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RESUMEN
La epidermis ha funcionado como una barrera de defensa en los animales a lo largo de su

evolucién. Durante el desarrollo post-larvario, la epidermis de pez cebra se engrosa través de la
estratificacion o adicion de nuevas capas celulares, un evento que ocurre en los estadios de 5 a 8
mm de Longitud estandar (por las siglas en inglés Standard Length, SL). Para llevar a cabo este
proceso, son esenciales las células troncales epidermales, las cuales expresan el factor
transcripcional p63. La estratificacion epidermal en larvas de pez cebra es un sistema adecuado y
atractivo para estudiar como las células troncales participan en la formacién y el crecimiento de
los 6rganos. Nosotros encontramos que la estratificacion epidermal es una consecuencia de dos
eventos, cambios en la forma y en la proliferacion celular. Primero identificamos dos
subpoblaciones de células epidermales. Una de ellas, compuesta por células troncales basales, en
un estado quiescente y expresando altos niveles de p63, mientras que la otra subpoblacién de
células epidermales mostré ser altamente proliferativa, con niveles bajos o nulos de p63 localizada
en capas basales o suprabasales de la epidermis. Consistentemente estos dos tipos celulares se
encontraron contiguos, lo que sugiere que tienen un origen comun. Una tercera subpoblacion fue
detectada por incorporacion de EAU en el DNA por experimentos de pulso y caza. Estas células
permanecieron quiescentes de los 6 dias post-fertilizacion hasta 5 — 8 mm SL y no expresan p63.
Todos estos tipos celulares son parte de la dindmica de la estratificacion epidermal.
Adicionalmente, describimos distintos mecanismos que participan en el proceso de estratificacion,
incluyendo la proliferacién celular, la fosforilacién de p63 y la divisién asimétrica de células
troncales. Nos enfocamos en los patrones de expresion intracelular de proteinas involucradas en la
division asimétrica, como as Par3, LGN, NuMA e Insc. En la etapa de pre-estratificacién (5 mm
SL), Par3 y LGN muestran una distribucion uni-lateral y bilateral sugiriendo su participacion en
divisiones celulares laterales. Después, durante el pico de la estratificaciéon (6.5 mm SL), estas
proteinas se distribuyen en forma de luna creciente en la zona apical de las células basales
epidermales, que es tipico de divisiones asimétricas. A los 8 mm SL detectamos a Par3 y a Insc en
patrones de division asimétrica, expresando también p63, pero solo en células localizadas en capas
suprabasales y reflejando divisiones celulares con orientaciones heterogéneas. También
observamos la expresion de diferentes genes Notch entre 5 a 8 mm SL, sugiriendo que estos genes
pudieran participar en diferenciacion celular durante la estratificacion epidermal de pez cebra,

como se ha observado en otros organismos.



ABSTRACT
The epidermis, as a defensive barrier, is one consistent trait throughout animal evolution. During

post-larval development, the zebrafish epidermis thickens by stratification or the addition of new
cell layers at the stages of 5 to 8 mm of Standard Length (SL). Essential for this process are the
epidermal basal stem cells, that express the transcription factor p63. The epidermal stratification,
that takes place during zebrafish post-larval development, is a tractable system to study how stem
cells participate in organ growth. In this work we found that epidermis stratification is the
consequence of two events, changes in cell shape and active cell proliferation. First, we detected
two different subpopulation of epidermal cells. One of them was composed by basal stem cells in
a quiescent state that express high levels of p63, while the other subpopulation of epidermal cells
was highly proliferative, with low or null levels of p63, and located at both basal and suprabasal
layers. We often found these two cell types contiguous suggesting a common origin. A third
subpopulation was detected by EdU incorporation into DNA in pulse-chase experiments. These
cells were quiescent from 6 days post-fertilization to 5 — 8 mm SL, and do not express p63. All
these epidermal cell types seem to be part of the dynamics of epidermal stratification. Additionally,
we described different mechanisms that participate in the stratification process, including, cell
proliferation, p63 stability, and asymmetric cell division from stem cells. We focus on the
intracellular expression patterns of proteins involved in asymmetric cell division as Par3, LGN,
NuMA and Insc. At the pre-stratification stage (5 mm SL) Par3 and LGN shows an unilateral and
bilateral distribution suggesting lateral divisions. Thereafter, at the peak of stratification (6.5 mm
SL), these proteins distribute in a crescent-moon shape located at the apical region of epidermal
basal cells, suggesting that these cells divided by asymmetric divisions. At 8 mm SL we detected
Par3 and Insc in the asymmetric cell division pattern (crescent moon-shape) but in suprabasal
layers, in cells expressing p63 but in orientations that are heterogenous. We also observed the
expression of different Notch genes at 5, 6.5 and 8 mm SL concluding that this pathway may
participate in cell differentiation during epidermal stratification in zebrafish, in the same way as it

has been observed in other organisms.



GRAPHICAL ABSTRACT

—  =pB3 ¢+ =pB3/Pard
- =[RC === =p63/LGN
=~ = pHH3 @ = p63 + NuMA

=== =pB3 + pHH3 o0 EdU (= =EdU + NuMA

- =pHH3
‘& = pB3+ Par3 o LGN
= =p63 + pHH3 0 EdU
- =|RC

= -=pHH3

."Q‘./f IR (= —_— ‘@ =p63+ Par3 o LGN
" @ = pB3 + pHH3 0 EdU
- =LRC




ABREVIATURAS
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I. INTRODUCCION
1.1. La piel, principal érgano de defensa ante el medio ambiente.

La piel ha sido el 6rgano mds grande del cuerpo durante la historia evolutiva de los animales. La
piel no sélo es la principal barrera que protege al cuerpo de la deshidratacién, traumas mecanicos
e infecciones bacterianas, sino es esencial para la sobrevivencia. Su origen embrionario esta
conservado entre las especies; sin embargo, su morfologia y sus funciones pueden ser altamente
diversas entre los animales [1, 2]. Su complejidad y composicién celular depende de las
interacciones del organismo y su medio ambiente [2, 3] al punto que, en algunos casos incluso se
han convertido en armaduras como en los cocodrilos y tortugas [4, 5]. La piel se divide en tres
capas siendo la epidermis la mas externa seguida de la dermis y la hipodermis. La epidermis y la

dermis estdn separadas por una membrana basal y una matriz extracelular de coldgena [6].

La epidermis es un epitelio muy especializado con una organizacion estratificada, el cual
constantemente se encuentra en transicién y mantiene una alta tasa de divisién celular, esta
cualidad provee un sistema accesible para estudiar las propiedades de las células troncales (Stem
Cells, SCs). Los queratinocitos son las células més abundantes en la epidermis y alteraciones o
defectos durante su formacion lleva a la generacion de tumores epidermales o carcinomas [7, 8].
Diversos estudios sobre las SCs epidermales han estado encaminados a encontrar marcadores
moleculares para identificar subpoblaciones de SCs y de su progenie. Asi como también
determinar la localizacion de diferentes nichos y describir las vias que regulan la proliferacion y
la diferenciacién de las SCs. Dicho conocimiento serd util en disefiar terapias alternativas para

pacientes con diversas patologias tales como psoriasis o cancer [9].

1.2. El pez cebra como organismo modelo de estudio.
El pez cebra (Danio rerio) es un miembro de los peces teledsteos (peces que tienen un esqueleto
osificado) y tienen una divergencia evolutiva con los animales terrestres de 400 millones de afios.
El pez cebra es un pequeiio organismo de agua dulce, utilizado como modelo de estudio en biologia
del desarrollo. Una comparacion con el genoma humano revelé que aproximadamente el 70% de
nuestros genes se encuentran en pez cebra y cerca del 84% de los genes que causan enfermedades
en humanos presenta un gen ortélogo en dicho modelo [10]. Algunas ventajas de utilizar a pez

cebra como modelo de estudio es que presentan un rapido desarrollo, los embriones de pez cebra
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son transparentes, se desarrollan externamente, tienen alta fecundidad y actualmente su genoma se
encuentra secuenciado. El pez cebra es un sistema genético muy util, hay diversas mutantes con
defectos epidermales; todas estas cualidades hacen del pez cebra un organismo modelo ideal para

estudiar la formacién de la epidermis [11, 12].

1.3. Desarrollo de la epidermis.

1.3.1. Desarrollo de la epidermis en mamiferos.
En el ratén se ha establecido que la epidermis se forma en aproximadamente 10 dias (entre los
estadios E8.5 y E18.5). Inicialmente las células del ectodermo no-neural adquieren un destino
epidermal y forman una capa de células basales que eventualmente dan origen a una segunda capa
de células denominada peridermis. La formacion de los estratos epidermales comienza a partir de
la proliferacién de las células basales que son consideradas SCs, las cuales se pueden identificar
porque expresan al factor transcripcional p63. Posteriormente se forman las capas intermedias. La
maduracidn de las células suprabasales da lugar a las células espinosas, las células granulares y las
células cornificadas. El estrato cérneo es la capa mds externa de la epidermis y se desprende
continuamente, asi se forma una barrera epidermal compuesta principalmente de proteinas
entrelazadas a una capa de lipidos que evita la deshidratacion (Figura 1A) [7]. El tiempo que le
toma a la progenie de las células basales en diferenciarse y alcanzar la superficie es de

aproximadamente 28 dias en humano y 9 dias en raton.

Estrato c6meo J Tipos celulares

O Células mucosa
> Ionocitos

Queratinocitos
diferenciados

Célula basal

.

Superficie Vista lateral e

Estrato basal

Membrana basal
A Papila dermal

—— Membrana basal

R Matriz extracelular

Figura 1. Comparacion morfologica entre la epidermis de mamiferos y peces. A, Organizacion de la

epidermis en mamiferos, la membrana basal separa la dermis de la epidermis, sobre la membrana basal se
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encuentra la capa de células basales, seguida de la capa de células espinosas, el estrato granular y en la parte
mds superficial se localiza el estrato cérneo, el cual se descama continuamente. B, Esquema de epidermis
de pez cebra formada por dos capas de células durante las etapas de desarrollo embrionario y larvaria
temprana. Las células basales se encuentran sobre la membrana basal y en la capa externa se localizan
diferentes tipos de células especializadas. Tanto en mamiferos como en peces las células basales son

consideradas células troncales.

1.3.2. Desarrollo epidermal durante la embriogénesis en pez cebra.
Durante el desarrollo embrionario de pez cebra, en la etapa de bldstula ocurren eventos
importantes, tales como: la epibolia, la transicion midblastula (donde inicia la transcripciéon de
genes cigdticos) y la formacidn de la capa sincicial del vitelo. Los blastomeros externos comienzan
a formar la capa envolvente denominada EVL (por sus siglas en inglés Enveloping Layer), descrita
como un peridermo transitorio (Figura 2B) [13-15]. Durante la fase de gastrulacion las células
profundas del blastodermo (Deep cells) localizadas cerca del polo animal, dan lugar a la epidermis
como parte del ectodermo no-neural (Figura 2B) [11], e inician la expresiéon del marcador

epidermal p63 [16, 17].

Envelnpmg layel Animal pole
Blastoderm

Deep cells
Internal yolk

syncytial layer

Ectodermo
Yolk

syncytial
nuclei

omite muscle Mesoderm

Pronephros Dorsal
Bood Fins  Heart

Ventral
Extemal yolk” entra

0002 syncytial layer

9. s 0
Microtubules

0,% aryi¥ ~~Endoderm

Blastoderm margin

Yolk cell

B Vegetal pole

Figura 2. Regionalizacion en un embrion de pez cebra en la etapa de blastula. A, Antes de la
gastrulacion, las células profundas se encuentran rodeadas de la capa envolvente (EVL), la superficie del
vitelo se encuentran los nicleos de la capa sincicial del vitelo. B, Mapa esquemaético del destino final de las
células profundas de un embrién de pez cebra, las regiones que dardn lugar a los 6rganos se encuentran

marcadas. Imdgenes tomadas de [18].
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A las 24 horas post-fertilizacion (hpf), la epidermis se encuentra formada por solo dos capas: la
EVL que da lugar a la capa externa y la capa basal. Esto contrasta con la epidermis de un pez
adulto, que presenta entre 6 a 10 capas de células, lo cual varia entre las partes ventrales y las
diferentes regiones del tronco. La expresion de p63 estd restringida a las células basales y ausente
en la EVL. Hay trabajos recientes que muestran que al mes de edad, la EVL se pierde y es
remplazado por una poblacién derivada de los progenitores basales, similar a la epidermis de

mamiferos [15, 19].

1.3.3. Epidermis de pez cebra adulto.
La estructura y funcion de la piel de pez cebra tiene varias similitudes con la de vertebrados. Como
en los mamiferos, la piel de este pez estd compuesta de una capa dermal y una epidermis
superficial. De la misma forma, el destino de la epidermis durante la embriogénesis es establecida
por la expresion del factor transcripcional p63 [20-23]. Asi mismo, existen diferencias
morfoldgicas entre la epidermis de los peces y mamiferos que son consecuencia de los diferentes
ambientes que habitan [16]. La epidermis de los teledsteos puede ser subdividida en capa basal,
intermedia y superficial. La capa intermedia estd compuesta de células altamente especializadas,
incluyendo cinco tipos de ionocitos [24], células de Langerhans [25], metafocitos presentadores
de antigenos [26] y neuronas HCS, que sensan la dindmica de fluidos [3] (Figura 1B). Diversas
mutantes en pez cebra han revelado algunos genes que participan en el mantenimiento,
morfogénesis, integridad y homeostasis de la epidermis; entre los genes se incluyen determinantes
de la polaridad celular como penner, componentes de uniones celulares como E-caderina y
reguladores de la proliferacion celular como p63. Asi mismo, genes como romeharsha, clintl,
involucrados en el transporte intracelular de vacuolas, aparentemente tienen un papel crucial en el
mantenimiento de la epidermis del pez cebra. La pérdida de funcién de ambos genes junto con el
gen goosepimples, llevan a un incremento en el flujo de la membrana plasmatica debido al
incremento de endocitosis y acumulacion de lisosomas, provocando disminucién en el tamaio
celular, particularmente en las células que conforman el EVL generando disminucién en el drea de
superficie. La reduccién en el drea de la superficie del EVL es compensada por el incremento en
la proliferacién celular de las células basales, como un mecanismo compensatorio para mantener

la integridad del tejido. Sin embargo, las diferencias en el tamafio celular y su relacién con la
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proliferacidn celular producidas por las alteraciones en el transporte intracelular, atin no estin del

todo claro [27].

Estudios de ganancia y pérdida de funcién empleando morfolinos (oligdmeros antisentido de
cadenas modificadas de DNA) han establecido que los ionocitos y los queratinocitos son derivados
del mismo precursor epidermal, el cual expresa la isoforma ANp63 del factor transcripcional p63.
Asi mismo, se ha determinado que la diferenciacién de los ionocitos es independiente de ANp63

y es dirigida por la via de sefalizacion de Notch y los factores transcripcionales de cajas tipo

Forkhead Foxi3ay Foxi3b [16,28].

En las etapas post-larvarias es dificil seguir el desarrollo basdndose solamente en la edad de los
peces, dada la variabilidad en la velocidad para desarrollarse. Se ha establecido Longitud Estandar
(por las siglas en inglés de Standard Lenght, SL) como una medida de tamaiio, que es el mejor
indicador del progreso del desarrollo en etapas post-larvarias [29].Como antecedente previo en
nuestro laboratorio, se identificaron las etapas post-larvarias donde ocurre la estratificacion y que

se relacionan con un aumento en la tasa de proliferacién celular [19].

1.4. El factor transcripcional p63 es el principal regulador de las células troncales en la
epidermis.

El factor transcripcional p63 es miembro de la familia de factores de transcripcién p53, que
consiste en tres genes p53, p63 y p73. La proteina p63 es compleja e interesante ya que tiene varias
funciones que dependen de variaciones en su transcripcion, tiene dos promotores alternos que dan
lugar a las isoformas TAp63 y ANp63, que a su vez generan otros transcritos por escision
alternativa (en inglés “alternative splicing”) generando las isoformas -a., -3, -y, -0 y -€ con y sin
dominio de transactivacion [30]. Las 10 isoformas contienen el dominio de unién a DNA (DBD)
y el dominio de oligomerizacién (OD). Las isoformas-a adicionalmente contienen un motivo alfa
estéril (SAM 6 dominio de interaccion proteina-proteina) y un dominio de inhibicién de la
transcripcion (TI). Las isoformas-f3 presentan un segundo dominio transactivacion (TA2) que se

encuentra en el exon 11. Traduccién de las isoformas-6 generan proteinas que termina a la mitad
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del TA2 y finalmente las isoformas-¢ resultan en la prematura transcripcion en el exén 10, después

del dominio de oligomerizacién, (Figura 3) [30].

a rn P2 5 B
TAp63 AN p63 2
4IUZEQE@MMGH7H8HQ TR
Vo v vV oV
b Taps3a TA1 DBD oD [TAS ISAM Ti] 641 aa
A N p63a. DBD [COD [ TAZ[SAM |11 | 586 aa
A N p63p DED o0 1Az 461 aa
AN p63 DBD [Cob 1] 393 aa
AN p63s DBD Cop ] 416 aa
A N p63e DED o] 356 aa

Figura 3. Esquema de la estructura del gen p63. A, Representacion esquematica de la organizacion del
gen p63 en exones-intrones y eventos alternativos de escision. Promotores alternativos usados, P1 para
generar la isoforma TAp63 y P2 para generar la isoforma ANp63. B, Esquema de las isoformas TAp63 y
ANp63 y sus respectivos dominios. Ademads, existen cinco isoformas con diferentes extremos-carboxilo
que son resultado de escision alternativa. TA: Dominio de transactivacién, DBD: dominio de unién a DNA,
OD: dominio de oligomerizacién, SAM: dominio alfa estéril, TI: dominio inhibidor de la transcripcién

[30].

Durante la morfogénesis epidermal, la isoforma ANp63-a reveld altos niveles de expresion en las
SC en la capa basal y su progenie, en donde su expresion es necesaria para mantener el potencial
de proliferacién celular [15,31-33]. Asi mismo se ha propuesto a ANp63-a como una isoforma
de p63 con funciones de un factor dominante — negativo, ya que tiene la habilidad de bloquear la
transactivacion de TAP63, p53 o genes relacionados a p73 [21]. Tanto TAp63-a y ANp63-a tienen
funciones antagdnicas; mientras que ANp63-0 mantiene a las células como troncales y tiene una

alta expresion en las SCs de tejidos epiteliales, TAp63-a induce apoptosis en estas [34, 35].
Larelevancia del factor transcripcional p63 fue evidenciada con ratones knockout (KO) los cuales

carecian de estratificacion epidermal y la falta de estructuras como dientes, foliculos pilosos y

glandulas mamarias [36]. La epidermis de los ratones p63 -/- consistia en una sola capa celular y
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y carecia de la expresion de marcadores de diferenciaciéon como Citoqueratina- 5y 14 (K15 y K14,
respectivamente). La pérdida de la estratificacion y la ausencia de la barrera epidermal resulté en
la deshidratacién y muerte temprana de los animales. Asi mismo se ha demostrado que el factor
transcripcional p63 actiia a través de sus genes blanco para dirigir y controlar la especificacién y
el desarrollo de epitelios, actuando en distintos mecanismos como son el crecimiento celular,

proliferacidn, apoptosis y la diferenciacion celular (Figura 4) [37, 38].

El fenotipo del KO ANp63, revel6 defectos similares a los reportados en ratones KO del gene p63;
tales como: defectos en la piel, defectos epitelios de la cavidad oral y gldndulas mamarias,
extremidades truncadas y anormalidad en el desarrollo craneofacial [39]. El KO en ratén de la
isoforma TAp63 (delatando los exones 2 y 3) mostrd, una morfogénesis epidermal normal y
desarrollo normal de extremidades [40]; indicando que las isoformas ANp63 tienen una mayor

distribucion en los epitelios y un papel relevante durante el desarrollo embrionario [41].

Respuesta a dano celular

Ciclo celular

Permeabilidad de la
barrera /cicatrizacién de
heridas

Estado troncal
Figura 4. La relaciéon de p63 con sus blancos transcripcionales. Representacion esquemadtica de la

interaccién funcional de p63 y algunos de sus blancos transcripcionales para dirigir distintas vias de

sefializacion y funciones de la piel [38].
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1.5. Establecimiento de poblaciones celulares con capacidad pluripotencial.
Es importante definir las caracteristicas de las poblaciones celulares que nos permitan comprender
su comportamiento e implicaciones en un tejido. Autores como L.G. Lajtha desde los afios 60s a
80s junto con C.S. Potten en los 80s y 90s se han enfocado en definir las poblaciones celulares, en
diferentes tejidos y que son pluripotenciales. A continuacion, describiremos principalmente las

poblaciones de SCs y progenitores celulares (PCs) de acuerdo a dichos autores [42-44].

1.5.1. Células troncales.
Las células tipo SC se pueden definir a partir de las siguientes caracteristicas: a) deben ser células
indiferenciadas, b) mantenerse quiescentes o ser capaces de proliferar, c) ellas mismas pueden
autorenovarse y mantener la poblacion de células SCs, d) al mismo tiempo tienen la capacidad de
producir un gran ndmero de células diferenciadas, una progenie funcional y por esta misma

propiedad ser capaces de regenerar tejidos dafiados [43].

1.5.2. Progenitores celulares de SC o Células de Amplificacion Transitoria.
Laszlo G. Lajtha postul6 en 1979, la existencia de “células transitorias” diferentes a las SCs, que
eran producidas como poblaciones celulares de corta vida. El “tiempo de transicién” fue definido
como un proceso de maduracién que limita su capacidad de proliferacion [44]. Asi mismo M.
Loeffler y C. S. Potten en 1997, establecieron los criterios que definen a las TACs y que son los
siguientes: a) las TACs comienzan a expresar marcadores de diferenciacion durante sus divisiones
celulares, b) tienen una alta tasa de proliferacion celular, c) no pueden auto-renovarse, d) son
capaces de producir numerosas células diferenciadas, e) estos progenitores celulares son
temporalmente capaces de regenerar un tejido dafiado; sin embargo, no una regeneracién a largo
plazo, f) una caracteristica esencial de las TACs es que su transicion a células diferenciadas o

maduracion es irreversible [43].
Bésicamente las TACs funcionan como una maquinaria de amplificacion generando numerosas

células diferenciadas a partir de pocas SCs que inician el sistema de amplificacién. Sin embargo,

no se sabe ;Como es su regulaciéon?, ;Qué determina el nimero de generaciones transitorias?, ;Si
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existe un reloj interno de la célula que contabiliza su nlimero total de divisiones celulares antes de

diferenciarse? y ;Qué sefiales externas restringen su potencial de proliferacion?

Aunque, algunos autores no estdn de acuerdo y contradicen el modelo de homeostasis epidermal
propuesto por C.S. Potten, donde establece que las SCs basales soportan la unidad clonal de TACs

y células diferenciadas, formando las unidades proliferativas epidermales (Figura 5A) [45].

En el 2007, Clayton, E., Jones P.H. y colaboradores [46, 47] en base a sus experimentos de
seguimiento de linaje celular, convencionales histologias y reconstrucciones de imadagenes
confocales, en la epidermis de la cola de ratones transgénicos; observaron una gran cantidad de
células en proliferaciéon en el plano basal identificindolos como PCs destinados a un nimero
ilimitado de divisiones celulares antes de diferenciarse; permitiendo mantener la homeostasis

epidermal sin necesidad de reclutar SC en cada division.

Los autores predicen tres posibles destinos de los PCs en base a las probabilidades, que tienen de
entrar a tres destinos celulares: 1) el 8% de probabilidad que ambas células pueden permanecer
proliferando, 2) el 8% de probabilidad que ambas pueden diferenciarse y convertirse en células
post-mitéticas y 3) el 84% que una hija puede mantenerse proliferando y la otra se convierta en
post-mitética (Figura 5B). Concluyendo que una poblacién de PCs con un ilimitado potencial de
proliferacién son los que mantienen la homedstasis epidermal en adultos [46,47]. Varios de estos

comportamientos celulares difieren de los esperado para las TACs.

Asi mismo distintos autores suelen describir a las TACs como las c€lulas hijas de las SC o PC,
estableciéndolas como poblaciones pluripotentes que dan lugar a la poblaciéon de células
terminalmente diferenciadas [48-50]. Esa es la razén principal que en los resultados de este trabajo

preferimos emplear el término progenitores celulares (PCs) en lugar de TACs.
1.6. Células Troncales y Progenitores Celulares Epidermales.

En la epidermis existen diferentes subpoblaciones de queratinocitos que pueden ser distinguidos

por su localizacién en el tejido, morfologia y también por su potencialidad, es decir que tienen la
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capacidad de dar lugar a varios tipos celulares. Para la formacién correcta de la epidermis es

necesario un balance adecuado entre proliferacion y diferenciacion celular [51, 52].

Las poblaciones de SCs y PCs son criticas para una continua regeneracion de la epidermis. Se ha
propuesto un modelo en el cual, el mantenimiento de la homeostasis epidermal depende de
divisiones asimétricas de las SCs. En este modelo las SCs se dividen para dar lugar a una célula
hija idéntica y otra célula hija con caracteristicas de PC, la cual estd destinada a diferenciarse
(Figura 5A) [53, 54]. Sin embargo, ha sido dificil diferenciar entre ambas poblaciones debido a la
falta de marcadores especificos, ain cuando se reconoce que tienen propiedades diferentes [23,

55].

La principal funcién de la capa basal es producir queratinocitos destinados a diferenciarse, con la
finalidad de generar una epidermis mecanicamente estable y funcional. Los estratos epidermales
estan dados por la posicién que ocupan las células y a los cambios morfolégicos asociados a la

expresion de queratinas como marcadores de diferenciacion en los queratinocitos [7].

En el ratén, se sabe que durante la morfogénesis epidermal, el mantenimiento de la capa basal es
controlado en parte por ANP63-a, que mantienen la expresion de K14 y el potencial de
proliferacidn de los queratinocitos. Adicionalmente ANP63-a junto con componentes de la via de
Notch, inducen la expresion de Citoqueratina-1 (K1) en queratinocitos suprabasales [56]. La
maduracion de las células intermedias a células espinosas es asociada con la salida del ciclo celular
controlada por ciertos factores transcripcionales tales como, IRF6, 14-3-3c, IKKa y Ovoll [57,
58]. Los queratinocitos espinosos post-mitéticos se diferencian en queratinocitos granulares,
controlado principalmente por sefiales de calcio que activan a proteinas Quinasa C, la cual controla
la formacién de las células granulares [59]. Finalmente la formacién de la barrera epidermal
requiere de células de adhesion, asi como la expresion de genes involucrados en la sintesis y

metabolismo de lipidos [7].
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Figura 5. Modelos de division celular en condicion de homeostasis propuestos para Células Troncales,
Células de Amplificacién Transitoria y Células Progenitoras. A, Modelo propuesto por Potten en 1983
[60], para el mantenimiento de las Unidades Epidermales Proliferativas derivadas a partir de una divisién
de SCs; la divisién de una SC (circulo verde) genera una SC y la primer generacién de TACs (TAC-1,
circulos azules). La TAC-1 entonces se divide simétricamente para generar la segunda generacién de TACs
(TAC-2), la cual entonces produce la tercera generacién (TAC-3). Las TACs-3 entonces se diferencian en
células post-mitéticas las cuales salen de la capa basal y migran hacia las capas superiores (circulos rojos).
B, Modelo propuesto, en el 2007 por Clayton E., sobre el destino del compartimento de los progenitores
epidermales. La poblacién de PCs con un ilimitado potencial de auto renovacién, mantienen la homeostasis
de la epidermis (tridngulo verde). Las células post-mitéticas en la capa basal (rojo claro) son transferidas a
las capas suprabasales (rojo oscuro). El modelo propone a las SCs (azul) en un estado estable, pero con una
poblacién de células quiescentes que podrian jugar un papel importante en la regeneracion después de una
lesion (flecha blanca). En este modelo se predicen tres posibles destinos celulares de la poblacién de PCs
que se encuentran proliferando en base a las probabilidades que tiene una célula de entrar a uno de los tres
destinos: 1) el 8% de las células permanece proliferando (circulos verdes), 2) el 84% una célula permanece
proliferando y otra se diferencia y 3) el 8% de las células se diferencian (circulos rojos). El comportamiento

de cada célula es estocdstico y no es determinado por el nimero de divisiones celulares [46].
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1.7. De la proliferacion celular a la diferenciacion y estabilidad del factor transcripcional
p63.

La importancia del factor transcripcional p63 en una gran variedad de procesos bioldgicos tales
como crecimiento celular, proliferacion, apoptosis y diferenciacion, se refleja en el hecho de que
su expresion es altamente regulada [61]. Diversos estudios sugieren que es necesaria una
disminucién de los transcritos de ANp63-a junto con la degradacion de la proteina para la
diferenciacion [36]. La degradacién via el proteosoma dependiente de ubiquitina es la ruta mas
importante de eliminacién de la proteina p63. Ensayos realizados en cultivo primario de
queratinocitos humanos (HKs) analizaron el efecto del estrés celular en la fosforilaciéon de ANp63-
o y regulacion de la estabilidad de la proteina. Al adicionar el inhibidor de proteosoma MG-132
al cultivo HKs se evit6 su degradacién después de tratamiento con radiaciéon UV, indicando que

ANp63-a. es degradado de manera dependiente de proteosoma [57].

Adicionalmente, la estabilidad de p63 es modulada por diversas modificaciones post-
traduccionales tales como la fosforilacién, la ubiquitinaciéon y la SUMOilacién. Algunos
reguladores importantes en la degradacion de p63 incluyen ubiquitinas-ligasas E3, Nedd4, Itch
WWPI1, Fbw7 y Pirch2 [17, 62-64], ademads de cinasas tales como ATM, CDK2, p70s6K, Plk1 y
GSK3 [57,61]. La fosforilacion de p63 es un evento que atn no estd del todo claro; sin embargo,
trabajos recientes realizados por Suzuki y colaboradores muestran, bajo condiciones de
homeostasis, un incremento de la forma fosforilada de p63 (P-p63) durante la transicién temprana
de SCs a PCs en epidermis de humano. Lo anterior sugiere que el incremento de P-p63 esta
correlacionado con el potencial de proliferacion en las células progenitoras. En conclusién, bajos
niveles de fosforilacion indica un alto potencial proliferativo y de manera inversa, altos niveles de
fosforilacion resultan en un bajo potencial de proliferacion. Es decir que P-p63 es un biomarcador

para la salida del estado troncal [65, 66].

1.8. Mecanismos de Division Asimétrica involucrados en la estratificacion epidermal.
En las divisiones asimétricas de las SCs epidermales se crea una célula troncal y una célula
diferenciada, lo cual es una forma simple y elegante de equilibrar la autorenovacién y la
diferenciacion de las SCs [67]. En las células epiteliales se consideran dos formas de polaridad: 1)

la polaridad dpico-basal, que se refiere a la localizacién de especificas moléculas en ciertos
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dominios de la membrana celular, los cuales se establecen en superficies opuestas. En el polo
apical su superficie se encuentra en contacto con el lumen y el polo basal cuya superficie se
encuentra paralela a la lamina basal. 2) La Polaridad Celular Planar se define como la orientacién
coordinada de las células en el plano del tejido que es fundamental de los epitelios [68].

La polaridad celular es crucial para varios procesos celulares, incluidos la proliferacion,
diferenciacidn, crecimiento y migracion. La integridad mecdnica de un tejido epitelial, nervioso o
muscular depende en gran parte de la capacidad de las células en interactuar entre ellas. Las
conexiones fisicas de la matriz extracelular o células adyacentes se da a través de sus uniones
intercelulares mediadas en parte por filamentos asociados a citoesqueleto generando resistencia al

tejido (Figura 6) [69].

a» Estrato cérneo w=== Membrana basal

o Célula suprabasal 7/ Luna creciente
Célula basal @ Célula en mitésis

Simetria / Asimetria /
paralela perpendicular

Figura 6. Modelo de la estratificacion epidermal, a través de divisiones asimétricas propuesto por
Byrd et al. En la estratificacion de la epidermis ocurren divisiones asimétricas de las SCs, un indicador de
este evento es la acumulacion de ciertas proteinas en forma de luna creciente (en color rojo) en el cortex
apical de la célula basal. Como consecuencia se producen divisiones celulares en forma perpendicular a la
membrana basal, lo cual contribuird al engrosamiento de la epidermis. Estas divisiones perpendiculares

generan una SC basal y una célula diferente (posiblemente una PC) posicionada en la capa suprabasal.
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La membrana plasmética de una célula epidermal tiene una regién apical, regiones laterales y una
region basal. Las estructuras colindantes y sus interacciones con ellas definen en gran medida la
funcién y el estado de una célula. En los epitelios, las regiones laterales interaccionan con células
vecinas y la region basal se conecta con una membrana basal. La conexién con otras células es
mediada por uniones estrechas inter-celulares [70]. El establecimiento y mantenimiento de la
polaridad dpico-basal en el epitelio son controlados por complejos de polaridad que incluyen
proteinas evolutivamente conservadas, que conforman los complejos apicales: Par y Crb y el

complejo basolateral: Scrib [71] (Tabla 1).

Tabla 1. Complejos que establecen la polaridad apico-basal en epitelios y que participan en la

division asimétrica.

Complejo Par Complejo Crb Complejo Scrib

-Par3 (Partitioning -Crbs (Crumbs) -Scrib (Scribble)
defective 3 homolog) -Pals1(Protein -Dlg (Discs Large)
-Par6 (Partitioning associated with Lin-7) -Lgl (Lethal (2) giant
defective 6 homolog) -Patj (Palsl-associated larvae protein)

-aPKC (atypical protein tight junction)

kinase C)

Las proteinas que conforman el complejo de Par son proteinas de tipo andamio y son multi-
modulares, siendo capaces de unirse con un amplio rango de proteinas que regulan la polaridad.
Dichas interacciones son necesarias para garantizan su localizacién espacial y temporalmente en
regiones especificas de la membrana [72]. El complejo Crb es el principal regulador de la
arquitectura de la célula epitelial y promueve la formacién de dominios de membrana apical,
ademds es un determinante crucial para organizar las uniones estrechas, regulando los limites entre
los dominios apical y lateral [71]. El complejo basolateral Scrib es esencial para establecer y
mantener la polaridad epitelial. Por su parte Lgl se asocia con filamentos de actina a través de la

directa unién de su extremo C-terminal a Miosina II.
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En muchos epitelios, la polaridad celular y la orientacién del huso mitético estdn intimamente
relacionados. La proteina Par3 se encuentra en la corteza apical asociada junto con las proteinas
Par6 y aPKC. Par3 a su vez interactiia con mlnsc el cual se une directamente a LGN. LGN es una
proteina intermediaria que se une a las proteinas mInsc y NuMA y lo hace a través de sus regiones
repetidas TPR de su extremo N-terminal. A su vez se une con la proteina Gai-GDP (que se
encuentran anclada a la membrana) mediante sus dominios GoLoco en su extremo C-terminal,
formando asi un complejo tripartito (Figura 7A). NuMA junto con la proteina motor Dinactina
generan fuerzas de traccion en los microtibulos astrales y reorientan el huso mitético (Figura 7B)

[73] [71].
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Figura 7. Esquemas de los complejos de polaridad que participan en divisiéon asimétrica. A, Diagrama
del ensamblaje las proteinas que participan en la divisién asimétrica, en purpura las del complejo apical y
en azul claro el complejo de la region basal [71]. B, Esquema que muestra las interacciones de los complejos
de division asimétrica. Significado de las abreviaciones en los esquemas: aPKC: Atypical protein kinase C,

CC: Coiled-coils domain, Cdc42: Cell division control protein 42 homolog, Dlg: Discs large protein, FHA:
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Forkhead-associated domain, GK: Guanylate kinase, GL: GoLoco domain, HPD: Homeo-prospero
domain, Insc: Inscuteable spindle orientation adaptor protein, KIF13B: Kinesin family member 13B, Lgl:
Lethal Giant Larvae protein, , LGN: Leu-Gly-Asn repeat protein, Myo6: Myosin-VI protein, NTD: Nuclear
transfer domain, NudE: Nuclear distribution protein NudE homolog, NuMA: Nuclear mitotic apparatus
protein, Numb: Partner of numb protein, MT: Microtibulos, P: Fosfato, Par3: Partitioning defective 3
homolog protein, PDZ: Dlg homologous region, Plk1:Polo-like kinase, Prox1: Prospero Homeobox 1, PTB:
phosphotyrosine binding domain, RBD: RNA binding domain, SH3: Src homology 3, STAU1: Staufen
protein, TPR: Tetratricopeptide repeats, Trim32: Tripartite motif protein.

La division asimétrica en las células epidermales activa la sefalizacion de Notch [74]. El receptor
transmembranal Notch es activado por medio de la unién de sus ligandos membranales Delta y
Serrate/Jagged. La sefializacién de Notch es fundamental para una variedad de procesos durante
el desarrollo embrionario. Notch también regula los nichos de las SCs, no solo en la piel, sino
también en otros tejidos como, el intestino, y los sistemas nervioso y hematopoyético [75]. En la
epidermis, Notch activa la diferenciacion celular [76, 77], para lo cual activa la salida del ciclo

celular [78] y a su vez suprime la expresion de integrinas basales y p63 [79].

Finalmente, la alteracién de las rutas de sefializacion que afecten la homeostasis de tejidos puede
ser un factor importante en la patogénesis de un gran nimero de enfermedades incluyendo el
cancer [34, 80, 81]. La mayoria de los mecanismos moleculares que regulan la proliferacion y la
diferenciacion en las células de la epidermis no son auin del todo claros y son necesarios muchos

estudios mas.
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La epidermis es la capa mas externa de la piel, su espesor se relaciona con la proteccién que
protege al organismo y por tanto varia de un organismo a otro, asi como la etapa del ciclo de
vida. En vertebrados el engrosamiento de la epidermis durante el desarrollo se da por un
fenémeno conocido como estratificacion epidermal y su estudio es esencial para entender como

se forma la piel.

Mientras que los mamiferos (ratén y humano) son los sistemas modelo principalmente utilizado
para estudios de formacion de la epidermis, estos se han complementado con estudios del
desarrollo de la epidermis empleando al pez cebra como modelo de estudio. En particular la
estratificacion de la epidermis en ratén y humano ocurre cuando estos mamiferos se desarrollan
intrauterinamente, mientras que la estratificacion de la epidermis del pez cebra ocurre con la
larva en el medio externo. Esto convierte al pez cebra en un sistema mas accesible para la
experimentacion en aspectos de Biologia del Desarrollo, un ejemplo de ello es que se puede
manipular y observar la epidermis durante su estratificacion con el organismo vivo. En el pez
cebra la arquitectura y la ontogenia de la epidermis atn no estdn del todo estudiados y este
trabajo estuvo encaminado a estudiar como ocurre la estratificacion epidermal en las etapas post-

larvarias de pez cebra.

La maduraciéon de la piel en vertebrados es frecuentemente acompaiiada por la apariciéon de
apéndices dermales, tales como los foliculos pilosos en mamiferos y plumas en aves y hay estudios
que indican que la estratificacién epidermal en el pez cebra esta dirigida por las sefales
relacionadas con la formacién de las escamas. Este trabajo estuvo encaminado a establecer los
factores y eventos a nivel celular y molecular involucrados en el proceso de estratificacion
epidermal en el pez cebra, entre ellos el papel del factor transcripcional p63 y las poblaciones de

SCs y PCs epidermales involucrados en este fenémeno.
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II1. JUSTIFICACION

La arquitectura, ontogenia y los mecanismos que regulan la estratificacion de la epidermis en el
pez cebra, durante las etapas juveniles ain no estdn del todo comprendidos. En cierto momento
del crecimiento post-larvario la epidermis del pez cebra se engrosa por estratificacion epidermal y
esto ocurre previamente a la formacién de escamas. Es en esta ventana de desarrollo post-larvario
que es necesario analizar los eventos que a nivel celular y molecular participan en la estratificacion

epidermal en el contexto del crecimiento y desarrollo del pez.
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IV.OBJETIVOS
4.1. OBJETIVO GENERAL

Establecer como se forma la epidermis del pez cebra y cual es el papel de las diferentes poblaciones
celulares de SCs y PCs, estableciendo como estas en conjunto con la actividad del factor

transcripcional p63 regulan el desarrollo epidermal durante etapas post-larvarias.

4.2. OBJETIVOS PARTICULARES
42.1. Identificar los cambios morfolégicos que ocurren a nivel celular durante la

estratificacion epidermal en las etapas post-larvarias del pez cebra

4.2.2. Establecer las poblaciones celulares que participan en la estratificacion epidermal.

4.2.3. Determinar la distribucidon y tasa de proliferacion celular de las SCs y PCs lo largo
de la estratificacion epidermal en las etapas post-larvarias del pez cebra.

4.2.4. Monitorear la expresion del factor transcripcional p63 y su forma fosforilada P-p63
durante la estratificacion de la epidermis del pez cebra.

4.2.5. Estudiar la expresion de proteinas de division celular asimétrica durante la
estratificacion de la epidermis en el pez cebra en etapas post-larvarias.

42.6. Analizar la expresion de genes Notch durante el desarrollo post-larvario del pez
cebra y su posible papel en la estratificacion epidermal (algunos marcadores de

diferenciacién).
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V.MATERIAL Y METODOS
5.1. Mantenimiento para crianza y crecimiento de larvas de pez cebra.

Los embriones y larvas de peces cebra (Danio rerio) utilizados para los experimentos fueron
crecidos y mantenidos en un acuario semi-automatizado de recirculacién continua
(AquaticHabitats), siguiendo las normativas de la “Office of Laboratory Animal Welfare (OLAW)
of the United States National Institutes of Health (NIH)”. La temperatura del agua se mantuvo a
26 °Cy el pH de 6.8 a 7.2, mientras que el vivario se mantuvo a 22°C con un fotoperiodo de 14
horas de luz y 10 de oscuridad. Los embriones de pez cebra de cepa silvestre fueron obtenidos de
la cruza natural de nuestra cepa Tab-WIK, que es derivada de cruzas de las cepas TAB-14 y WIK
obtenidas del Zebrafish International Resource Center (ZIRC). Las larvas fueron cultivadas en
cuatro distintos pasos: 1) los embriones se mantuvieron en incubadoras a 28.5°C por 5 dias. 2) Al
sexto dia post-fertilizacion (dpf) se colocaron 30 larvas en cada vaso de precipitado de vidrio, en
agua de acuario estéril y alimentdndolos 3 veces al dia con alimento en polvo para larvas a base
de camarén de 40-150 micras (Biogrow®). 3) A los 16 dpf se colocaron 30 larvas en cilindros de
tanques de acuario, colocdndolos en los sistemas recirculaciéon (Nursery3, Aquatic Habitats) a
26°C, alimentdndolos con 5 ml de Artemia salina y alimento en polvo 3 veces al dia. 4) A los 23
dpf se cambiaron 30 larvas a tanques con rejillas (AHN400, AquaticHabitats) conservando el

régimen de alimentacion hasta alcanzar el tamafio deseado.

5.2. Medicion de larvas en estadios post-larvarios.
A partir del dia 24 (estadios post-larvarios) se comenzaron a medir las larvas con respecto a su SL.
en milimetros (mm) que va de la boca (el punto més anterior de la cabeza) al pediinculo caudal (la
regién mas posterior del cuerpo donde se insertan los radios de la aleta caudal) tal como lo
describen Parichy y colaboradores [29]. Las larvas fueron agrupadas en 5 mm, 6.5 mm y 8 mm
SL. Posteriormente fueron sacrificadas en una soluciéon de tricaina 0.025% (acido 3-
aminobenzoico-etil-ester, A5S040 Sigma) y después se fijaron toda la noche en paraformaldehido

al 4%, después se lavaron y deshidrataron para procesarlas e incluirlas en bloques de parafina.
5.3. Tinciones histolégicas y mediciones de la forma celular.

Las secciones histologicas fueron obtenidas a partir de larvas de pez cebra y fueron tefiidas

utilizando la tincion modificada tricromica de Masson. Brevemente, las larvas de las diferentes
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etapas (5, 6.5, 8 mm SL) fueron fijadas en soluciéon de Bouin y embebidas en bloques de parafina
y los cortes se hicieron a un espesor de 5 um. Las laminillas fueron desparafinadas con xylol y
rehidratadas en concentraciones decrecientes de etanol. Las muestras fueron tefiidas con solucién
de Hematoxilina de Mayer, seguido de lavados con agua corriente. Subsecuentemente las
laminillas fueron tefiidas con fuscina al 1% y para detectar las fibras de coldgena, se embebieron
en solucién de dcido fosfomolibdico al 1% para después teiiirlas con una solucion de verde de
metilo. Este paso fue seguido de lavados y deshidrataciones rdpidas, clarificacién con xilol y
montaje.

Para determinar la forma de las células basales epidermales de larvas de 5 mm y 9 mm SL, se
seleccionaron 15 células basales de cada etapa que provenian de tres muestras distintas de las
tinciones tricromicas de Masson. Para visualizar el contorno de las células, primero el contraste de
las imdgenes fue mejorado con el programa Photoshop (Adobe). De cada célula, se midi6 el largo
maximo (paralelo a la membrana basal) y el ancho méximo (perpendicular a la membrana basal).

Los promedios y la desviacion estdndar se calcularon con Excel (Microsoft).

5.4. Inmunofluorescencia y Western Blot.
A partir de los bloques de parafina, cada uno conteniendo varias larvas se hicieron cortes de 3 mm
de grosor empleando un micrétomo semi-motorizado (Leica). Las laminillas fueron
permeabilizadas con acetona absoluta de 1-2 min a -20 °C. Después de la permeabilizacion, las
laminillas fueron lavadas con PBS en frio (4 a 8 °C), en seguida se realizé la recuperacion
antigénica en buffer de citrato de sodio 10 mM/ Tween20 0.05% empleando un microondas. Las
laminillas fueron bloqueadas con Albimina sérica bovina al 2% / Tween20 0.05% vy
posteriormente se colocé el anticuerpo primario toda la noche a 4 °C. Posteriormente se afiadio el
anticuerpo secundario por 2 hrs a temperatura ambiente (dilucién de anticuerpos primarios y
secundarios, Tabla 2). Los nicleos fueron tefiidos con DAPI (47,6-diamidino-2-fenilindol), para
finalmente montar las laminillas con medio de montaje. Las larvas de 6 dpf y 5 mm SL fueron
incubadas por 1.5 h con EdU en medio para embriones a 28 °C posteriormente, las larvas fueron
colocadas en medio para embriones para eliminar el exceso del reactivo de EdU y fueron

introducidas al acuario semi-automatizado de recirculacion continua hasta su coleccion.
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Las imégenes fueron capturadas con el microscopio Axiolmager utilizando la cdmara MRc

AxioCam y el software AxioVision 4.8 de Zeiss. La microscopia confocal se llevé a cabo

empleando el microscopio Zeiss LSM 780. Las mediciones y andlisis de imagenes se realizaron

utilizando el programa “Imagel/Fiji” y el ensamblaje y mejoramiento se realizaron utilizando el

programa Photoshop (Adobe). Todos los experimentos se realizaron en por al menos tres diferentes

individuos. Los anticuerpos utilizados se enlistan en la Tabla 2.

Tabla 2. Lista de anticuerpos primarios y secundarios utilizados en las inmunofluorescencias.

545-003/ #111-585-003

Anticuerpo Huésped Compaiia/Catalogo Dilucién
Anti-p63 Ratén Biorbyt #0rb27455 Listo para usar
Anti- Phospho-p63 (se une a | Conejo Biorbyt #orb6608 1:50

las Ser370/Ser372 de pez

cebra)

Anti-Histone H3 (phospho | Conejo Abcam #ab5176 1:200
S10)

Anti-Par3 Conejo Millipore, #07-330 1:300
Anti- GPSM2 (también Conejo Abcam #ab84571 1:200
conocido como LGN)

Anti-pan Citoqueratina Ratén Abcam #ab961 1:100
(AE1+AE3)

Anti-conejo Alexa Fluor Cabra Anti- Jackson 1:1000
488 /594 Conejo ImmunoResearch #111-
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Anti-raton Alexa Fluor 488 / | Cabra Anti-Raton | Jackson 1:1500
594 ImmunoResearch #115-
545-003/ #115-585-003

Alexa Flour 555 Thermo Fisher Siguiendo las

Scientific #C10338 indicaciones del
fabricante, se

prepara un mezcla
de reactivos que
incluyen: buffer de
reaccion Click-
iT®, CuSO4,
Alexa Flour 555 y
un buffer aditivio
de la reaccion.

El andlisis de “western blot” se hizo a partir de larvas de pez cebra homogenizadas en amortiguador
RIPA (20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1% SDS y 1% de desoxicolato de sodio)
suplementado con 1 tableta de cOmplete™, un coctel de inhibidores de proteasas (Roche Applied
Science, # 04693116001) por cada 10 ml. Los extractos de proteina se corrieron por electroforesis
en geles 8% de SDS-poliacrilamida y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (GE
Healthcare). Los blots se bloquearon con TBST (amortiguador de Tris salino y Tween 20) con 5%
de Albimina sérica bovina y después incubados con los anticuerpos primarios por toda la noche a
4 °C. Después de varios lavados el blot fue incubado con un anticuerpo secundario conjugado con
fosfatasa alcalina a temperatura ambiente por 4 hrs (Dilucién de anticuerpos utilizados en Tabla
3). La deteccién de reconocimiento antigeno-anticuerpo fue revelada al detectar la actividad de la
fosfatasa alcalina con una mezcla de BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato) y NBT (nitro-blue

tetrazolio). Se empled un anticuerpo contra actina para normalizar el cargado del gel.
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Tabla 3. Lista de anticuerpos primarios y secundarios utilizados en el Western Blot.

Anticuerpo Huésped Compaiiia/Catalogo | Dilucion

Anti-p63/TP73L Ratén R&D System 1:1000
#MAB1916

Anti- Phospho-p63 (se une a | Conejo Biorbyt #0orb6608 1:500

las Ser370/Ser372 de pez

cebra)

Anti-o. Actina cepa 4 Ratén Sigma-Aldrich 1:2000
#MAB1501

Anti-ratén IgG conjugado a | Cabra Thermo Fisher 1:5000

Fosfatasa Alcalina Scienific #31320

Anti-conejo IgG conjugado | Cabra Thermo Fisher 1:1500

a Fosfatasa Alcalina Scienific #65-6122

5.5. Incorporacion de EAU y marcajes en secciones histolégicas.
El marcaje con EdU es un protocolo cuyo objetivo es visualizar las células que estan proliferando
en un tejido marcando especificamente a las células cuando estan sintetizando DNA. Este marcaje
se basa en la incorporacién en el DNA de un nucleésido que es andlogo de la timidina y que se
llama 5-etinil-2-deoxiuridina (EdU). La deteccion se basa en la reaccion de “Click™ catalizada por
la interaccién de un grupo alquino (en el EAU) y un grupo azida en una molécula fluorescente
(Alexa Fluor 594 en nuestro caso). Larvas de 6 dpf fueron incubadas con 50 uM de EdU en medio
para embriones por 1.5 horas a 28°C. Posteriormente las larvas fueron lavadas con Medio
Embrionario y devueltas a sus tanques de crecimiento hasta su posterior colecta durante las etapas
de 5 — 8 mm SL. Una vez que las larvas alcanzaron el tamafio deseado fueron fijadas en
paraformaldehido al 4%, se lavaron y deshidrataron para procesarlas e incluirlas en bloques de
parafina. Para obtener la sefial de inmunofluorescencia del EAU en cortes histoldgicos a partir de
las larvas de 5 — 8 mm SL, se siguieron las indicaciones del fabricante utilizando los reactivos de

revelado por 30 minutos en oscuridad (PBS, CuSO4, AlexaFluor-594 y amortiguador).
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Posteriormente se procedid con el protocolo de inmunotincién en los casos en donde el marcaje de

EdU se combiné con la deteccion de proteinas por anticuerpos.

5.6. Graficos y estadisticos.
El andlisis estadistico, graficos e histogramas fueron realizados utilizando el programa Prism 7
(GraphPad). Cada grupo de datos siempre fue representado con promedios y con su error estandar
del promedio (standard error of the mean, SEM). Asi mismo, para cada grupo de datos se verifico
su normalidad utilizando las pruebas D’Agostino-Pearson 6 Shapiro-wilk. Para analizar la
significancia estadistica entre mds de dos grupos se utilizé el andlisis d¢ ANOVA seguido por
método de comparaciéon de multipardmetros de Tukey. El grafico de violin representa la
distribucién de los datos y la densidad de probabilidad. Los graficos de radiales fueron generados

en la plataforma de R studio.

5.7. Cultivo primario de queratinocitos.
Peces cebra adultos fueron anestesiados con 0.16% de Tricaina para cortar una porcion de la aleta
caudal. El fragmento de aleta fue disociado con solucion de Acutasa® e incubados por 1h a 36 °C,
posteriormente la mezcla fue centrifugada y las células de la pastilla fueron resuspendidas y
propagadas en medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM™ Sigma), suplementado con 1% de
L-glutamina (GlutaMAX™-1, 200mM, Gibco # 35050061), 3% de Bicarbonato de Sodio al 7.5%,
Antibidticos (Penicilina 100 U/ ml, Estreptomicina 100 mg/ml) y 10% de Suero Fetal Bovino. El
cultivo primario fue mantenido en una atmdsfera con 5% de CO2 a 37 °C utilizando una laminilla
de 8 pozos hasta que las células alcanzaron el 50% de su confluencia. Las células epidermales
fueron lavadas y fijadas en paraformaldehido al 4% y para posteriormente llevar a cabo los ensayos

de inmunofluorescencia.

5.8. RT-PCR a partir de larvas de pez cebra.
Para llevar a cabo la obtencion del RNA total se colectaron al menos 5 larvas de las tres distintas
etapas (5, 6.5 y 8 mm SL). Brevemente las larvas fueron colocadas en una solucién de
Trizol®Reagent y maceradas con pistilo por accién mecdnica en hielo. Se realiz6é una primera
extraccion de los dcidos nucleicos colocando una cuarta parte del volumen total de cloroformo a

los macerados con Trizol®Reagent y se centrifugaron con la finalidad de obtener la fase acuosa.
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Posteriormente se hizo una segunda extracciéon de las 4cidos nucleicos empleando
fenol:cloroformo, seguido de una precipitacion con alcohol isopropilico. Una vez precipitados los
acidos nucleicos la pastilla fue lavada con etanol al 75% para finalmente ser resuspendido en agua-

DEPC libre de RNAsas.

Para la eliminacién del DNA gendmico, se utilizé el kit de DNAsa Turbo™ (ThermoFisher
Scientific, #AM?2238) siguiendo las indicaciones del fabricante. La pastilla previamente obtenida
fue incubada con 2U de la DNAsa a 37°C por 1h, para la inactivacién de la enzima se colocé el
reactivo inactivador de la Turbo DNAsa incubandose a 65°C por 10 min, finalmente la muestra

fue almacenada a -70°C o utilizada para la RT-PCR.

La sintesis de cDNA se realizé utilizando el kit Superscrip III First-Strand synthesis system for
RT-PCR (ThermoFisher Scientific, #18080051). Inicialmente 2 pg de RNA fueron incubados en
una mezcla con dNTPs (10 mM), oligo dT (50 uM) y agua-DEPC a 65°C por 5 min. Para la sintesis
del cDNA se coloc6 una segunda mezcla que contenia una concentracion final de: 1X del buffer
de la enzima Transcriptasa Inversa (RT) RT, 5 mM MgCl2, 10 mM DTT, 2U de RNAsa OUT y
10U de la enzima RT Superscript™ III y ambas mezclas una vez combinadas fueron incubadas a
50 °C por 50 min. Posteriormente la enzima RT fue inactivada a 85°C por 5 min. Y para la
eliminacién de las cadenas de RNA se agregaron 2U de la enzima RNAsa H por 20 min a 37 °C.
Finalmente, el cDNA fue almacenado a -20 °C o utilizado directamente en la realizacion de PCRs.
En la PCR se utiliz6 la mezcla maestra de la enzima Taq polimerasa (ThermoScientific DreamTaq
Green PCR Master Mix, #K1081). Para ello se preparé una mezcla que contenia 1 pug de cDNA,
0.5 uM de iniciador sentido, 0.5 uM de iniciador reverso, y 1X de la mezcla maestra de la
DreamTaq para un volumen final de 50 pl.

Cada una de las respectivas mezclas se colocé en el termociclador con las siguientes condiciones:
1) Desnaturalizacion inicial: 95 °C por 1 min; 2) 30 ciclos desnaturalizacién inicial de 95 °C por
30 seg, alineacion a 56 °C por 30 seg y extensién a 72 °C por 1 min, y 3) una extension final de 5

min a 72 °C. En la Tabla 4 se indican la secuencia de los oligonucleétidos utilizados para la PCR.
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Tabla 4. Secuencias de oligonucleétidos para la amplificacion de los genes Notch.

Nombre del iniciador Secuencia Temperatura de
alineamiento

Notchla Sentido: 55°C
5’-CGAGGCGGAGTTATGAAC-3’
Reverso: 57.7°C
5’-GGCAGGGAGAGTTCATGCAA-3

Notchlb Sentido: 58.2°C
5’-AGAGCAGGAGAATGAAGCCCT-
3’
Reverso: 57.1°C
5’-GATTGGAAGCAAGGGTTGCG-3’

Notch2 Sentido: 55.6°C
5’-TTGGTGATTCACACTCGTGC-3’
Reverso: 57.6°C
5’- TTCAAGCGGTTGCACAGACA -3’

Notch3 Sentido: 57.7°C
5’-CTCACCAACCCCAACTCTC-3’
Reverso: 57.8°C
5’-CCGTTGGACTCCTGGACTTG-3’
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VI. RESULTADOS.

6.1. El cambio en la forma de las células epidermales contribuye al engrosamiento

epidermal.

Con la finalidad de entender cémo se engrosa la epidermis del pez cebra en etapas post-larvarias,
estudiamos la morfologia de las células y los cambios moleculares durante el engrosamiento
epidermal en el pez cebra. El engrosamiento ocurre durante el desarrollo post-larvario, antes de la
formacion de las escamas. Se seleccionaron tres etapas del desarrollo post-larvario que
corresponden a 5 mm, 6.5 mm y 8 mm SL (Figura 8A-C). El SL es una medida para medir la
madurez de los peces normalizando la poblacién por tamaiio, en lugar de los dias posteriores a la

fertilizacion (ver Materiales y Métodos) [29].

Asi mismo, seguimos el desarrollo de las aletas dorsal y anal ya que son buenos indicadores del
crecimiento y maduracion de los peces [82]. A los 5 mm SL ambas aletas estaban ausentes. A los
6.5 mm SL los huesos radiales de ambas aletas comenzaron a ser evidentes y finalmente a los 8
mm SL ambas aletas estaban completamente formadas (Figuras 8A-C). Para evidenciar el
engrosamiento epidermal, utilizamos la tincién tricrémica de Masson a partir de cortes histolégicos
longitudinales de las tres distintas etapas post-larvarias, evidenciando la epidermis sobre la
membrana basal. Esta tincidon permite visualizar en color verde-azul las fibras de coldgena que se

encuentran justo por debajo de la membrana basal (Figura 8D-F).

Empleamos un anticuerpo contra la isoforma ANp63-a del factor transcripcional p63, el cual es
un marcador clasico de células epidermales. Este anti-p63 nos permitié detectar la transicion de
una epidermis de dos capas (5 mm SL) a mds de tres capas (principalmente en la regidén dorsal)
(6.5 y 8 mm SL) durante el desarrollo post-larvario (Figura 8 G-I). Para su descripcion, dividimos
la epidermis en tres capas: 1) la capa de células basales unidas a la membrana basal, 2) la capa de
células suprabasales, formada por capas intermedias, arriba de las basales y 3) capa externa,
compuesta por las células mds externas en contacto con el medio ambiente (Figura 8I). Esta adicion

de nuevas capas intermedias suprabasales también se le conoce como estratificacién epidermal.

Durante las etapas post-larvarias de pez cebra medimos el grosor total de la epidermis, a partir de

secciones histolégicas y encontramos que a los 5 mm SL, la epidermis mantiene un grosor de
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alrededor de 10 um. Posteriormente al inicio de la estratificacion, a los 6.5 mm SL, la epidermis
incrementa su grosor a un total de 10-18 um y finalmente a los 8 mm SL, antes del proceso de

escamacion, el grosor de la epidermis en algunas regiones dorsales de la larva alcanza hasta 50 um

(Figura 8J).

De acuerdo con nuestras observaciones, hay dos factores que contribuyen al engrosamiento de la
epidermis: 1) cambio en la forma de las células y 2) aumento de la proliferacion celular. A los 5
mm SL las células epidermales son aplanadas, pero conforme avanza el desarrollo éstas, adquieren
una apariencia redondeada. Con la finalidad de comprobar esta observacion, seleccionamos 15
células epidermales basales tanto de 5 mm SL, como de 9 mm SL, y que corresponden a estadios
al inicio y avanzado de la estratificacion, respectivamente. En estas células medimos su largo
maximo (en su eje paralelo a la membrana basal) y su ancho maximo (perpendicular a la membrana
basal) (Figura 8K-L). A los 5 mm, su largo promedio fue de 17.43 um (£ 3.37 um) que es mucho
mayor que su ancho promedio, el cual fue de 4.66 um (+ 2.18 pm). Estas medidas claramente
corresponden a una forma tipica de células elongadas o aplanadas. En contraste, cuando se tomaron
las mismas medidas en células basales a los 9 mm SL encontramos un largo promedio de 8.82 um
(£ 1.34 um) y un ancho promedio de 7.83 um (£ 2.51 um), lo cual prueba que las células adquieren

una forma redondeada durante la estratificacion de la epidermis.

Los cambios en la morfologia celular y la adicién de nuevas capas epidermales también van a
acompanado de la aparicion de células positivas para el factor transcripcional p63 (p63+) en las
capas suprabasales (Figura 8H-I). En la embriogénesis y al inicio de etapa post-larvaria, p63 se
localiza en las células de la capa basal y detectamos que la proporcion de células p63+ de la capa
suprabasal con respecto a la capa basal incrementa en 6.5 y 8 mm SL (Figura 8M). Asi mismo,
observamos que la intensidad en la sefial de fluorescencia de células p63+ gradualmente va
disminuyendo de capas basales a suprabasales y permanece ausente en las células externas (Figura
8N). Indicando que p63 no esta restringido a las SC basales y la estratificacion esta acompafniada

por una expansion de las progenitores epidermales.
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Figura 8. Cambios morfolégicos a nivel celular y tisular de la epidermis durante el desarrollo post-
larvario en el pez cebra. A-C, Etapas del desarrollo post-larvario 5, 6.5 y 8 mm SL (las cabezas de flecha
indican las aletas dorsal y anal). D-F, Secciones longitudinales que muestran la epidermis de la region
dorsal tefiida con la tincidn tricrémica de Masson en 5, 6.5 y 8 mm SL. F, A los 8 mm SL la epidermis se
ha engrosado considerablemente y la coldgena se puede observar sobre los melanocitos (Ml) localizados en
la dermis (D). G-I, Marcaje de p63 y DAPI en la epidermis de la regién dorsal. Inicialmente en 5 mm SL
la mayoria de las células p63+ se localizan basalmente y en etapas posteriores cambia su distribucion
detectdndose también en las células suprabasales. J, Grafico de violin donde se compara el engrosamiento
epidermal a lo largo de las 3 etapas post-larvarias; las mediciones fueron tomadas de los cortes histoldgicos
y las lineas rojas indican la media del engrosamiento epidermal en pum. K-L, Se muestra el contorno de las
células (lineas punteadas) mostrando cambios en la forma de las células basales. J, Grafico de barras de la
proporcién de células p63+ con respecto al total de células y normalizado con la tincién de DAPI. El gréfico
compara el nimero de células p63+ entre células basales y suprabasales en las tres distintas etapas. N,
Distribucidn de la sefial de p63 en una epidermis formada por varias capas a partir de una larva de 6.5mm
SL. Ep=Epidermis, Mb= membrana basal, Mc= célula mucosa, M= Misculo, Cb= Células basales, Csb=
Células suprabasales y Cx= Células externas. Gréaficos J y M, ***P=0.0003, ****P=<0.0001. Imégenes
mostradas en A-C fueron obtenidas con microscopio estereoscopico. D-F, K y L, obtenidas con objetivo
40X y G-I obtenidas con objetivo 63X y N con el objetivo 20X. La escala de la barra: A-C en 1 mm; D-F,
G- IyN20um,KyLen5 um.
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6.2. Identificacion de Poblaciones Celulares Heterogéneas en las capas epidermales basal

y suprabasal antes y durante la estratificacion.
En un trabajo anterior de nuestro grupo de investigacion se empled el marcaje del antigeno nuclear
de proliferacion celular (PCNA) para identificar las células en divisién durante la estratificacion
epidermal, en estadios entre 5 a 10 mm SL [19]. En este trabajo también exploramos los eventos
de proliferacion celular antes y durante la estratificacion epidermal por métodos de marcaje

diferentes.

En preparaciones de peces cebra de 5 mm SL, justo antes del inicio de la estratificacion, utilizamos
un anticuerpo contra la Fosfo-Histona-3 (pHH3), como marcador de divisiéon celular, para
identificar, por inmunocitoquimica, a las células en fase de mitosis. En un corte longitudinal de la
larva completa de 5 mm SL, pudimos observar una sefial constante de este marcador mitético en
toda la epidermis alrededor de la larva, indicando una alta tasa de proliferacion celular (Figura
9A). Como se menciond en la introduccidn, las células epidermales basales con expresion nuclear
de p63 se les considera células troncales. Con la finalidad de establecer la capacidad proliferativa
de las células p63+, realizamos doble inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo anti-p63 junto

con anti-pHH3.

En la Figura 9B se describen 3 casos (I, Il y III) de dos tipos celulares en base a su localizacion,
presencia, ausencia de p63 y pHH3. En el caso I, observamos un grupo de células con 3 distintos
marcajes y localizacion: la célula marcada como 1, corresponde a una Célula Troncal Epidermal
(EpSCs) localizada basalmente que tiene p63. La célula suprabasal marcada como 2 tiene ambos
marcajes (p63 y pHH3) y la consideramos PCs. Las células marcadas como “2” localizadas a
ambos lados de la EpSCs (identificada como 1) la consideramos como posibles PCs por la ausencia
de p63 y alta sefial de pHH3, dichas células las observamos en posiciones basal o suprabasal, éstas
siempre tienen pHH3 y poca 6 nula sefial de p63. En el Caso II, la célula 1 es una EpSC diferente
al caso anterior, esta tiene tanto sefial de p63 como de pHH3, lo que nos lleva a pensar que esta
saliendo del estado SC. Por su lado la célula 2 con casi nula presencia de p63 y alta sefial de pHH3
se encuentra en una posicién suprabasal y la consideramos un PCs, aunque ambas células tienen

pHH3 o alta capacidad proliferativa, solo la EpSC es una célula troncal. Caso III, la EpSCs 6 célula
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1, es similar a la del caso II, localizada basalmente, es p63+ y tiene poca sefial de pHH3. La célula
2 6 PCs, es diferente a los casos anteriores ya que se localiza basalmente; es decir el PCs pueden
localizarse en la capa basal 6 suprabasal, las EpSCs p63+ siempre se localizan en la capa basal.

En la Tabla 5 se describen las poblaciones de EpSCs y PCs en larvas de 5 mm SL basados en su

localizacidn, presencia y/o ausencia de p63 y pHH3.

Tabla 5. EpSCs y PCs presentes en la pre-estratificacion epidermal.

1) Células Troncales Epidermales, “EpSCs” 2) Progenitores Celulares
comprometidas a diferenciarse,
“PCs”.

a) Células basales a) Células basales o suprabasales

b) p63+ b) Reducida o nula la sefial de p63

¢) Ausencia o poca sefial de marcadores de ¢) Presencia de marcador de division

division celular celular, pHH3
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Figura 9. Proliferacion celular y distribucion de dos tipos celulares (EpSCs y PCs) en etapas iniciales

de la estratificacion epidermal. A, Inmunofluorescencia en un corte longitudinal de una larva de Smm
SL, utilizando el anticuerpo pHH3 (verde). El recuadro inferior es una amplificacién y acercamiento a la
regién dorsal y que muestra la sefial del marcador de proliferaciéon en la epidermis. B, Doble-
inmunofluorescencia anti-p63 y anti-pHH3 en la epidermis dorsal de larvas de 5 mm SL. Se muestran tres
patrones observados de distribucién de las, EpSCs (1) y PCs (2) y ejemplificado en los casos I, EpSC (1)
se localiza basal y la PC (2) lateral o sobre la EpSC; caso II la EpSC (1) se localiza basal y la PC (2) por
encima de la EpSC y caso III la EpSC (1) se localiza basal y la PC (2) se localiza lateralmente a la EpSC.

La barra de escala en A es de 20 um.
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En las post-larvas de 5 mm SL observamos de manera consistente, que ambos tipos de células,
EpSCs y PCs, se localizaban una al lado de la otra (Figura 10A-D). Como se menciono
anteriormente en la introduccién algunos autores sugieren que los PCs corresponden a las llamadas
TACsS; sin embargo, su asignacion actualmente permanece controversial. Por un lado, es dificil su
identificacion debido a que comparten marcadores de SCs y células diferenciadas y ademads atin se
sabe poco acerca de sus propiedades; por lo anterior, decidimos nombrarlas PCs. Al estar contiguas
a las EpSCs sugerimos que los PCs podrian ser derivadas de las EpSCs y son la principal fuente

de las nuevas capas de células durante la estratificacion epidermal.

De acuerdo a nuestras observaciones los dos tipos de células, EpSCs y PCs permanecen a los
6.5mm SL, cuando nuevas capas de células suprabasales aparecen en la epidermis aunque con una
distribucién diferencial. Las EpSCs permanecen predominantemente en la capa basal, mientras
que los PCs se localizan contiguas a las EpSCs, pero mayormente en las capas suprabasales. A
partir de lo que seria la primera capa suprabasal hasta la capa externa, observamos una disminucién
del marcaje de p63 conforma incrementa el nimero de capas suprabasales (Figura 10E). Un
andlisis cuantitativo de la proporcion entre células p63 y pHH3 en las tres etapas, muestra que el
nimero de PCs (marcadas con anti-pHH3) disminuye con respecto al total de nimero de células
en la epidermis (Figura 10F), sugiriendo que la tasa de proliferacion celular estd disminuyendo a

medida que la epidermis se engrosa.
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Figura 10. Distribucion de poblaciones celulares troncales y progenitoras durante la estratificacion
epidermal. A-D, Doble inmunofluorescencia con anticuerpos anti-pHH3 y anti-p63 que marcan células de
la epidermis de una larva de 5 mm SL. Los paneles inferiores muestran una amplificacién de las células
que se encuentran contiguas en los paneles superiores. E, Doble inmunofluorescencia con los anti-pHH3 y
anti-p63 en una larva de 6.5 mm SL. Las flechas punteadas indican células p63+ en la capa basal, las
cabezas de flecha indican células en donde colocalizan p63+ y pHH3. En las capas basal y suprabasal y las
flechas indican células pHH3+ en las capas mds superiores. F, Gréfico de barras intercaladas que indica la
proporcién entre células p63+ y pHH3, normalizado con el marcaje nuclear empleando DAPI, en las tres
distintas etapas. Los datos se derivan del andlisis de larvas independentes, 5 mm (n=30), 6.5 mm (n=15), 8
mm (n=8) de SL. Las imdgenes en A fueron obtenidas con un objetivo 10X, B-F, con un objetivo de 63X

y G con un objetivo de 40X. La barra de escala de A-E es de 20 um.
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La observacion de la presencia de dos tipos de células, cuyo balance es importante para pasar de
la epidermis larvaria a la del adulto nos parecié muy relevante. Por esa razén decidimos
confirmarlo pero empleando un método diferente. Otro marcador de la proliferacion celular es el
EdU, el cual es un andlogo del nucledsido de timidina. El EdU es incorporado en el DNA durante
la replicacion y luego es marcado con una azida fluorescente, al ser un método que no se basa en
el marcaje de proteinas y no utiliza ningtin anticuerpo, lo consideramos diferente al inmunomarcaje
con anti-pHH3. Inicialmente establecimos las concentraciones necesarias que nos permitia detectar
la sefial de proliferacion en las etapas larvarias. Establecimos que 1.5 horas de incubaciéon con 50
uM de EdU en medio para embriones, a 28 °C es suficiente para observar el marcaje epidermal en
larvas de 6 dpf (Figura 11A-F). Posteriormente realizamos un doble marcaje utilizando EdU y
anti-p63 en larvas de 5 mm SL. La sefial de EdU la observamos distribuida a lo largo de la larva
(Figura 11G-H), confirmando que los altos niveles de proliferacion celular en 5 mm SL. Nosotros
encontramos principalmente dos tipos de células: 1) células p63+ / sin marcaje de EAU y de manera
inversa, 2) células EAU+ / sin p63 (Figura 11 I-P). Estos dos tipos de células son similares a las
encontradas en las dobles inmunotinciones de pHH3 y p63, sugiriendo que ambos tipos de células
observadas corresponden a EpSCs y PCs. De igual manera, ambos tipos de células se encuentran
contiguas y en las mismas posiciones, ya que observamos a las EpSCs en la capa basal y a los PCs

en ambas capas, basal 6 suprabasal (Figura 11 I-P, paneles inferiores).
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Figura 11. Deteccién por EdU y anti-p63 de diferentes tipos celulares durante las etapas iniciales de
la estratificacion epidermal. A-F, Deteccidn por incorporacién del andlogo de timidina de EdU en larva
completa de 6 dias post-fertilizacién (dpf). A-C, Células marcadas con EdU en la regién de la cabeza y D-
F, en la region de la aleta caudal. G-H, Corte histolégico longitudinal de larva de 6 dpf con deteccién de
EdU y anti-p63. I-P, Doble-inmunofluorescencia con anti-p63 y EdU en seccién longitudinal de larva de 5
mm SL. Los recuadros inferiores muestran una amplificacién de los nicleos seleccionados de los paneles

superiores. El niimero de imdgenes que mostraron el mismo patrén de contigiiidad fue de 34 de 38, de tres

experimentos independientes. La barra de escala de A-H es de 100 um y en I-P es 20 um.

50



Una de las caracteristicas del marcaje con EdU es que permite disefiar experimentos de pulso y
caza en donde células vivas son expuestas al EAU y varios dias después se pueden identificar y
distinguir entre las células proliferantes de las quiescentes. Nosotros realizamos un ensayo de EAU
pulso y caza con la intencion original de establecer el comportamiento de la poblacién de EpSCs
a lo largo del desarrollo y de la estratificacion de la epidermis. Para ello realizamos el tratamiento
con EdU por 1.5 horas en larvas de 6 dpf y posteriormente estas larvas fueron mantenidas
individualmente hasta alcanzar la talla de 5, 6.5 y 8 mm SL (de 25 a 45 dias después), para
finalmente hacer la deteccion para EAU y p63 (Figura 12A-C).

Este ensayo nos permitié examinar la progenie celular de la epidermis y distinguir entre las células
que se dividieron més (aquellas que perdieron el marcaje) de las células que no se dividieron (las
que retuvieron el marcaje) (Figura 12D). En las tres etapas 5, 6.5 y 8 mm SL detectamos un grupo
de células que retuvieron el marcaje por mas de 20 dias, nosotros las nombramos “LRCs” por su
nombre en inglés “Label-Retaining-Cells” (Tabla 6). Las LRCs no co-localizaron con p63 y no se
limitan a la capa basal epidermal (Figura 12A-C) lo que indica que no son EpSCs. Al cuantificar
su abundancia, durante las diferentes etapas de la estratificacion de la epidermis, encontramos que
mientras las células p63+ incrementan, las LRCs disminuyen con respecto al nimero total de
células epidermales (Figura 12E). La identificacién de las LRCs revela otro tipo de poblacién

celular que se mantiene en un estado quiescente por varias semanas.
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Figura 12. Identificacion de una poblacion de LRCs y su dinamica durante las etapas post-larvarias
de pez cebra. A-C, Doble marcaje con detecciéon de EAU y anti-p63 en larvas de 5,6.5 y 8 mm SL. D,
Representacion esquematica del ensayo de pulso-y-caza con EdU. Incubacién de EAU por 1.5 hrs a los 6
dpf, posteriormente las larvas fueron colectadas a los 5, 6.5 y 8 mm SL. La sefial de EdU se diluye
progresivamente en las células cuando se dividen, pero aquellas que son quiescentes retienen el marcaje
(LRCs). E, Gréfico de barras intercaladas en donde se muestra la proporcién de células p63+ y EdU+ con
respecto al total de células marcadas con DAPI en las tres distintas etapas. La Barra escala en A-C es de 20

um.
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6.3. p63 y la fosforilacion de p63 co-existen durante el engrosamiento epidermal.
Como se menciond anteriormente los PCs incrementan su nimero a lo largo de la estratificacidn,
principalmente en las capas suprabasales y presentan diferentes niveles de p63 o incluso p63 puede
estar ausente (Figuras 8N y 10E). Esto nos hizo pensar que p63 pudiera ser degradado durante la

estratificacion epidermal.

La estabilidad de la proteina p63 es regulada por modificaciones post-traduccionales,
principalmente su fosforilacion, ubiquitinacién y posterior degradacién en el proteosoma. Las PCs
muestran altos niveles de proliferacién y reduccion en la sefial de p63. Mediante ensayos de
inmunofluorescencia y utilizando los anticuerpos anti-p63 y anti-p63-fosforilado (P-p63) en las
tres distintas etapas 5,6.5 y 8 mm SL, observamos a P-p63 en el citoplasma de células epidermales,
detectindose con mayor intensidad en células suprabasales en comparacion con las células basales
(Figura 13A-B). Algunas de estas células se marcaron también con el anti-p63 (nuclear) pero otras
no lo hicieron. Con la finalidad de corroborar la especificidad de los anticuerpos realizamos un
andlisis de Western Blot en donde observamos un desplazamiento de la banda de P-p63 con

respecto a la de p63 (Figura 13C).

La expresion de p63 en el niicleo es lo que se espera de un factor transcripcional, y la deteccidn de
P-p63 en el citoplasma junto con la reduccién de p63 en las capas suprabasales sugiere que p63 se
relocaliza del ntcleo al citoplasma cuando se fosforila. Para comprobar la presencia de P-p63 en
el citoplasma de las células epidermales establecimos un cultivo primario de queratinocitos a partir
de escamas y de fragmentos de la aleta caudal de un pez adulto. En el cultivo primario pudimos
observar la propagacion de distintos tipos celulares tales como: melandforos, xant6foros, ionéforos
(Figura 13 D-F) y queratinocitos, que fueron identificados con el anticuerpo anti-pan Citoqueratina
(Figura 13 G-I). La localizacién de P-p63 en el cultivo primario se observé en el niicleo y en el
citoplasma indicando que cuando p63 se fosforila se mueve del nicleo al citoplasma muy
posiblemente para su degradacién mediada por el proteasoma, para iniciar su diferenciacion

(Figura 13J-L).
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Figura 13. Presencia de p63 fosforilado en EpSCs y PCs en la epidermis y su distribucion en cultivo
primario de queratinocitos de pez cebra. A-B, Doble- inmunotincién con anti-p63 y y anti-P-p63 en
cortes histolégicos de larvas de 5 y 8 mm SL. Las flechas punteadas indican a células basales con alta
intensidad de p63 y P-p63, las flechas blancas indican células suprabasales con P-p63 y poca o nula sefal
de p63. C, Western blot de extractos post-larvarios para confirmar la especificidad de los anticuerpos contra
DNp63-a (p63) y P-p63 junto con un anti-Actina como control de carga. D-L, Cultivo primario de células
epidermales a partir de escamas y fragmentos de aleta caudal. D-F, Propagacién de diferentes tipos celulares
observados en el cultivo primario, las lineas punteadas delimitan a las células correspondientes a
Melanéforos, Xantoforos y Irididforos respectivamente. G-L, Cultivos primarios de queratinocitos. G-I,
Inmunomarcaje con un anticuerpo anti-pan-citoqueratina. J-L inmunolocalizaciéon de P-p63. Las imdgenes
en A-B fueron obtenidas con el objetivo de 40X, mientras que las imdgenes de D-L fueron obtenidas con

63X. Escala de barra en A-B y D-L es 20 pm.
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6.4. Divisiones asimétricas ocurren durante la estratificacion.
Las divisiones asimétricas son importantes para generar nuevas capas epidermales en mamiferos.
Como anteriormente mencionamos Par3, LGN, NuMA e Insc son requeridos para re-orientar el
huso mitético antes de las divisiones asimétricas. Evaluamos el patrén de expresion de proteinas
que participan en la division asimétrica antes y durante la estratificacion epidermal, utilizando

anticuerpos dirigidos contra Par3, LGN, NuMA e Insc.

Primero observamos que en 5 mm SL, el patrén de expresion de Par3, LGN y NuMA (Figura 14A-
I) es distinto del observado en 6.5 mm SL (Figura 140-T). En la fase de pre-estratificacion, a los
5 mm SL; la localizacién de Par3 se encuentra en el citoplasma de la célula, a un lado del nicleo
(unilateral) y en ambos lados (bilateral) (Figura 14A-C). LGN se observé una distribucion
unilateral, bilateral y alrededor del nicleo (Figura 14D-F); de igual manera NuMA se observo
principalmente distribuida alrededor del nicleo (Figura 14G-I). Asi mismo, la co-localizacién de
p63 y Par3 en células basales muestra la expresion de Par3 en células EpSCs, a los 5 mm SL.
Nuestros datos indican que antes de la estratificacion (5 mm SL), también hay eventos celulares
en que participan Par3, LGN y NuMA. Sin embargo, no se distribuyen en un arreglo en forma de
luna creciente, que es el tipico patrén de expresion que se observa en las divisiones asimétricas,

sino que lo observamos en una localizacién uni o bilateral y / o alrededor del nicleo.

Dada la expresion atipica de estas proteinas de division asimétrica, nos preguntamos si las células
que expresan LGN y NuMA estdn proliferando. Para ello realizamos un co-marcaje de LGN con
EdU y de NuMA con EdU (Figuras 14J-N). Observamos que las células que expresan tanto LGN

como NuMA estdn en una fase de proliferacion activa.

A los 6.5 mm SL, que es un estado avanzado de la estratificacién epidermal, localizamos la
expresion de Par3 y LGN en una posicién apical; mas especificamente la sefal se observa entre el
ndcleo y la membrana basal, del lado contrario a la membrana basal. Ambas proteinas se
distribuyen en forma de luna creciente, ésta distribucion se refiere a la sefial del anticuerpo que
detecta a los componentes del complejo de division asimétrica, asemeja a la forma de una luna
creciente en el citoplasma entre el nicleo y la membrana celular (Figura 140-T). Experimentos de

doble inmunomarcaje anti-Par3/anti-p63 o anti-LGN/anti-p63 sugieren que las EpSCs se dividen
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por divisiones asimétricas. A diferencia de Par3 y LGN no pudimos detectar células positivas a

NuMA en cortes histoldgicos de 6.5 mm SL como lo hicimos en 5 mm SL y 8 mm SL.

Se sabe que la direccion del huso mitético define la posicion que tendran las células hijas durante
la divisién celular y como se menciond anteriormente, tanto Par3 como LGN reorientan el huso
mitdtico durante las divisiones asimétricas. La localizacion apical de la luna creciente de Par3 y
LGN nos indica que el plano de la citocinésis (separacion de las células hijas) ocurrird apicalmente.
Es decir que las células hijas quedardn una sobre la otra. Nosotros cuantificamos el dngulo en el
que se ubica el centro de la luna creciente tomando como dngulo de 0° a un eje imaginario a la
altura del nicleo y paralelo a la membrana basal (Figura 14U-V, recuadros laterales a la izquierda).
La orientacién para la mayoria de las formas de luna creciente de Par3 se encontraban casi
perpendicular a la membrana basal con dngulos entre 70-85° y en LGN alrededor de 90° (Figura
14U-V). Si consideramos a la célula como un circulo de 360°, los tamafo de las lunas crecientes
de LGN fueron de 150° a 180°; en comparacién con los de Par3 que iban de 80° a 180° (Figura
14W); aunque hubo hay ligeras variaciones en el tamafio de las lunas crecientes principalmente

para Par3, la orientacion perpendicular a la membrana basal para Par3 y LGN fueron similares.

Finalmente, también exploramos las divisiones asimétricas en las etapas tardias de la
estratificacion. En la etapa de 8 mm SL, la epidermis se encuentra formada por varias capas de
células (Figura 15A). En nuestras observaciones detectamos algunas células con seiial de Par3
formando el patrén de luna creciente y alrededor del nicleo, principalmente en las células de la
capa suprabasal (Figura 15B-C). A lo largo de nuestra caracterizacion utilizamos todos los
marcadores posibles que participan en las divisiones asimétricas, ademads de los observados en 5 y
6.5 mm SL (Par3, NuMA y LGN), detectamos algunas células expresando a la proteina Insc,
también en forma de luna creciente y en células suprabasales (Figura 15D-E). La distribucién de
NuMA en 8 mm SL fue similar a las observada en 5 mm SL, alrededor del niicleo pero con
pequeios puntos distribuidos en forma uni o bilateralmente (Figura 15F-G). Las células positivas
a Par3, Insc y NuMA fueron observadas en las capas suprabasales y externa, estas se observaron
en algunas ocasiones en presencia 6 ausencia de p63 (Figura 15A-G). La orientacion de las lunas
crecientes de Par3, Insc y NuMA no presentan una orientacién definida como en 6.5 mm SL,

observdndolas tanto perpendicular como lateralmente (Figura 15H). Esto es un indicio de la
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dindmica de division celular que ocurre en las distintas etapas de la estratificacién y que podria
reflejar que el papel que tienen las células basales, al inicio de la estratificacion de la epidermis, lo

asumen posteriormente las células suprabasales.
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Figura 14. Diferencias en la distribucion de componentes del complejo de division asimétrica (Par3,
LGN y NuMA) en las EpSCs antes y durante la estratificacion de la epidermis en el pez cebra.

A-I, Patrén de distribucién de las proteinas Par3 (y p63), LGN y NuMA durante la etapa de pre-
estratificacion, a los 5 mm SL. Estas se distribuyen en forma bilateral, unilateral y alrededor del nicleo,
respectivamente. Los asteriscos en G e I marcan lo que parecieran agregados de NuMA. J-N, Co-marcaje
de anti-LGN o anti-NuMA con el marcador mitético EAU. O-T, Etapa de estratificaciéon de 6.5 mm SL.
Patrén de distribucion de las proteinas Par3 y LGN en la epidermis y orientacion perpéndicular de la forma
de luna creciente. Ambas co-localizan con p63. U-V, Histograma radial que agrupa a las lunas crecientes
de Par3 y LGN de acuerdo al dngulo en que se orientan cada una de estas estructuras. Los paneles de la
izquierda ejemplifican como se obtuvo el dngulo del marcado en forma de luna creciente. En algunos de
estos ejemplos el nicleo se ve morado por la co-localizacién de p63 con DAPI. W, Gréfico de dispersion
de puntos que muestra el tamafio de las lunas crecientes para Par3 y LGN. Las imdgenes fueron obtenidas

con el objetivo 63X. Escala de la barra es 5 um.
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Figura 15. Orientacion heterogénea de la luna creciente con los componentes del complejo de division
asimétrica en la epidermis de larvas de 8 mm SL.

A-G, Expresion de proteinas de division asimétrica en el estadio de 8 mm SL. Las flechas punteadas
marcan la zona de células basales, la flecha continua la capa de células externas y la cabeza de flecha (y
corchete) a la zona suprabasal. A-C, Doble inmunotincién de anti-Par3 y anti-p63, empleando a DAPI como
marcador nuclear. Se observa el patrén de luna creciente en células suprabasales, aunque no en distribucion
apical, es notoria la orientacién heterogénea del marcado en forma de la luna creciente. D-E, Doble
inmunotincion de anti-Insc y anti-p63, combinado con un marcaje nuclear con DAPI. Se observa un patrén
de luna creciente, aunque no siempre en posicion apical y preferentemente en células basales. F-G, Doble
inmunomarcaje con los anticuerpos anti-NuMAy anti-p63, las mismas preparaciones fueron tratadas con
DAPI para marcar los nucleos. Se detecto la sefial enriquecida (asteriscos) de NuMA en un solo lado
(unilateral) o en ambos lados de las células (bilateral). H, Histograma radial que agrupa a las lunas
crecientes de Par3 y Insc y NuMA de acuerdo al 4ngulo en que se orientan cada una de estas estructuras.
Este gréfico, fue construido con datos de experimentos hechos con anti-Par3, anti-Insc y anti-NuMA y
fueron colocados en el mismo grafico para su comparacion. Escala de la barra en A es 20 um y en B-G es

5 um.
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6.5. Signos de la diferenciacion celular durante la estratificacion epidermal.

La via de sefializacion de Notch regula interacciones celulares, proliferacion, diferenciacion,
destino celular, apoptosis y desarrollo embrionario, tanto en vertebrados como en invertebrados
[83]. En la epidermis la sefalizacion de Notch orquesta el proceso de diferenciacion celular y
proliferacion a través de una actividad secuencial de su diferentes ligandos, receptores y via de
sefializacion rio-abajo [84]. La division asimétrica y la sefializacién de Notch actdan en una ruta
en comun promoviendo el cambio celular de basal a suprabasal en la diferenciacién [85]. Por
eventos de duplicacidn, el pez cebra presentan dos genes notchl (notchla, notchlb),un notch2 (o
notch6) y un notch3 (o notch5), nosotros exploramos los niveles de expresion de los distintos
transcritos de Notch en las tres etapas post-larvarias (5-8 mm SL).

En el anélisis de RT-PCR, observamos el perfil de expresion de los distintos genes Notch. Los
genes nocthla mantiene poca expresion en las tres etapas, notchlb sélo se observa su leve
expresion en 8mm SL, en comparacion con notch2 y notch3 que se mantienen expresados a lo

largo de las tres etapas post-lavarias (Figura 16).
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Figura 16. Expresion diferencial de los genes Notch de pez cebra durante las etapas post-larvarias.
A, RT-PCR cualitativo del perfil de expresion de los genes notchla, notchlb,notch2 y notch3 en larvas

completas de los estadios post-larvarios de 5, 6.5 y 8 mm SL.
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Finalmente, en la Tabla 6 se resumen los distintos tipos de poblaciones que identificamos a lo largo
del proceso de estratificacion en las etapas post-larvarias del pez cebra, indicando su localizacion

y posible papel en la estratificacién epidermal.

Tabla 6. Resumen de los diferentes tipos celulares que participan en la estratificacién epidermal.

Tipo celular

Método de deteccion

Locacion durante
la estratificacion

epidermal

Funcion durante la
estratificacion

epidermal

Células Troncales

Senal elevada de p63 y

Capa basal en 5-

Mantienen el reservorio

Epidermales seflal reducida o nula de | 8mm SL de células troncales para
marcadores division la formacién y
(EpSCs) celular (pHH3 y EdU) renovacion de la
epidermis.
Progenitores Senal reducida o nula de | Capas basales y Proliferan durante la
Celulares p63 y seial elevada de | suprabasales, estratificacion epidermal

comprometidas a

marcadores division

observadasen 5y

y forman nuevas capas

diferenciarse celular (pHH3 y EdU) 6.5 mm SL. de células.
(PCs)
Células de Incorporacion y Se observaron en | Células Troncales

Retencion de

Marcaje

retenencion por mas de 1
mes del marcador

(EdU).

todas las capas

epidermals.

Quiescentes.
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(LRCs)

Células de
transicion de SCs a

PCs.

Células con presencia de

p63 fosforilado.

Capas basales y

Suprabasales

Podria reflejar un paso
de la degradacion de

p63.

Células con

Division Asimétrica

(EpSCs)

Con anticuerpos anti-
Par3 y anti-LGN, se
observo una distribucién
en forma de luna
creciente en la region
apical de las células

basales.

Capas basales.

Formacion de nuevas

capas de células.
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VII. DISCUSION.

7.1. El papel de las Células troncales y Progenitores epidermales durante la

estratificacion de la epidermis.

El desarrollo, la homeostasis y la dindmica celular de la epidermis de pez cebra, proveen un modelo
experimental para estudiar aspectos fundamentales en la construccion de los tejidos [86]. En este
trabajo describimos los cambios epiteliales que ocurren antes y después de la estratificacion
epidermal durante el desarrollo post-larvario (5 - 8 mm SL) del pez cebra; ya que en estas etapas
es cuando ocurre el engrosamiento de la epidermis. Nosotros observamos que inicialmente en la
epidermis (5 mm SL) se observan solo dos capas de células aplanadas que eventualmente y
conforme progresa la estratificacion se vuelven mds redondeadas; ademds, de que se agregan

nuevas células que forman capas suprabasales.

En la epidermis de mamiferos un incremento en los niveles de proliferacién celular produce una
sobrepoblacién en la capa basal, generando una compresion lateral, baja tension cortical y un
aumento de la adhesion celular. Lo anterior resulta en la disminucién gradual en el drea de contacto
superficial, causando que algunas células cambien su forma y se muevan a posiciones sobre la
capa basal o suprabasales. Los cambios dindmicos en la forma y el movimiento ascendente
requieren un intrincado control de fuerzas mecdnicas y contacto célula-célula, estableciendo la
importancia de tensiones mecdnicas junto con la adhesién en la diferenciacion celular [87].
Connely J.T., y colaboradores en el 2010 utilizaron el cultivo de queratinocitos en dreas de
crecimiento muy restringidas, para generar una sobrepoblacién celular y estudiar los arreglos del
citoesqueleto y su relacién en la induccién de la diferenciacion celular. Cuando las células se
mueven de capas basales a suprabasales cambian su forma e incrementan su tamaio, iniciando la
expresion de marcadores de diferenciacion celular. Sugiriendo que rearreglos en el citoesqueleto
de actina incrementa su potencial de proliferacion [88, 89] [90]. La combinacién de cambios
biomecdnicos acoplado a la proliferacion celular y diferenciaciéon celular definen la organizacién
de un tejido de multiples capas [91]. Procesos como estos podrian estar conectados con el cambio
que observamos en la forma de las células epidérmicas del pez cebra durante la estratificacion

epidermal.
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Como mencionamos anteriormente, el factor transcripcional p63 es esencial para el desarrollo y
mantenimiento de la piel, su regulacion y expresion es regulada en diferentes niveles [7, 92]. p63
es utilizado como el principal marcador de células troncales epidermales tanto en pez cebra como
en otros organismos [93-95]. En raton, la ausencia de p63 durante la embriogénesis, reveld
multiples defectos; la superficie cubierta por la piel fue del 60-80%, ademas se report6 hipoplasia,
erosion, adelgazamiento y pérdida en el desarrollo folicular, finalmente resultando en una muerte
prematura de los ratones [95-97]. En pez cebra la expresion de p63 inicia desde la embriogénesis
(20 hpf) y el Knock-down result en embriones con defectos en la formacion de las aletas y piel,
similar al fenotipo de ratén [21]. Nosotros observamos altos niveles de p63 durante la

estratificacion epidermal, principalmente en la capa basal y en las primeras capas suprabasales.

El incremento de proliferacion celular que detectamos (5 mm SL), pareciera indicar una fase de
preparacion para la estratificacion de la epidermis del pez cebra. Las sefales que lo desencadenan
aun son desconocidas. Sin embargo, en ratones se ha descrito que durante la proliferacion de
células epidermales, dos proteinas secretadas por las células dermales: secreted frizzled-related
protein 1 (Sfrpl) y insulin-like growth factor-binding protein2 (igfbp2) inducen la proliferacién
de células basales y progenitores epidermales [98]. Como se menciond anteriormente una alta
proliferacion celular se traduce en fuerzas mecénicas que producen cambios en la morfologia
celular. En epitelios en monocapa, la sobrepoblacion resulta en extrusion celular, lo cual es
esencial para mantener la homedstasis en los tejidos [99]. En el caso de la epidermis, a los 5 mm
SL que solo tiene dos capas de células (basales y externas) una delaminacién de las células basales

podria traducirse en células basales formando nuevas capas suprabasales [87].

Una vez que la epidermis tiene multiples capas (6.5 - 8 mm SL) la piel adquiere nuevas funciones,
como las asociadas con la formacion de apéndices cutdneos como escamas y rayos en las aletas.
Para ello es importante la participacién de vias de sefializacién como en las que participan Sonic
hedgehog-a (Shha) y Wnt/PCP, por ejemplo, para regular a los osteoblastos que forman las
escamas [100-102]. Es claro que primero es necesario un engrosamiento de la epidermis que de un

soporte y sustento durante el surgimiento de las escamas [82, 103].
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Ademads de la induccién y expresion de distintas moléculas de sefializacion; diferentes cambios
morfologicos ocurren relacionados a las interacciones epidermis-dermis, como acumulacién de
coldgena debajo de la membrana basal. Nuestras observaciones coinciden con las de Le Gallec y
colaboradores en el 2004, quienes enfatizan la deposicién y organizacion de la coldgena en la
dermis cuando la epidermis de pez cebra se encuentra formada por 4 capas de células. Segin estos
autores en las células basales abunda una red de cisternas del Reticulo Endopldsmico Rugoso y
regiones del Aparato de Golgi, sugiriendo una mayor actividad de sintesis de proteinas y actividad

de moléculas de sefializacion [3].

Para determinar la proliferacion celular en las distintas etapas post-larvarias utilizamos dos formas
diferentes de marcar a las células en divisién (inmunodeteccidn e incorporacion de nucle6tidos).
Antes del engrosamiento epidermal en la etapa de Smm SL, detectamos dos distintas poblaciones
de células: las EpSCs y las PCs (Tabla 5). Diversos autores coinciden que las células basales
epidermales que expresan a p63 corresponden a SC [8,15,19,21, 104]. Las EpSCs que estudiamos
siempre expresan a p63 y co-existen con diferentes poblaciones de PCs que tienen nula o poca
sefal de p63 y alta tasa de proliferacion celular, los PCs se localizan tanto en capas basales como
suprabasales. La contigiiidad entre EpSCs (p63+) y PCs (pHH3+) se observé de manera constante
en todos los individuos pero parece ser un fendmeno solo observado en el pez cebra hasta ahora.
Su asociacién nos hace pensar que podrian tener un origen en comun como el ser las células hijas
de la misma division celular, sin embargo, es necesario realizar experimentos adicionales como de

marcaje y rastreo o seguimiento in vivo para demostrarlo.

Durante un andlisis clonal en ratones entre los 3.5 dias a 4 semanas de edad se estableci6 que las
células troncales en la epidermis se dividen lentamente, mientras que las células progenitoras
comprometidas se dividen hasta diez veces mas rdapido. Las células progenitoras mostraron una
constante expansion. En contraste las células troncales mostraron una amplificacién inicial y
posteriormente regresan a un estado quiescente [55]. Las células troncales y las progenitoras
comprometidas descritas anteriormente se comportan en forma similar a las EpSCs y a los PCs de

pez cebra descritas en este trabajo.

69



Ademads de las EpSCs, nosotros identificamos otro subconjunto de posibles células troncales. Estas
fueron identificadas por un experimento de pulso y caza con EdU. Dichas células (llamadas LRCs)
permanecieron sin dividirse o se dividieron con menor frecuencia desde los 6 dpf hasta las etapas
de 5,6.5 y 8 mm SL. Esto es interesante, ya que inicialmente las LRCs se encontraban en fase de
sintesis celular por lo que incorporaron el andlogo a timidina (EdU) y posteriormente entraron a
un estado quiescente en el cual las encontramos, mas de 30 dias después (5 — 8 mm SL). Se sabe
que hay subtipos de SCs que pueden mantenerse en un estado quiescente y que tienen funciones
diferentes a las SCs que se dividen con mayor frecuencia [105, 106]. Algunos tejidos adicionales
a la epidermis donde se han descrito las SC quiescentes son el foliculo piloso [107] y los sistemas
nervioso y hematopoyético [108]. Nosotros creemos que las LRCs fueron capaces de reingresar al
ciclo celular y dividirse de manera continua en el mayor pico de proliferacion celular durante la
estratificacion de la epidermis. Esto es por que observamos que conforme progresaba la
estratificacion epidermal el nimero de LRCs era mas dificil de detectar, sugiriendo una mayor
dilucién del marcaje retenido, conforme incrementaban las divisiones celulares. Este hallazgo
consideramos necesita una mayor exploracién para conocer el papel de las LRCs en el desarrollo,
homeostasis y regeneracion epidermal. El mecanismo que las células quiescentes utilizan para
entrar, mantenerse y salir del estado quiescente y/ o reingresar al ciclo celular atin no esta del todo
claro. Algunos autores sugieren que las SC quiescentes funcionan como un reservorio de células
para remplazar a las células que se encuentran activamente dividiéndose bajo condiciones de estrés

celular o dafio en el tejido [105, 109]

Otro de los hallazgos de este trabajo tiene que ver con el factor transcripcional p63. Durante
nuestros ensayos encontramos que mientras las EpSCs expresan altos niveles de p63, los PCs
tienen bajos niveles, lo cual se puede deber a menor expresion genética o a que se estd degradando.
Se ha visto, en cultivos de queratinocitos epidermales de mamiferos, que un pulso de Ca?* (de 0.05
mM a 0.1 mM) induce diferenciacién celular [110] y que la diferenciacién no solo reduce la
expresion de p63, si no que produce una forma fosforilada de p63 [111]. La fosforilacién de p63
es una sefal para su posterior degradacion, la cual es mediada por ubiquitinacién [57] estudiado
en ratones y cultivo de células humanas [66, 111]. Nuestras observaciones sugieren que durante la
estratificacion epidermal en pez cebra, p63 comienza su fosforilacion para su posible degradacion.

A diferencia de p63 que sdlo lo localizamos en el nicleo, P-p63 se observaba tanto en el nicleo
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como en el citoplasma de células basales y suprabasales y tanto en presencia como en ausencia de
p63. La localizacion de P-p63 en ambos compartimentos fue confirmada a través de un explante
de queratinocitos a partir del corte de la aleta caudal y escama de peces adultos, sugiriendo un
probablemente mecanismo de exportacion del nicleo al citoplasma para su posible degradacion;

lo cual podria reflejar diferentes estados de degradacién de p63.

Lared de regulacion de p63 es extensamente compleja [112], con funciones regulatorias en células
troncales epidermales a diferentes niveles [92]. En raton, la pérdida de p63 también genera
hendiduras faciales y pérdida de extremidades, por alteraciones en la cresta ectodérmica apical
[96]. Debido a la complejidad de su red de regulacién, sus funciones permanecen ain
controversiales, ya que se requiere para el mantenimiento y renovacion de SCs, pero también para
la diferenciacién celular, lo cual involucra a diversas proteinas de secrecion como son
Fibronectina-1, Interleucina-1by Jagged-1[92,95, 113]. La funcién de p63 en diferentes contextos
celulares podrian explicar estds discrepancias, aunado a las diversas isoformas de p63, en donde
promotores alternos y “splicing” alternativo juegan un papel durante su expresion [97, 114, 115].
Sin embargo, esta clara la relacion entre la fosforilacién de p63 y la proliferacién y diferenciacion

de los PCs [66,97, 111, 116].

Sin duda los eventos celulares que ocurren durante la formacién de la piel son importantes para
establecer un tejido que dard soporte y proteccion al pez a lo largo de su vida. Un tema directamente
relacionado con la piel es su alta capacidad de remplazar por completo el tejido dafiado con nuevo
tejido o regeneracion que reestablece la continuidad del tejido y mantiene la homeostasis de los
organos [117]. En heridas hechas en ratén los queratinocitos adyacentes a la zona dafiada tienen
una transicion epitelio-mesénquima, migrando hacia el sitio de la herida. Este proceso es
controlado a nivel molecular involucrando pérdida de uniones intercelulares, cambios
morfolégicos y un incremento en la motilidad [118, 119]. También en el pez cebra se ha observado
que los queratinocitos migran al sitio de la herida desde areas adyacentes formando una “neo-

epidermis” [120].

La re-epitelizacion requiere un reordenamiento epitelial, que involucra intercalaciones radiales y

elongacion de células, procesos que son dependientes de las cinasas Rho y la cinasa Jun N-terminal
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(JNK), por mencionar algunos componentes. Estos rearreglos llevan al reclutamiento de
queratinocitos de la epidermis adyacente, en una re-epitelizaciéon que es independiente de la
proliferacion celular [121]. Sin embargo, las dreas colindantes a la herida se adelgazan por la
pérdida de células y eventualmente estas dreas se engrosan por eventos que si involucran
proliferacion celular [121]. Postulamos que la re-epitelizacion de las dreas colindantes se asemeja

al proceso de estratificacién como lo observamos en este trabajo.

7.2. Divisiones asimétricas y expresion de Notch forman parte de la estratificacion
epidermal.

La division celular asimétrica es un proceso generalizado que ocurre en organismos que van desde
procariontes hasta organismos multicelulares altamente complejos. Las proteinas Par3, LGN,
NuMA e Insc son componentes conservados de complejos de polaridad celular [71]. En
organismos multicelulares, las divisiones asimétricas son fundamentales para la diversificacion
celular [67]. Las células epidermales requieren de una polaridad &pico - basal para establecer su
funcién como barrera protectora [122]. Trabajos previos en la epidermis de ratones demostraron
que las proteinas de estos complejos de polaridad celular son esenciales en el inicio de la
estratificacion durante la morfogénesis epidermal [73, 85, 123, 124]. En la embriogénesis de pez,
cebra se ha descrito la importancia de las divisiones asimétricas en progenitores neurales [125,
126], angiogénesis [127] y durante la fase de gastrulacion [128], pero no se han descrito durante
la estratificacion epidermal. Uno de los hallazgos mas importantes de este trabajo es que durante
la estratificacion epidermal en el pez cebra, las EpSCs se dividen, en la etapa de 6.5 mm SL, por
divisiones asimétricas. Esto implica que al dividirse las EpSCs dan lugar a dos células hijas que

son intrinsecamente diferentes.

Un hallazgo interesante es que la localizacion y distribucion de Par3, LGN y NuMA es diferente
entre las etapas de pre-estratificacion (5 mm SL), estratificacién (6.5 mm) y estratificacion tardia
(8 mm SL) de la epidermis. Inicialmente en la etapa de pre-estratificacion observamos que Par3 y
LGN se distribuyen uni o bilateralmente en las células basales, lo cual es una distribucién poco
comtun. Sin embargo, Byrd y colaboradores describieron que, en el epitelio de la cavidad oral de
raton, LGN se distribuye en agregados uni y bipolares, en la etapa de E15.5, justo al comienzo de

la estratificacion de este epitelio, lo que sugiere divisiones celulares laterales [124].
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NuMA forma parte de un complejo junto con LGN y Gai, que son proteinas involucradas en la
reorientacién del huso mitético [73, 123]. Sin embargo, en nuestros experimentos NuMA tuvo una
distribucién distinta a LGN. NuMA se detect6 alrededor del nicleo, aunque con cierta tendencia
a acumularse en agregados uni o bilateralmente. Esta distribucién podria reflejar la dindmica de
reclutamiento en el ensamblaje de los complejos. Las células epidermales con Par3 y LGN fueron
también positivas a p63 y EdU lo cual sugiere la salida de las EpSC de su estado troncal mientras
se dividen lateralmente. Es decir que antes del pico de la estratificacion las células se dividen
activamente pero no para el engrosamiento epidermal sino probablemente para incrementar el drea

de la superficie.

En el pico de la estratificacion (6.5 mm SL) Par3 y LGN cambiaron su distribucién a una forma
de luna creciente en la region apical de las células basales. En ratones, Par3 se localiza apicalmente
en las células epidermales [129], de manera similar a LGN, la cual se localiza en el cortex apical
de células basales de la epidermis, en donde promueve divisiones celulares en una direccion
perpendicular [124]. La distribuciéon que observamos para Par3 y LGN es muy similar pero no
idéntica, mientras que Par3 tiende a formar la luna creciente en una posicion oblicua, la forma de
luna creciente de LGN fue distribuida en su mayoria en un dngulo recto con respecto a la
membrana basal. Simultaneamente, se observaron variaciones en el tamafio de la forma de luna
creciente entre Par3 y LGN. Igualmente detectamos la expresion de p63 en células con Par3 y
LGN, indicando que las EpSCs en la etapa de 6.5 mm SL en pez cebra se dividen asimétricamente

muy posiblemente participando en el engrosamiento epidermal.

En larvas de 8 mm SL, el nimero de células positivas para los marcadores del complejo de
polaridad no fue tan abundante como a los 6.5 mm SL y aunque Par3 siguié observiandose en un
patén de luna creciente se perdio la orientacion apical o paralela a la membrana. Ademds, las
células que expresaron Par3 se localizaron en las capas suprabasales en donde algunas de estas
coexpresaron a p63. De manera adicional, un elemento interesante del complejo de polaridad es la
proteina Insc el cual se sabe que es el regulador entre las divisiones simétrica y asimétricas ya que
cuando en otros organismos modelo se bloquea su expresion se observd un incremento

significativo en las divisiones asimétricas [74]. La proteina Insc de pez cebra sélo fue detectada
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en larvas de 8 mm SL. Cabe mencionar que Par3, LGN, NuMA e Insc no se encuentran
necesariamente en los mismos complejos aunque todos son parte del mecanismo de division

asimétrica [71], probablemente por ello su distribucién no es exactamente igual.

Podemos resumir que en pez cebra, durante la etapa de pre-estratificacion las divisiones celulares
de las EpSCs son laterales incrementando el drea de la superficie. En el pico de la estratificacion
(6.5 mm SL), las células de la capa basal se dividen asimétricamente dirigiendo a una de las células
hijas hacia la capa suprabasal. Finalmente, antes del surgimiento de las escamas hay células en las
capas suprabasales que se dividen asimétricamente. En la morfogénesis epidermal de ratén se
encontrd una mayor proporcion de divisiones asimétricas ( 67%), que divisiones simétricas (33%)
[129]. Lo anterior sugiere que células basales se dividen simétricamente primero para incrementar
el area de la superficie, y posteriormente las divisiones asimétricas promueven la estratificacion,
indicando una directa relacién entre la orientacion de la division celular y el destino de la progenie

epidermal [123].

Existen algunos reportes que relacionan la divisién asimétrica con el tamafio de las células hijas,
por ejemplo, en Drosophila las SCs germinales se dividen normalmente produciendo dos células
hijas del mismo tamafio; sin embargo, en ausencia de la cinasa Klp10A (que despolimeriza
microtibulos) el centromero madre se alarga anormalmente resultando en una célula hija pequeia
destinada a muerte celular. Lo anterior sugiere que la regulacién en el tamafio de la célula es un

aspecto critico durante las divisiones asimétricas [67, 130].

No hay reportes sobre si hay relacion entre el tamafio de la luna creciente (como la de Par3 y LGN)
con respecto al tamafio de las células resultantes de la division asimétrica y es algo que valdria la
pena explorarse en nuestro sistema de estudio. Lo que si es claro, es que la formacién de la luna
creciente a partir del complejo de polaridad, es importante para anclar y orientar al huso mitético

y determinar el destino de las células hijas [67].
La senal de polaridad de algunas SCs se relaciona con su adherencia a la membrana basal [67].

Por ejemplo, la epidermis de ratones KO a Betal-Integrina o de Alfa-Catenina mostraron defectos

en su unién con la membrana basal, y alteraciones en la formacién de la luna creciente formada
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por el complejo LGN-Ins. La localizacién aberrante de LGN e Insc resultaron en una orientacion
aleatoria de los husos mitéticos, sugiriendo que Betal-Integrina y Alfa-Catenina también son
importantes en la direccidon celular en las divisiones asimétricas [85, 123, 129, 131]. Otros
mecanismos, como la migracion celular podrian también contribuir a la divisién asimétrica [72].
La orientacién de las SCs con respecto a la membrana basal, como una sefial de polaridad durante
la divisién asimétrica, se observo también en las SC intestinales en Drosophila [132], en las SCs
neuroepiteliales de la médula espinal de ratén [133] y en células satélite de musculo también de

ratén [134].

Como mencionamos anteriormente, en larvas de 6.5 mm SL las EpSCs se formaba la luna creciente
de Par3 o de LGN, en una orientacién paralela a la membrana basal. Sin embargo, a los 8 mm SL
la luna creciente de Par3 no tiene una direccion definida. Estos resultados resaltan la importancia
de las sefiales provenientes de la membrana basal en la orientacion del complejo de polaridad que
definen el plano de division celular asimétrica y el destino de las células hijas. Con frecuencia las
células que expresaron proteinas de los complejos de polaridad también fueron positivos a p63. Se
sabe que p63 controla las interacciones entre célula-membrana basal y regula la expresion de varias
Integrinas y componentes de la matriz extracelular. En ratones deficientes a p63, las células

epidermales pierden su polaridad y por consiguiente la estratificacion [129].

No solo las sefiales intracelulares definen la polaridad celular, también hay sefales extrinsecas que
confieren identidad a los nichos de SC. Estos nichos pueden ser influenciados por moléculas de
seflalizacién que activan redes transcripcionales que influencian a las SCs y definen su
comportamiento, por ejemplo las células pueden sensar la posicion del ligando via receptores, y

emplear esto como sefales para orientar el huso mitético hacia el ligando [67].

Nuestras observaciones podrian ser el inicio para explorar y comprender como los complejos de
polaridad se ensamblan en las divisiones asimétricas durante la estratificacion epidermal en pez
cebra. Estos no serfa una labor ficil ya que pez cebra hay cuatro genes para Par3 (pard3aa,
pard3ab, pard3ba y pard3bb) y cinco genes para LGN (gpsmla, gpsmlib, gpsm2, gpsm2-like y
gpsm3),de acuerdo a la base de datos de pez cebra (www.zfin.org).
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Por otra parte, hay reportes que han establecido una relacién entre las divisiones asimétricas y la
via de Notch. Experimentos de Knock-down de LGN, NuMA y Par3 muestran una interrupcion en
la diferenciacion epidermal y una expresion anormal de componentes de la via de Notch. Las
divisiones asimétricas promueven la estratificacion y al mismo tiempo, estimulan la diferenciacion
celular mejorando la sefializacion de la via de Notch [85]. La via de Notch estd implicada en
determinar el tipo celular en que se convertirdn progenitores celulares y mantener un balance, entre
la renovacién de SCs y su diferenciacion [76, 135, 136]. En humanos los queratinocitos
comprometidos a diferenciarse muestran una reduccién en los niveles de Notchl, pero un
incremento en Notch2 y Notch3 [137]. Aunque nuestras observaciones no son concluyentes,
basados en la literatura, es claro que la via de Notch participa durante la diferenciacion celular;
aunque, en la epidermis del pez cebra no ésta muy claro el papel de los distintos genes notch, ni
su regulacion durante la transiciéon de SC a CD. Lo cual permitiria posteriormente profundizar en
un andlisis cuantitativo a lo largo de las distintas etapas del desarrollo post-larvario, incluso se
podria definir su localizacién tanto en la capa basal como suprabasales a través de hibridaciones
in-situ, por mencionar un ejemplo. Trabajos anteriores en raton, muestran que notch2 y notch3 se
expresan en las capas suprabasales de la epidermis mientras que sus ligandos (dlll y jag2) se

localizan en la capa basal [85].

Finalmente, en este trabajo describimos la dindmica celular bésica involucrada durante la
estratificacion epidermal. Comenzando a los 5 mm SL e involucra cambios en la morfologia
celular e incremento en la proliferacion celular. En este punto, distintos subtipos de poblaciones
celulares epidermales coexisten, incluyendo LRCs, EpSCs y PCs (Tabla 6). En la etapa de 6.5 mm
SL, las células troncales basales comienzan a dividirse asimétricamente, y posteriormente células
en capas suprabasales (posiblemente PCs) también se dividen asimétricamente. Ademads, existen
eventos de diferenciacion celular a lo largo de la estratificacion con base al perfil de expresion de

los diferentes genes Notch.

Los PCs destinados a diferenciarse o como algunos autores las nombran “TACs” son importantes
en la regulacion de la estratificacion y son capaces de expandir la poblaciéon epidermal [138].
Incluso en el foliculo pilosos son capaces de orquestar la proliferacion de dos distintas poblaciones

diferentes de células troncales, [107]. La regulacion de las TACs en los ultimos afios ha cobrado
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importancia ya que un cambio en el ndmero de divisiones celulares genera efectos dramaticos en
la poblacidn final de células epidermales y que conlleva a enfermedades hiperproliferativas como
psoriasis. Por todo lo anterior, es importante estudiar los mecanismos que dan lugar a los distintos
tipos celulares de un tejido, ya que este conocimiento nos permitird disefiar terapias alternas en el
trasplante de células progenitoras en el tratamiento de lesiones cutdneas y enfermedades crénicas

[23, 138].
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VIII. CONCLUSIONES

1y

2)

3)

4)

5)

Durante la estratificacion de la epidermis del pez cebra, esta sufre cambios en la arquitectura

celular y en el arreglo epitelial.

En las etapas post-larvarias de 5 a 8 mm SL, del pez cebra, identificamos tres diferentes
tipos de células EpSCs (Células troncales epidermales), PCs (Células Progenitores
comprometidas a diferenciarse) y LCRs (Células que retienen la marca de EdU). Las cuales

participan a lo largo de la estratificacion de la epidermis.

Las LRCs son posiblemente células troncales quiescentes que permanecen sin dividirse por
largos periodos de tiempo distintas a las EpSCs, ya que las LRCs no expresan al factor

transcripcional p63.

Debido a la disminucién en el nimero de LRCs de 5 mm a 8 mm SL consideramos
posiblemente que las LRCs fueron capaces de re-ingresar al ciclo celular y dividirse de

manera continua en el mayor pico de la estratificacion de la epidermis.

Los mecanismos de division asimétrica son fundamentales en la estratificacion de la

epidermis:

a. Inicialmente en 5 mm SL hay eventos de division lateral de las células basales pero
no inducen la estratificaciéon epidermal.

b. En 6.5 mm SL las EpSCs proliferan por divisiones asimétricas que ocurren en
direccién perpendicular con respecto a la membrana basal. Una posibilidad es que
produzcan una EpSC y una PC cuando se dividen. Mientras que las EpSC permanece
en la capa basal, los PCs forma parte de las capas suprabasales, lo cual favorece el
engrosamiento epidermal.

c. En 8 mm SL los PCs se dividen por el mecanismo de divisién asimétrica el cual

parece ser lateral (paralelo a la membrana basal).
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6) Identificamos una correlaciéon entre la fosforilacion del factor transcripcional p63 y el
avance de la estratificacion epidermal, lo que sugiere que la degradacién de P-p63 es

necesaria para la formacion de los PCs y su diferenciacion posterior.
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IX. PERSPECTIVAS

1y

2)

3)

4)

5)

Por medio de técnicas de imagenologia realizar el seguimiento de la progenie celular de
queratinocitos individuales durante la estratificacion de la epidermis. Para esto se podrian
emplear lineas transgénicas de pez cebra con marcadores fluorescentes (GFP, RFP, etc) de
la epidermis (skinbow o ANp63 o microtiibulos). Combinando esta metodologia con el
empleo de marcadores de tipos celulares especificos se podrian contestar las siguientes
preguntas:
- (Cudntos tipos de PCs estdn involucrados en la estratificacion epidermal?
- (Cudl es el destino de la progenie celular de las LRCs durante la estratificacion de la
epidermis?
- ¢ Cudl es la progenie celular resultante de las SCs que se dividen por divisiones
asimétricas entre las etapas post-larvarias de 6.5 a 8 mm SL?
Con el uso de microscopia confocal generar imdgenes tridimensionales de las células
basales y suprabasales de la epidermis entre los estadios de 5 a 6.5 mm SL para
determinar a mayor profundidad los cambios en la forma que tienen las células basales.
Con la informacién obtenida hacer modelos que nos permitan calcular las fuerzas
mecdnicas involucradas en el engrosamiento y estratificacion epidermal.
En un sistema de cultivo de queratinocitos inducir diferenciacion celular para
posteriormente por medio de marcadores especificos y citometria de flujo separar las
diferentes poblaciones de queratinocitos. En estas distintas poblaciones celulares de
queratinocitos establecer los perfiles de expresion por medio de transcriptomica.
Generar mutantes de pez cebra en genes de division asimétrica (como Par3, LGN o Numa)
y estudiar el efecto de bloquear las divisiones celulares asimétricas de las SCs durante la
etapa de 6.5 mm SL.
Empleando PCR de tiempo real cuantificar la expresion de los diferentes genes de Notch
de pez cebra a lo largo de la estratificacion de la epidermis. Al mismo tiempo por
hibridaciones in situ determinar la ubicacion de los transcritos de los genes de Notch
durante la estratificacion epidermal. Empleando inhibidores de la via de Notch (como el
inhibidor de la gamma-secretasa) determina la importancia de la via de Notch en la

estratificacion epidermal.
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6) Comparar las poblaciones de queratinocitos que participan en la estratificacion epidermal
(como SCs, PCs y LRCs) con aquellas poblaciones celulares que juegan un papel
importante en la regeneracion de la epidermis en el pez cebra, después de dafio a la piel o

a la remocién de escamas.
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