AT v L. L. 9 H ¥ I V E R F Q O D G F D
aacgcccccggtctagecggacctgaggggggacgtggctatceccececcttagaccagcaggag
N A P G L A DL R G D V A I P L D Q Q E
atgtggggagagatgggttgcatgctcaggagcatcggggacacgctggacagagataca
M W G EM GCMULUR S I G D T UL D R D T
cagctacagaggatgatagaggcagttcctteggactcgccgatagaagcaattgtggec
L. 9 R M I E A V P S D s P I E A I V A
gtagctcatgtcatctttggagacggagacatctcatggggcagaatagtaggcctcttce
vV A H VvV I F 6 D GG D I S W G R I V G L F
tacttcgcttacaggatgtgtgtgaaggcaatagactcaatactggagaaaagttttccg
Y P A Y R M C V K A I D S I L E K s F P
acctgggtcaacaagctcatcaaagaagtggtcaagttcctggtcatcaagtttgctcat
T w v N K L I K E v v K F L Vv I K F A H
tggatcgtcaacaggggaggatggctggccatccgggaataccttggttctectacctgg
E Y L G S P T W
atctggagcaccctgatggcecctcctcagtcttagtcatgttgatctccatctacaaactce
I w s T ... M A S S V L VvV M L I s I Y K L
agtaggaatggatcc
S R -
Figura 2.25. Secuencia para el gen Bax en la especie A. dufresnii. Con minusculas se
indica la secuencia nucleotidica, y sobre ésta se indica el ORF en negro y los dos pares
de partidores Fw1 y Rv1 con amarillo y Fw2 y Rv2 con celeste. Con letras maytsculas
se indica la secuencia aminoacidica completa y sobre ésta con color se delimitan los
dominios caracteristicos BH3 (verde), BH1 (rojo), y BH2 (naranja) de la proteina
obtenidos utilizando Pfam.
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tacacaagatctatattttccctcatcttttgecttttgataatacattcatgtaattttg
ctttatcgtatcaaggttgcggaattacctggagatgagcccacagccaatggcacagag
gaggcagagagtgtcatcctgttcctggagtctaagggagctgatgtgaactgccaggac
atctatggggtcacaccgctgcacaﬂagctgccattcgagacaatgaaattgccgcaagt
M A A I R D N E I A A S
gagctgctcagtctcagcagtatcctggtggatgcatgcgatggtcagatgatgacgect
E L. L s L. s s I L v b A CD GO M M T P
ctacacatggcctgcacccacggtagcgagaccattgctgccatgctcattgagaagggg
L H M A C T H G S E T I A A M L I E K G
gcccagctgagggccacagatgaggagtcaggcacccectttgcatgccgectgcatggag
A Q L R A T D E E S G T P L H A A C M E
ggccacaaggacattgtggacctgctgtttgctgcgggcgagaagcagggccacctecacg
G H K D I v b L L F A A G E K O G H L T
cagatgttgacggatgtgaacagtgaccgcagcacaccactacatctggctgttgacagt
Q Mm L. T bV N S D R S T P L H L A V D S
ggctacgtagagatagtgaacaactgtttggagaagggggctaatgtgaactgttaccgt
G Y v E I vV N N CUL E K G A N V N C Y R
gacaaccgtagcacccccctccacgetgectgcattgetgggecacectggagatcgtgeag
b NR S T P L H A A C I A G H L E I V Q
cacctgctcaacaagggggccaagatcaatgccttcaatgcagaccgagccacacccctce
H L L N K G A K I N A F N A D R A T P L
ctccgggcatgctcecctacaacaggttcaaggttgtggagttcctcecctcaccaaaggagcec
L R A C 8 ¥ N R F K V V E F L L T K G A
aagatcgaggctagagacaaggacaatttcacgccgctgctgatcgcagcaagcgccggce
K I E A R D K DN F T P L L I A A S A G
cacagcgccaccatcaagatcctgctgagcaagcgggccaacatcacggccatcgacaag
H S A T I KgI L L S K R A N I T A I D K
cacgagaagaccgccctcecttttgggcagcagaggagaacaagccagaggcacttaaggec
H E K T A L F W A A E E N K P E A L K A
ctactctcacacccaatggcgaagaaagttctggagttcagcgatcgctatgacaacaca
L L. $sS H p M A K K V L E F S D R Y D N T
gctctgcacattgcggccgaaaacggatatcttagcattgtcaggattctgectggataac
A L H I A A E NG Y L S I V R I L L D N
ggagcggagatagactggaagaatgaggatgaacagacacccattcatcttgcagctcag
G A E I D W K N E D E O T P I H L A A Q
aatggccacacatcgtgtgtgctcgagtttgtgaagagagacgagaccaccattcacgat
N G H T S C VvV L £E F V K R D E T T I H D
gaggatgagaactctaacacacccctccacatggceccgctatggaaggeccatgctaagacg
E D E N S NT P L H M A A M E G HA K T
gtccgtgceccctcattgaggctggagcggacatcgaatccaggaatcagcagctgtggacc
vV R A L I E A G A DI E S RN Q Q L W T
cctcttgattgtgcagctcacaaaggatgggtgaagactgcctatgeccttgttagacaac
p L D C A A H K G W V K T A Y A L L D N
gacagcccggtcgaccccacagataaagctaagatcacccecctcectgecatectggetgcecaacc
b s p V D P T D K A ¥ I T P L ©H L A A T
agtggtcatgtggagatggtcaagctgctgctggactggaaggccgatcttgggatggtce
S G H V EM YV K L L L D WK ADULGMYV
aactctgagcagaagaactgtctggacatggccatagagaagggccacaaggatgttgcecc
N s B Q K N C L D M A I E K G H K D V A
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atggcaattgtgagtcaccctaactggaaggatgccatgtgctctgaaagcattaaccct
M A I VS H P N W K D A M C S E S I N P
gtcaccaacaccaggaccacgcccatgaggaagctcatccgcagaatgccagatgtggeca
v T N T R T T P M R K L I R R M P D V A
gagaaggtcttcaacaactgcctgatcgagaacgacaaaccccgggagcacagggactac
E XK v FfF N N CL I E N D K P R E H R D Y
tgcatcacctttgactacgagctcctcgacgacatgttctcccgttggaacgatgacata
c 1 T » DY E L L D D M F S R W N D D I
gcagataatttgtcagaaagtgggtcagattctggcgacggatcatcaccattcaaagag
A DN L S E S G S D S G D G S S P F K E
aacggccgcctcaaagatgatgccacaccctactccacttcectcagagattattaagata
N G R L XK D DA T P Yy s T s S E I I K I
aaccatcccctcecgtcataatggtcagctcccagegtgagcaacttctgggceccacccecactg
N H P L V I M V S S Q R E O L L G H P L
gtcaccagcctactcaaccacaagtgggccagctatggtcgecttcttctactactcecttet
v T s L L N H K W A S Y G R F F Y Y &5 S
ctccttttctacctcectettectcaccgtgectcaccggectacgtecttggtcaacccgecce
L L F ¥ L L F L T V L T G Y V L V N P P
cccttctacttcagcaccaactcctccaccggegtcacctttgtctttgacagecgacaag
P F ¥ F S T N S 8§ T G v T F vV F D S D K
cgctggatgctgtcctacagcaatggcaccttcttegtectttggggagattgggcactgg
R WM L S ¥ S N G T F F V F G E I G H W
ctgatcatggccctggcagggataaacctgctgagagagattgttcagatctggcatcag
L T M A L A G I N L L R E I V Q I W H Q
aagcttaactacattgactttgaaaacctgctggagtggtgcgtctatggcctggcaatc
K L. ~N ¥ I D F E NL L E W C V Y G L A I
ttgtatgtcgcccccatcagtcectttcacttacagectacgggaatgectgectggcageatce
L Y v A P I S P F T Y S ¥ G N A A G S I
actgtcagggaggcatggcagtggcagtgtggggcggcagccatcttcecctagectggatce
T V R E A W Q W Q@ C G A A A I F L A W TI
aatctcattctctttatccgcaagttcccacagctgggtatctatgttgtcatgtttacc
N L I L F I R K F P Q L G I Y VvV VvV M F T
gacatcttgagaacatttgccaagtttgtggtgctcttcatcctcttcattgtggegttt
D I L R T F A K F V V L F I L F I V A F
gctctggccttctatgceccctgcectcatgaaccaggcgeccgttccacaagattgagtactec
A L A F Y A L. LMNQW AU PV F H K I E Y S
ctggtgaagacctttgtcatgatgatcggtgagtttgagtttgacgccatctttcacacc
L v X T F V M M I G E F E F D A I F H T
tccaactacctccagcccggtaacccagccgacgaggacggecttecttggttatgtette
S N Y L Q P G N P ADEDGVF L G Y V F
tacgagggtatcacctacaccatcttcgtggtctttgttgtcatcatgtcgatcatcatce
Yy E G T T Yy T I F Vv F V V I M S I I I
atgaacttactggttggtctggcagtagatgatatcaaggaggttcaggagcaagccaaa
M N L L VvV 6 L A VvV DD I K E V Q E Q A K
ctaaagcgacaggctatgcaggttgacctggccatggaggtccaggaggccctteectec
L X R o0 A M Q VDL A M E V Q E A L P S
ttcctctggcgceccgcectacatcecctcaggaccaagagggtctaccccaaccgatgggceccaac
F L W R R ¥ I L R T K R V Y P N R W A N
aacatcttcacaaagtcctacgccgccecctcatgggcgaatacgactttgtgctgtceccgac
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N I F T K S ¥ A A L M G E Y D F V L S D
gccatcgattccgceccctcaacccagaaaggggtgagctggcagagatccggtcacagcecag
A I D S A L N P E R G E L A E I R S 0O Q
gagaccatcacggacacagtgtccaacctcaagtaccggctcaagcaggtcaagtctcag
E T I T D T VvV S N L K Y R L K QQ V K S QO
aatgaccgcatggagcgcatgctctctgceccttgctcacacacagcgacatcgcattcage
N D R M E R M L s A L L T H S D I A F S
gagtcagactccatcgagaacattggggaaﬁﬁatgagagaaaaggcaggaattcctctgt

E s b s I E N I G E -
ctcacccagtcggagatggagaacagattgtcattaaagttttgcatatatctgtctgca
ccctccagcagtgcaggttaaggggacctcectcaattaaaaaagggtaaggggggggggg

ggt

Figura 2.26. Secuencia para el gen TRPa en la especie A. dufresnii. Con minudsculas se
indica la secuencia nucleotidica, y sobre ésta se indica el ORF en negro y los dos pares
de partidores Fw1 y Rv1 con amarillo y Fw2 y Rv2 con celeste. Con letras mayusculas
se indica la secuencia aminoacidica completa y sobre ésta con color se delimitan los
dominios caracteristicos ANK (naranja) y el canal i6nico (verde) de la proteina
obtenidos utilizando Pfam.

ctcgctctctctccecctaccaccaccatcatcaccatcatcaataaaagatgcattaagtat
cggagggagatgagaagcttgcgtgggcagaggtgcgcatacaacttattactggacacc
ataagcttagcgtgggacgatccatttgccatcttcccaacaacacagccgccatttatce
accacgactgtgtttgtctgcatcaggcttggatgtaaaaagcagacaacatgtagagca
ggcatattccgctttgcaacaggtcgtcgctagcatggtcagtgacaactcattgaatcc
tttacatggaaaaatgcattgattaggagaggaaaggaggcgtgctaaagaaacaagatg
gcggagtcaacccttaaaaaacgatcaacgatgatgccttctcagtgagatcgattacca
cctattatcacgcgtaggcggaaggttgttgtcgaacctagcagcagctggtgagagaag
gtcgtgacgtatactttgctctcacgatttgtccctecttcagaatcaaaagaaacgceccgt
tgccaagatcttgatgactcttgtatttgcgtcaccaacgacttcatgagagttgggggt
gaagagttggactgaagaccattcacagtcaﬁﬁccatctttggcggtacacctcatcttg
M P S L A V H L I L
ctcgtgacatttttcttaggtcagagaaatgaggctaatggggagcagatgtcatgcacg
L v T F F L G Q R N E AN G E QO M s C T
gatgcccgtcgcgcatgtgaaagagatgatttctgtagecttgggactcattgectatccaa
D A R RACUEURDDUF C S L G L I A I Q
catcactgcggaaacgtggatggtcggtcatgtgaagcaacgccctcaggeccttgttaac
H H C G NV D GRS CEATUP S G L V N
tgtctgatgatgttacaagacgctaggatatatagagtctttgctagctgctactgcgac
c L. M M L Q D A RTI Y RV F A S C Y C D
ccgtccagccccgagtttgcagcatgeccatcatcagcaacgtetgaccatecteccaatecg
P S S P E F A A CHHOQ Q R L T I S N P
tgcatgaacgctacaggttcagctccttcactgtcaatcteccteccgatgggtecgtcecggea
c M N A T G S A P S L s I s S D G s S A
atacctgcgccaacatccgcaccaggtaactgcttcaaagttatcaaggcatgcaaggaa
I P A P T S A P G N C F K V I K A C K E
gagacggtctgccaggagaaactgcaggccttctacgatgcttgtcctacgcgcaagcecac
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E T v C o BE K L 0O A F Y D A C P T R K H
gacacatgcagattgacgtccgccgaggaacgcgctgtctgcacgtcagcacagtgggcec
p T ¢ R L T S A E E R A V C T S A Q W A
ttagatgagaatctcatgaactgcacttgcgaagaagacaggagtaaatgcaaacgacag
L b ENTL M N C T C E E D R S K C K R 0
agaaagcggcttcaagagaacccctgcgtcatttcagctccaacccacggggacatcaca
R K R L 0 E N P C V I S A P T H G D I T
gcggctgcacctcatagacttactggtgatgagtctgttaagggcgaatcagaggaggag
A A A P H R L T G D E S V K G E S E E E
gaactagacgagcttgaggaggaatgcccggtggatgaaagtaacgtggtcattggacca
E L b E L E E E C P V D E S N V V I G P
agtgggggttacaacaatggagcgagtacgtgcaaggaagccctgaccgagtgcacgatg
s 6 G ¥ NN G A S T C K E A L T E C T M
aacaaagtatgccgtgatgactttagcgacatcctcatcaagtgcaacccgcaagaaatc
N K v C R DD F S DI L I K CNUP Q E I
gaagagtactgcaaccgccaggagtgtcgaagcatagtccgcaagttcectttacggacaca
E E ¥ C N R Q E CR S I V R K F F T D T
tcgccgatctacactcacgcecttggtgttttgeccattgeccaggtaggcgacatacagtgce
s p I ¥ T H A L VvV F C H C Q VvV G D I 9 C
gagacgatcaagagaggactcaatcctacctgcgcccgatcagggatccagaacctggac
E T I K R G L N P T C A R S G I Q N L D
tgcctggacctggtccaacgctgcaatgaagactcatactgcaggtcagcttacaggaac
Cc L. b L. v.Q R CNUZEUD S Y CUR S A Y R N
taccaggagctatgtaagccttcagacgatgagagcggttgtgectacagectacggtgcece
Y Q E L. C K P S D D E S G CAY S Y G A
tgtcggtctgctcgggtagctattatcatgaccatcatgggatcaagttgttcctgtgat
C R S A RVATITIMTTI MG S S C S C D
agcaacaacactgactgtcgctatcaccagaagatgatctttgacaattcctgttacgac
S N N T D CU R Y HQ KM I F DN S C Y D
cgctccgacaaaggttactactcctccatcgcacctactgaaccatccgatctacctect
R s b K G Y Yy s s I A Pp T E P S D L P P
accgagtgcgttgtcaataacagcctgaacggaatgccgtacagagtcaagccgggatcec
T £ C v Vv N N S L N G M P Y R V K P G S
ctcgctttggttccttttggtgatagatgctactcaatgtgcatctgtgtttacaatgga
L AL V P F G D RCY S M C I C V Y N G
aacctggagaattgcgtgactcagccttgtccggacgacattcattgcacagtcaacaac
N L E N C V T Q P C P D D I H C T V N N
attgaatataaacatgatgagctcttttctcacccggcgtatggatattgcatctgtagg
I £ ¥y K H D E L F S H P A Y G Y C I C R
tctggtaacgtgctgtgtacaagaagacacgagtcgggttcagaaaaagagtcacagcta
s 6 N V L ¢ T R R H E S G S E K E S O L
gtatttccgagcatcagcgtagcctatgacagtcagecttcagtatcatctgaactcacag
v ¢ P s I s VvV A Y D S Q L © Y H L N S Q
ctggaggaatcgtttggagatggatctatcctcaggggtctacagagcatcttagataat
L £ E S ¥ 6 D G s I L R G L ¢ s I L D N
caggaatcggtcccctgeccgattgcagctcttggagaatacagacaacactcttctaata
Q B s v P C R L 0 L L B N T D N T L L I
tccgtgtactacacggttaatatgaatgcgtgcttcaaccagatgtacagattatccaac
s vy Yy T v N M N A C F N Q M Y R L S N
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atgatcaacatgaagcaccccgcgatacatttgaaccccaccctcagcatecctgaagatce
M I N M K H p A I H L N P T L S I L K I
gccacggtggagcagggagcgcatcatcaaaagcaacaaaacggaagagcaacatcgact
A T V E O G A H H O K 0 0 N G R A T S T
cttaaaacatcatattcactcgcgtcatattttctcgtggcaatgttgagcgectaatatt
L x T s vy s L A S Y F L V A M L S A N I
tcactgtgcggcaggacccctﬁﬁatatacacgtgaagtaaacaaacaaaaaatctccttc
s L Cc G R T P -
agttgatctggacagatgtcccactgcagaataaggagcgcatcacccaaagtagcgaaa
agacaagcgccatccactcttcaaacatcatatccatctgacatcatcatcttcattacc
atcatgtgacggccaaagccgaggtggagtacattccactattaacgttacttggtttgt
tcaatcatgactttaggaaagccttctctaatttaagaataaagattgcaagtaataaat
tgtttgagcgtcggccccecttttttggcaga

Figura 2.27. Secuencia para el gen GFRa en la especie S. purpuratus. Con minusculas
se indica la secuencia nucleotidica, y sobre ésta se indica el ORF en negro y los dos
pares de partidores Fwl y Rvl con amarillo y Fw2 y Rv2 con celeste. Con letras
mayusculas se indica la secuencia aminoacidica completa y sobre ésta con color se
delimitan los dominios D1 (verde), D2 (naranja) y D3 (fucsia) obtenidos utilizando
Pfam.

caactccaaggtcaatgagaﬂaatggcgaacgctaaagacaagttcaacgacctcgtcgca
M M A N A K D K F N D L V A
aagattcctcttccaacctgggcagtcgtcgccattgccatcgeccgecggecttatactce
K I p L P T WA V V A I A I A A G L I L
ctctgctgttgcttctgtatttgtaaaaagtgttgctgtaaaaagaggaaaaagaaggag
L ¢ C C F C I C K K C C C K K R K K K E
ggaaagaaggggttgaagggagccgtcgacctcaagagtgttcagatgctgggcaacage
G K K 6 L X G A V DL K s VvV o M L G N S
tacaaggagaagcccgatgttgatgatctagataatggagccgaggaggagggggatacc
Yy K E K p D V D D L D N G A E E E G D T
gactccgttaagtctgagatcaagctecggcaaactccaatactctctggactacgatttt
b s vK S E I K L 6 K L 0 Y s L D Y D F
caggaaggaaagctcaatgttggggtcatgcaagcgtcggaattgcccgggatggacttt
Q E G K L. NV GV M Q A S E L P G M D F
tcggggacgtccgatccatatgtcaaggtttacctecttacctgacaagaagaagaagtac
S G T s b P Y V KV Y L L P DK KKK Y
gagaccaaagtccacagaaagaccctcaacccagtctttaacgagaccttcacgtttaag
E T K V H R K T L N P V F N E T F T F K
gtgccctacagcgaggtgtccagcaagacgctggtetttgeccatctacgactttgaccgce
v P ¥ §S E VvV S § K T L V F A I Y D F D R
ttctcgcgccatgacatcatcggggaggtcaaggtcaagctgageccaggtggacttgggce
F S R H D I I G E V K VvV K L S Q VvV D L G
agtgtggtggaggaatggagagatctacagagcgcagaagttccggggggtgagggcaag
s v v E EWIRDUL Q S A E V P G G E G K
tccgaactgggagacatctgcttctcgctgecgectacgtecccgactgecgggcaaactgacc
s E L. G DI ¢C F S L R Y V P T A G K L T

376



Determinacion de secuencias génicas Anexo capitulo 2

gtggtcattctggaggccaagaacctcaagaagatggacgtcggcggtctctcagatcca
tatgtgaagatttccctctacatgaacaacaagaggataaagaagaagaagaccaccatec
aagaagaggacgttgaatccttactacaacgaatcattcggectttgaggtgcecgtttgaa
cagatccagaaagtgacgctggtggtgactgtggtagactatgatcgcatgggcagcagc
gaacctatcggcaaagtggtgcttggatgcaatgccacgggggcgggactccgtcactgg

agcgacatgctggcgtcgccacggcgaccaatcgcccaatggcacacactccaagaaccce
L A S P R R P I A Q W H T L Q E P

gaagaaaacaagacggctt

E E N K -

Figura 2.28. Secuencia para el gen Synaptotagmina en la especie A. dufresnii. Con
minusculas se indica la secuencia nucleotidica, y sobre ésta se indica el ORF en negro y
los dos pares de partidores Fwl y Rv1l con amarillo y Fw2 y Rv2 con celeste. Con
letras mayusculas se indica la secuencia aminoacidica completa y sobre ésta con color
se delimitan la regiéon transmembrana (verde), y los dominios caracteristicos de la
proteina C2A (rojo) y C2B (naranja), obtenidos utilizando Pfam y PROSITE.

gaagcttccccgcacagcggcatcecgegtaccecgceccaatattttgtacagteccgattegtt
tgtttttgtggaatagaaacgtgaaggaatcaﬁagcgtctcaaactaagagccagaggtac
M A S Q T K S Q R Y
gagaagcgatccaccaggaccgaaattaagacttctacccctcagtctcagactcgatcet
E K R S T R T E I K T S T P Q S ©© T R S
acctcttcttcecgtecttcttettectttectgageccgacgaaaatctccaggcatgaggaa
T s s s s s s S ¥F L S P T K I S R H E E
aaggaagagttgattggactcaatgatcgtctggcgacgtacattgatcgagtccgtcaa
K E E L I 6 L N D R L A T Y I D R V R Q
ctcgagctcgataatggccgacttcaggtccagatttcttcatacgaagaaacccagaca
L E L D NG RUL Q V Q I S S Y E E T Q T
cgagaagttaccagtatcaaggatatgtatgagaaagaattggctgatgcaagacgactt
R E v T S I K D MY E K E L A D A R R L
ctggatgaaactgctggtgaaaaggccaaattacagatcgagtgtgggaaatacaagacg
L D E T AGE KA AI KULQTI EC CGI K Y K T
gagcttgatgacctgcgaccaagagtgaacaaacttgagaaggacttgaatgcatcccac
E L D D L R P R V N K L E K D L N A S H
aagcgcctgcaatcgctggagtceecagattgeecgagaaggatgggaggatccgggetcectyg
K R L Q S L E S Q I A E K D G R I R A L
tccggggacaagcgctctttggaagacgaacttaacgagctcaagaaggagcttgcectaac
S 6 b K R S L EDE LN EUL K K E L A N
aaggagaagcagctecaaggtggccaagaaacaggttgaggaggagactctgctcecgtgtyg
K E K Q L K VvV A K K Q VvV E E E T L L R V
gacctggagaaccggatccagagcctcaaagaggagctggcattcaaggaggagctccac
D L ENRTI Q S L K E E L A F K E E L H
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aaacaggagatgaaggagactecgecaccaaacgccatgtggacatgacttcattcgaggge
K Q EM K E T R T K R HV D MT S F E G
cagagcatcgaggagctgaacagctccatctttgagagcctccaggagctcagggagcag
Q S I E E L N S S IT F E S L Q E L R E Q
acgtctgaacagaccaccctgttccgacaggagacagagtccctctacttcagcaagetg
T S E Q T T L F R Q E T E S L Y F S K L
gctgatctgaaggccttggctgagcgtcaccgaaacagctccgtgaacgecccaggatgag
A D L K A L A E R H RN S S V N A Q D E
atccgtcgcecctgcgcatcaccgtggacggattcaactctgagatcaccacgctccgecgcec
I R R L R I T V D G F N S E I T T L R A
cagaacaacaccctgattgcgcggatcaaggacctggagaaccagctgcgccaggagcag
Q N N T L I A R I K D L E N Q L R Q E Q
gactcccaccaggaagccgtcaacctgcgggacaaggagctgcagcagectccgggacgcec
D S H Q E A V N L R D K E L Q Q L R D A
atcgccgagcagctcaaggactacgacgacctgctcaacatcaagctcaccctggacaac
I A E Q L K DY D D L L N I KL T L D N
gagatcgccacctaccgcaagctgctggagggtgaggagaccaggttgaagatcaccacg
E I A T Y R K L L E G E E T R L K I T T
cctcctcgcaagaccaaggcgtcttcatcccgtgagcagcgaacggeccaagcgtecgecgce
P P R K T K A §$ S S R E 0 R T A K R R R
gtggaggacgagtccagcgtcacagcaagcgcaaccaccaacggggtgatcgeccatcecgtce
v E D E S s v T A S A T T N G V I A I V
gagaccgactctgctgggacctttgttaagctgcagaacacgtccgagtcggaccaggcg
E T b s A G T F V K L 0 N T S E S D Q A
ctggggggctggcagctgaggcgcagcgtggacgggggcagcgatctagecctacaagttce
L ¢ G W ¢ L R R 8 vD G G S D L A Y K F
acctccaagtacgtgctcaaggcggggcttgaggccacggtctgggecctcggggagecggt
T S K vy v L K A GG L E A T vV W A S G S G
cacgcccactccecceccecgcecctecggacctegtecttcaagaacacagagagectggggcactggce
H A H S P P s DL V F K N T E S W G T G
gacacggtggagaccaccctggtcgatgcttcaggcgaggtgatggcaactcgtactgtyg
b T v £ T T L VvV D A S G E Vv M A T R T V
accaaggaaattgtatcgcacgagtacagagagagaggagattctgatcgatgcagcctg
T KX E I v S H E Y R E R G D s D R C s L
atgﬁaaagttgggacggagtgagattgtgaccttgagcactacgtttttttaaaactctt
M —
gtagaaagcaacattaccaggaatgtatcctcatatcactgatcaaggtgattttaagag
tagtttttgtacaaagtttataggcgtgttgtagtgtactgtaacttaatctaactaagt
cattgtaattatttctaagtttttaagtcatgccactcaacgcacttttgattggctaaa
agaagattctgttagggaatgggaagcgatacttattgagtgttcattacaggaaacttt
aggcacgagagcttttgtatgtggtgttatgtattggtaaatggcatggcgcatacacat
cagtgaaaattgaatgtctatagattatagaagatgcacaggtatgaaatcttttagaaa
aattctgcaattaagtttatattattgccagatttaattgctaggcgggcacactaaatg
cagcaggcaaatcattttgcatgataaccagacttaaagagctaccggtatgcagtaaaa
cagagtagatgataagaaatttctttatcttgtataaggcatgatgaggcactaattgtc
tattcattttttaatttgtgttgctgtattttttagttttactctcaattatctttgtet
ttagaatccatgtattaaacttttagtctcagctgcaaggagtagtggatgccagcgcecat
gtctctttttaacatacatgtatttgcctagttttcttgtttctgtgtaatgcaattggt
gtctgtgtaccatattatgctgtttctcagtttaaaactttgatttattttgtaatcatg
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aagaaagatattccctttaccaataaacagatcaatgtttctttctttttctctcectgagce
ataaattttaattctatgaaaaaagatgtattgactgacatcctgcattgaaatcccecctt
tgaatgattttgaaacttgctatcagtaatttatcagagtaaatcagagtttattccaca
caaataatacagcagcatgtctgactcaggtctgaccaatcaaacagacagaattgttgt
catctcaaaacaggctgaaagtttttttttcttcgttttttcccattttgtgcatcaaag
agctgctttatttgctcatatttgttgcatgttgtcatggttatagtttcagagaaatgt
tctaaattcaattttgacttgataacttttggaaatgatatgtgtaatactaaaaagaaa
tagggaaaatatgccagaagatgatttaggttgtgttcttgttgttctgctttgtttatt
ccctttagttttaaagcttgagttgatttttttctgaaatatttgaaataagtgttttta
cctattctttttaatctactttggttccattattcaccaatatgacatatatgtaaatta
actacttaaaacctgtctttgagcagtaagcacccaaaaagtcacggaggcaattacttc
tatagattaaaatatcatttctcatgccctagtaccggtatctecttttttggttagaggt
taaaatctaagaggcaaacgtccatacagcaatcaaaatcaaactatgtactagcagtgc
tttataaaggggagagggaatgagcgatgtaaatacagtatatttgtataaacaatcatg
gcaggttaatctgtagatgctgtttatatatgcttaattggttgaaggcatgggaatgtc
atagtgtgtgcgcatctctttatgcagagtgctcttggaaattgggcagagttgattttt
catgtgaattgacaatgaaaggaaaaagaatttaaaaaaaatgttgagtgcgttttttta
aaaatattagttgacatggtaagacttatatagtcgtaaatttagaataagcatgatttt
agtctcgtgacttaagtgttcatttataagggtacttagataatcaattgatgaaatctt
catcgtaataattttgagcaaatgcccttatattttggtaggatgtgtttatgttctcgt
ggtattgcgtcatggttcttgtcataacaaaggtgacatttttagcaggtgttatttgtt
tattctttttaatattctaattctgaaaatatagctaaacaatcatagccatattgttgce
cactcataaactgattgcatgaaataatgcttcttgttacaccagaaatgaaatttaaga
caatcttaaaaagatattttaactacatttaatacggttgattccaatgtgaaaagactg
tttggtttatgcagaccattgaaaaaatggcagattggctgagaccatttttatgtgtcg
gaggttcaaagaacttcaagtcagatgaagaatggtgtgctccagattgtaagtactcac
ttgcgatcaaaattaaacaatataaaaccaattgaaatttatttctcaaatttaattgtt
agattatccatgctactagtgaacactcgagcacatttgtagtcatagcacacaacttta
gcaagggttactgtatgtaaaacactgtaatgtcaatgtagggttttaaggtactctgtg
ttagattaaatagttatacaggaattaaaaactcaagtattacgtataagctacacattg
tgaattgataagatacatgtgaccaaaaaaataatactgcattgattcttaacagtgggg
tgatctatggggtaacaatataccagaggcttggcaaagagtgtttttcatataccggta
tgtgtatttaaaagctcaacaaagttgactctaaaacagttttatttgtgaccattgaac
ttttatgtgtttttcttgaagcctcaggtcataggtcggtggggtaaaaaaaaaatttgce
tgcatcaaaatatcatgtctccccatttgggacgaaaagccaaattatggtgagtgtatg
gtgattgaatgttttctactcgtgaatgaatcatgtgaacggactgtgattcaaaacatg
tggacttatttttatatgggtagttagtactactgtgacgcaggacttaaagctcatatt
tgagtgtgtttgattcttgtgttgtatagttcttgcagagggcattgcccttttagatca
tgtgaaataaaccagtgatttggtgaaacagtaagttcataaatgtgagatattcattgt
gatattacccacttttaccatgcattttttttctcaatctagaggagggttttggaaggc
tgaaaatcattattttatgtcgaattttcaacccaaaaaatcccttgaggaatactgatt
acagatgtaaagcgttgtattctattgagattgtgggccaaagtgagaaaacttgcatac
catcagcaaacctcatataaatcagtgcaaagacacatagagtcaatcttagttcttatg
ataccaatacatgtatctgcctattaagtagcgtatagttcatttgaggtccgettcteca
ttcagaaattggtatgacatcttgccatcatctctgtgagagaaatatggcatccaatca
tgaaaaatatgtcatgttctgtctgcttattatcttgcatggttccaaacatgaaaagaa
gatcacatgaccagctcaaagcattttgcgatttgtttttactgtgttgatatcaccaag
gaaactgatatactagtagcatgtaaagggtattattattgagtgtgcttaggaatattt
tttccctgatattgaatgtacgcagtgcatggtctctcagcagaagctggcattttgcecaa
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ttttgcaattttgcaattttgcaattcagatcgcaagatccatgtatgatgtctccagta
tttttacctttaatgatgtcaggaacaaataacaatatgtatagttctttcagtgtgatt
ctgggtgttaagcttttggtttgtaacaattcgtattcagtttagtaatgtaacttgaac
tagtgtacactaatatctaacataagggttgactgtagtttctaataaactacagaggtt
tgatttccaagctcttgatgataatgtttgttttgagctatctctactcaagtttataca
atgggtttgatgttgttgtttttttgcaaatcatgtggtttcttttctgagaaatctaaa
aacatgatattttgccctgacctgattataatcatattgtctgtgccccaacttgatgat
catgtgtaccaaaaattgccatgatatttcactgtttgataaacaagggtatgtaatttt
caataaaaagaagagcagtttccataaaaaaaaa

Figura 2.29. Secuencia para el gen GFAP en la especie A. dufresnii. Con minudsculas se
indica la secuencia nucleotidica, y sobre ésta se indica el ORF en negro y los dos pares
de partidores Fw1 y Rv1 con amarillo y Fw2 y Rv2 con celeste. Con letras maytsculas
se indica la secuencia aminoacidica completa y sobre ésta con color se delimita el
dominio central ROD (rojo) de la proteina, quedando ademas delimitados el extremo
N-terminal que corresponde al dominio de la cabeza y el extremo C-terminal o
dominio de la cola del filamento.

gaggcgtacgatgccaccaaatttgtccttatatggtcaaatatgctacacgtactccgg

tgccaatattataatacaggcatgttccttgcagagagcatcattccaacttcaagcaag
ccaactcacaggtggtgtaacctcttctctctcececctttecggtaagtcttggaaatctact
acaattttgcgagctcatctcttggactttactgcagaaaatagcgcttataccatagga
tcaagcattgcgtgtagcgtttgtgaagtgagtgcatgcggtatctgatacgaatgettyg
ttttgtgaggttttattttagctctctatctctgaactttgggttatttatttagctgtt
aagaaattgcacttatatttgtagatgtgtttatatgcaatagttgattcatagttcaag
ttggaagcttgatcgcttatccagtttgtctttctctccaagttagctcggcataggatt
gctagtattactgcgcgcagccacctgtttaatgccacgcccccaatttcaccatgtgcea
tgcgcttgattcttacccgctcagecgtttggecgatcttaattcacgaagttttttttt
tattaaatcgtgcgtttcaggcgggactggtttcaggagtaatctgttatgaattaatag
ttgtaagatctcgtatggttatgatggtacatgtgttgagatggtgaaattataacctgg
ctagtgcaattacggattcaaataaagacttgcagatgagcacgacatgcctccattttt
caatttcacgcacgaagggaattataatgtgttttgctagcaacgtttcttcctecgtgtt
ctgtttaaaaatgttattgttggttcgtgttttattttgctatttaagtttacacgttcc
gcctgtaccgtatattgcatcgggcagtttttectttgaccatcatgectttgaattggeeca
aaaaccaaaggcatcattattttactctggttttgccatttgaaattgtctcggccaagt
aaagatgagcacaaagagcgaacagcattgtcaatcgtatggaattcgccatatcggtcg
agctaagggagtgggctcgctaaaagccggcatctcattattgacattggatatttaaat
gatgcagacaacagcgtcatgctattgtgagatcgtcttccattggataatccgcagggg
ccacagccccgcactgcatgcataattaatcgggttttceccgacgeccattcataacagttce
gcgccgctgtggecgcatggecttatatgggtatggggecgtggcaaatgctgagtcagtgce
gcatgggcgcatgcaacctgtttgccgaacgactgcgcatgcgaaatgggagtgggcggce
aagggatgcggcatgccccgaacacatgtatgttteccctcactaggatctgtacttgtgt
ccaagctcttgtcagcgcacttattcacgcattgtccttacattgtatttctattggecg
tgttccttgacagaataaacaaaaaacaaatcaatcaﬂatgtgacgatgatgttgccgct
c s L. T E - T K N K S I M C D D D V A A

cttgtcgttgacaacggatccggtatggtgaaggccggattcgeccggagacgatgeccccece
L vwv DNGS G MV K AGF A G D D A P
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agggccgtcttcccatccatcgtcggcagaccceccgtcaccagggtgtcatggtcecggecatg
R AV F P S I V. G R P R H O G V M V G M
ggacagaaggacagctacgtcggagacgaggctcagagcaagaggggtatcctcaccctg
G 9 K D s Y v 6 D E A Q S K R G I L T L
aagtaccccattgagcacggaatcgtgactaactgggacgacatggagaagatctggcecat
K vy p I E H 6 I v T N W D D M E K I W H
cacaccttctacaatgagctccgtgtggccccagaagagcaccctgtacttcectgactgag
H T F ¥ N E L R V A P E E H P V L L T E
gctccccttaaccccaaggctaaccgtgagaagatgacccagatcatgttcgagaccttce
AP L NP K A NREIKMT o I M F E T F
aacactcctgctatgtacgttgcaatccaggctgtgctctctctgtacgcatctggacgt
N T P A M Y V A I Q A V L S L Y A S G R
accactggtatcgtgtttgactctggtgatggtgtttctcacaccgtacccatctatgag
T T 6 I v *F D S G D G VvV S H T Vv P I Y E
ggatacgccctcccecccatgceccatcecttegtttggacttggectggacgtgacttgacagat
G Yy AL P H A I L R L DL A G R D L T D
tacctcatgaagatcctcaccgagcgtggatactctttcaccaccactgeccgagecgtgaa
y L. M~ K I L T E R G Y S F T T T A E R E
attgttcgtgacatcaaggagaagctttgctacgttgctttggacttcgaacaggagatg
I v R D I K E K L C Yy VvV A L D F E Q E M
tccacagctgccagcagctcaagtttggagaagagctatgagecttcctgacggacaggtce
s T A A S S S s$ L E K s Yy E L P D G Q V
atcacaatcggcaacgagcgtttccgatgccccgaggctcectcttceccaacccagettettyg
r T I 6 N E R F R CPE AL F O P S F L
ggtatggagtctgctggtatccacgagaccacctacaactccatcatgaagtgcgatgtt
G M E S A G I #H E T T Y N S I M K C D V
gacatccgtaaggatctctacgccaacaccgtcecctcectcaggtggtagcacaatgtacccet
b I R K DL ¥ ANTV L s G G S T M Y P
ggtattgccgaccgtatgcagaaggagatcacagccttggccccacccacaatgaagatce
G I A D R M Q K E I T A L A P P T M K I
aagatcattgctcctccagagaggaaatactctgtatggatcggtggctccatcecectceget
K 1 1T A P P E R K Y S VW I G G S I L A
tctctctccaccttccaacagatgtggatctccaagcaagaatacgacgaatctggtcca
s L s T F Q O M W I S K Q E Y D E S G P
tccatcgtccatcgcaaatgctttﬂaagcaaaaagaaactagtgcttattttgtgtctgt
s I vV H R K ¢C F - A K R N - C L F C V C
acttaatccatccaaactgaacctaatcctgatcatgcatacattattgt

Figura 2.30. Secuencia para el gen Actina en la especie A. dufresnii. Con minusculas se
indica la secuencia nucleotidica, y sobre ésta se indica el ORF en negro y los dos pares
de partidores Fw1 y Rv1 con amarillo y Fw2 y Rv2 con celeste. Con letras maytsculas
se indica la secuencia aminoacidica completa y sobre ésta con color fucsia se delimitan
los dos patrones consenso caracteristicos de la proteina obtenidos utilizando
PROSITE.
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atcgcatcatatcatcatccgtggcagatcagcaccatttcatctcatccctgtaaggaa
cacaaactcccattcatcaﬂagtcatcaaggttggaatcaatggctttggccgcatcggt
M v I K V G I N G F G R I G
cgcctgacgctgagggcaatcactgagaacgagaatgtggaggtggttgeegtcaacgat
R L T L. R A I T ENZENV E V V A V N D
ccettecattgacctggactacatggtgtacatgttcaagtatgactccactcacggcaag
p ¥ I D L D Y M V Y M F K Y D S T H G K
ttcaagggctccgtctcectcaagcgatggcaagctggtegtcaacgggatgcagatcaaa
F K 6 S v s s 8§ b G K L vV VvV N G M Q I K
gtattcgctgagcgggaccctagcgcgatcccgtggggcaagtgtggagectgagtacgtyg
vV F A E R D P S A I P W G K C G A E Y V
gttgaatcgacgggtgtgttcaccaccctagacaaggccaaggctcacctcaccgggggg
v E s T G v ¥ T T L D K A K A H L T G G
gccaagaaggtcatcatctccgcecccectecggcecgacgcacccatgtttgtcatgggegtce
A K K v I 1T S A P S A D A P M F V M G V
aacgagggaaactacgacgcaagctccatgaacatcatcagcaacgcttcgtgcaccacc
N E G N Y DA S S M N I I S N A S C T T
aactgtctggcccctctggeccaaggtgatcaacgacaactttggcattgaggagggactyg
N C L A P L A K V I NDNUF G I E E G L
atgaccaccgtacacgcagtcactgccacccagaagaccgtcgatggacccagecggaaag
M T T V H A V T A T Q K T VvV D G P S G K
aaatggcgtgatggtcgtggagcagcacaaaacatcatccctgcatccaccggggectgece
K W R D G R G A A Q N I I P A S T G A A
aaggctgtgggcaaagtcatcccagaactcaacgggaaactgaccggcatggecattceccgt
K A v G K vI P EL NG I KULTGMA A F R
gtccctgtccecceccgacgtgtecggtggtcgacctgactgteccgtctcaagaagagegtcacc
v p V P DV S V VvV DL T V R L K K S V T
tatgaccagatcaaggccacgatgaaggccgcgtcagagtccaaggagecttggacgcectac
Y D Qg I K A T MK A A S E S K E L G R Y
atggggtacaccgaggaccaggttgtctctcaggatttccgtggagataatcgctccagce
M G Y T E D Q VvV v S Q D F R G D N R S S
atctttgacgcaggtgctggcatcgccctcaacgacaactttgtcaagctecgtetectgg
I F D A G A G I A L N DNU FV KLV S W
tacgacaacgagttcggctacagctaccgcgttgttgacttgttatgctacattgcagceca
Yy b N E F G Y S Y R V Vv D L L C Y I A A
aagﬁaatctggcagtcaggaatatagcccagagaaccgggaaacctggaacatgaatctc
K —
agctgcatctttaaaacaggacttcatctgccgtagtaacatatatctgaaaaacttata
tgattgtaaccattcacgcaagatgcgacacattactatgagaactgagcttccagtttc
ccctaaaataaaagaacttgatttaaatgtgatgtcaaaatatccctgaattgtcttgta
gcacaagctaacaaaatatatactattattcatgtaaactggttgaatgatatcagcaaa
tgtttaaattctcaactcacattttaccctatttccagtatctgtgttcctaggaatgag
agagctagcgctatccaccatatactgctttcagtgaacttgtactceccttgtaattteca
tgtgtgtgtttgagtgtatctatggagtagtgtatggggatagatgtgcttgttgtttat
cttatctattggtcattagatatggtggcacgtgtgctgtggttggggaaaatgcgaaag
cactgattaatattgaattttatctgaaaaggcagtacaagtaaaaaatgaagtgttgtg
tgaggagataagttatatagttgatgcagcaattatgttgtttgttaaaaattcttatat
aaaagctcatggagcttgcagttgaaactgttttgaagtttaacttccagaggcagaatt
aaagcattaaactttactatgtgtttaattcgtttttgtatcagtggactcacttatttg
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tagaatgttcctaatgttataatcgtaatttcacaaaacaaggaggaaataccagtgaat
tgggttaacattgctatacagtaccacatttctatgttgtacttatctcagtaccccaag
taccattgtaatgctgacttaatctcaataaactatttagaaagaaaaaaaaaa

Figura 2.31. Secuencia para el gen GAPDH en la especie A. dufresnii. Con minusculas
se indica la secuencia nucleotidica, y sobre ésta se indica el ORF en negro y los dos
pares de partidores Fwl y Rvl con amarillo y Fw2 y Rv2 con celeste. Con letras
mayusculas se indica la secuencia aminoacidica completa y sobre ésta con color se
delimitan los dominios caracteristicos de la proteina, el dominio de unién a NAD
(naranja) y el C-terminal (verde), obtenidos utilizando PROSITE.

tctatgttgaagatctcaccaﬂaggtcgagtgatccgtggacagcgtaagggagctggtag
M G R V. I R G O R K G A G s
gtcttcaggtcgcacaacaaacacaggaagggcgccccaaggctgegetccategacttt
V F R S H N K H R K G A P RUL R S I D F
gccgagcgtcatggctacctcaagggaatcgtgaaggaaatcatccacgacccececggtegt
A E R H G Y L K G I VvV K E I T H D P G R
ggtgctcccctggccaagatcacattccgtgacccecctaccgctacaagaagcgcaacgag
G A P L A K I T F R D P Y R Y K K R N E
ctgatgatcgctgcagagggcatgtacaccggacagttcatctactgtggaaagaaagcc
L M I A A E GM Y T G Q F I ¥ C G K K A
accctcaacatcggcaacgtgctccccatcggcagcatgecccgagggaaccatcatcectge
T L
tccgtggaggagaaggctggtgaccgcggcaagctggectcgetgectcgggcaactacgcec

accgtggtctcccacaacccagagaccaagaagtccecgegtcaagcectcececcecctcectggetcece
aagaaggtggtcccatctgccaacagggccatggtcggagtggtagctggecggtggecgt
atcgacaagcccctgctgaaggccggcecgcecgcectacttcaagtacaaggtcaagcegtaac
tgctggccgcgcgtgegtggtgtggccatgaacccecgtggaccatccccacggaggaggt
aaccaccagcatatcggtacgccctctactgtcaggagagacaccccagctggacgcaag

gtcggtctgatcgctgccecgeccgcaccggtegectgecgecggaaccaagaaggtcaaggac
v 6 L I A A R R T G R L R G T K K V K D
gccaaggaaﬁﬂﬁacgtggacattacgacgtgacaaagaaagtcaataaaaaatgtgcaaa
A K E -

aatctcacaccacattcttctcccccatcett

Figura 2.32. Secuencia para el gen RPL8 en la especie A. dufresnii. Con minusculas se
indica la secuencia nucleotidica, y sobre ésta se indica el ORF en negro y los dos pares
de partidores Fw1 y Rv1 con amarillo y Fw2 y Rv2 con celeste. Con letras maytsculas
se indica la secuencia aminoacidica completa y sobre ésta con color se delimitan los
dominios caracteristicos de la proteina L2 (rojo) y L2C (verde), obtenidos utilizando
Pfam y PROSITE.
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agccgagagcatagttgcagttagtcacttttcttctgtctcagcgacatctaaacctecg
H S ¢ s - s L ¥ *F C L S D I - T S
cacagcaccaﬂaggaaaggaaaagaagcacatcaacattgtggtcgttggtcacgtcgac
H S T M G K E K K H I N I VvV V V G H V D
tctggcaagtcgaccacgaceggecatectecatctacaagtgcggtggcatcgacaagega
S 6 K §S T T T G H L I ¥ K C G G I D K R
accatcgagaagttcgagaaggaggccgcagagcttggcaagggctcecgttecaagtatgece
T I E K F E K E A A E L G K G S F K Y A
tgggtgttggacaagctgaaggcagagcgtgaacgtggcatcaccatcgacatcgectctc
W VvV L. D K L K A E R E R G I T I DI A L
tggaagtttgacaccagcaagtatgccatcactgtcatcgatgccccgggeccatcecgtgat
W K F D T S K Y A I T V I D A P G H R D
ttcatcaagaacatgatcacaggcacctcgcaggctgactgcgeccgtectgatecgtggea
F I K N M I T G T S Q A D C A V L I V A
gctggtaccggagagtttgaggccggcatctccaaggagggccagacccgcgagcacgcec
A G T G E F E A G I S K E G Q T R E H A
ctcttgtgttacacgctgggcgtgaagcagctcatcgtagccgtcaacaagatggacagt
L L C ¥ T L GV K Q L I vV A V N K M D s
gccaagtacgacgagacccgtttcaaggagatcagcaaggaggtgtcgtcctacatcaag
A K Y D E T R F K E I S K E V S S Y I K
aaggtcggctacaaccccaaggcggtggctttecgteccccatcecteccggatggcacggagac
K vV G ¥ N P K A V A F V P I S G W H G D
aacatgttggagccctctgacaagatgccgtggttcaagggatgggccatcgagecgcaag
N M L E P S D KM UPWF K G WA ATI E R K
gatgggaacgccagcgggaagactctctttgaagcgctggactccatcctggageccagag
D G N A S G K T L F E A L D S I L E P E
aggcccaaccacaaacctcectceccecgectecectectgcaggacgtctacaagatcggeggtatt
R P N H K P L R L P L O D V Y K I G G I
ggcacagttccagtgggccgtgtggagactggcaccctgaaaccgggtatggtcatctgce
G T v P V. G RV ET G T L K P G M V I C
tttgccccecggtaacatctccactgaggtcaagtcggtggagatgcaccacgagtecttyg
F A P G N I S T E V K S V E M H H E S L
caggaggccattcctggggacaacgtcggcttcaacatcaagaacgtctccgtcaaggag
Q E A I P G D NV G F NI K NV S V K E
atcaagcgaggctacgtcgcaggagactccaagaacgacccgccgagatgtgcaaaatcec
I K R G Y v A G D S K N D P P R C A K S
ttcaaggctcaggtcattgtgatgaaccaccctggccagatccacgccggctactgtcca
F K A Q v I VvV M N H P G Q I H A G Y C P
gtgctggactgccacaccgcccacatcgectgcaagtttgeccgagecttgtggagaagett
vV L D C H T A H I ACI KUVF A E L V E K L
gaccgtcggtctggcaagaagctggaggatggtcccaagtttgtcaagagecggtgatgcec
D R R S G K KL ED G P K F V K S G D A
tgcatcgctcagctggtgeccctccaagcagatgtgecgtggagtecctteccaggagtaccag
c I A Q L V P S K Q M C V E S F Q E Y 0Q
ccactgggccgcectttgcecgtgecgcgacatgaagcagaccgtcgecgtgggegtggtcaag
P L G R F A V R D MI K QT V A V G V V K
tccgtggagaaggccgagactggaggaggcaagatgaccaagtctgctgtcaaggccggce
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K A E T 6 G G K M T K S A V K A G
aagaagaaaﬁﬁﬂtggcattctgtagcccaaggcccacacaagcactcgccactaccacca
K K K -
ctcctccaactggtccgectteccecctttatcaaccctectcaaggagatcgcaccgagtcectce
cgtctgccaatgcttcttgaaaagatgaaaacccagagaatacgtaggttgctggtgtag
gcatcaccatgcacctgcaaaacaactcaagctaatcaactcttcacttgccactcctag
acaagatgtagttaggcttactagcatctgtttctcccatggacactatcacaacaaatt
aaagtcatgattttacatctgtgggcatcatgaaaagaaaagatgcgatttcatcaggca
taaagcttgcacccgtccagtggaaattgatgtggtggtgttttatccttaatctcatge
ttacgcttgtttttattcttgcacgtgacagaatcgtgcacgcaaaacttgatgtagttyg
aagcaaccaaagcacaatacactacacagagaaaaagttcttgaaagcaaactagttcat
catattcattgtggacttgcttctttttggtgaacaaatgtactcacatctatttaattt
gtatgtaaatgaaaaaagtgcatgccttggaaataaatacatgtattccataactgtaca
acatcgtctggtgttcaatgcttattctacaatgttgtgcagatggaagaggaatactgt
aatcgtggttactttcactgtatttcaattttcgcaaatgctcctaaatccgcaaaacta
aaaacaacatttcaatgattgttctttcctttgttgcaagcatacaat

Figura 2.33. Secuencia para el gen EF1-al en la especie A. dufresnii. Con minusculas
se indica la secuencia nucleotidica, y sobre ésta se indica el ORF en negro y los dos
pares de partidores Fwl y Rvl con amarillo y Fw2 y Rv2 con celeste. Con letras
mayusculas se indica la secuencia aminoacidica completa y sobre ésta con color se
delimitan los dominios caracteristicos de la proteina EF-Tul (rojo), EF-Tu2 (fucsia) y
EF-Tu3 (naranja), obtenidos utilizando PROSITE.
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Fijacion para Inmunocitoquimica

Embriones y larvas de A. dufresnii se fijaron alos 2, 3,4, 5, 6, 8, 10, 12,y 14 dpf.

Dado a que en estos organismos algunos de los epitopes resultaron muy sensibles a la

fijacion tradicional, se practicaron diversas técnicas y se eligié una fijaciéon suave con

la que se obtuvieron buenos resultados. La misma se describe a continuacién:

Colocar a los organismos con su medio acuoso en un filtro de
aproximadamente 50um, y eliminar la mayor parte del liquido.

Fijar los organismos en solucién de Paraformaldehido (PFA) frio al 4%. Esta
solucién puede prepararse con hasta un mes de anticipacién y mantenerse a
-20°C. Una vez descongelada debe utilizarse o mantenerse a 4°C hasta por una
semana.

Descartar el PFA y deshidratar el tejido con una solucién de Etanol/PBS en

concentraciones crecientes:

a. Etanol 30% 5 minutos
b. Etanol 50% 5 minutos
c. Etanol 70% 5 minutos

Almacenar a -20°C por hasta 2 meses.

Protocolo de Inmunocitogquimica

1.

2
3
4
5.
6
7

Etanol 70% 5 minutos
Etanol 50% 5 minutos
Etanol 30% 5 minutos
PBS + 0.1% Tween-20 10 minutos
PBS + 0.1% Tween-20 10 minutos
PBS + 0.1% Tween-20 10 minutos

. Anticuerpo primario en PBS + 0.1% Tween-20 + 2.5% Suero de Burro

24hs a 4°C
PBS + 0.1% Tween-20 10 minutos
PBS + 0.1% Tween-20 10 minutos
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10. PBS + 0.1% Tween-20 10 minutos
11. Anticuerpo secundario en PBS + 0.1% Tween-20 + 2.5% Suero de Burro

3 hs a temperatura ambiente

12.PBS + 0.1% Tween-20 10 minutos
13.PBS + 0.1% Tween-20 10 minutos
14.PBS + 0.1% Tween-20 10 minutos
15. Hoescht 10 minutos
16. PBS + 0.1% Tween-20 5 minutos
17.PBS + 0.1% Tween-20 5 minutos
18. PBS + 0.1% Tween-20 5 minutos
19.PBS + 0.1% Tween-20 5 minutos

20. Montar con fluoromount antifading sobre portaobjetos silanizados y dejar

secar por 24hs.

Hoescht (bis Bensimide)

Solucidn stock: 5, 6 mg/10ml H20 bidestilada, conservado a -20°C.
Solucion de trabajo: 1ul de solucion stock en 5000ul de PBS.

Preparacién de 1 litro de PBS 10X (solucién madre)

1. Pesar las sales y colocarlas en un recipiente

NaCl 80.6g

KCl 2.2g

Na2HPO4 11.5g

KH2P0O4 2.0g

Afiadir 800ml de dH20 y mezclar con agitador magnético hasta diluir las sales.
Ajustar a pH 7,4 afnadiendo pequefias alicuotas de HCl 1M y NaOH 10M.

Llevar a volumen final con dH20.

Almacenar a 4°C.

Solucion de uso PBS 1X: Diluir una parte de PBS 10X en 9 partes de dH20.

a s W N
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Preparacion de Paraformaldehido 4%

©® N o ok

Calentar 80 ml de agua destilada a 50-55°C.

Agregar 4g de Paraformaldehido

Mezclar con agitador magnético durante 30-60 minutos hasta que la solucion
se vuelva cristalina. Mantener la temperatura entre 50-55°C, de ser necesario
agregar 1 o 2 lentejas de NaOH para solubilizar el Paraformaldehido.

Dejar enfriar a temperatura ambiente.

Ajustar apH 7,4

Agregar 10ml de PBS 10x

Llevar a volumen de 100 ml con agua destilada.

Fraccionar y mantener a -20°C hasta un mes o a 4°C por una semana.

Método de preparado de portaobjetos

Solucidn para Silanizar

480ml de Acetona + 20ml de Silane (3-aminopropil-trietoxilane).

S W N

Colocar los portaobjetos en 1N HCI por 24hs y luego enjuagarlos varias veces
con agua destilada.

Colocar los vidrios 30 minutos sumergidos en la solucidn para silanizar.
Enjuagar 3 veces con agua desmineralizada.

Dejar secar a temperatura ambiente.

Se puede utilizar la solucién mientras se mantenga transparente. Una vez

oxidada se vuelve color ambar y se debe descartar.
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