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Abreviaturas

aa — Aminoécidos

ALK1 - Activin receptor-like kinase

alSV — vasos intersegmentarios de arteria
BMP — Bone morphogenic protein

BG — Betaglicano

B — alelo de betaglicano WT

b — alelo de betaglicano mutante

C-terminal — carboxilo terminal

cDNA — Acido desoxirribonucleico complementario
CRISPR — Repeticiones Palindrémicas Cortas Agrupadas y Regularmente Espaciadas
DA — Arteria dorsal

dpf — dias post fecundacion

ENG - Endoglina

E — alelo de endoglina WT

e — alelo de endoglina mutante

ENG™u130 — mutante nulo de endoglina

GAG - Glicosaminoglicanos

Het — heterécigo

hpf — horas post fecundacion

ISV — vasos intersegmentarios

Mut - mutante

mRNA — Acido ribonucleico mensajero

NMD — Decaimiento mediado sin-sentido
N-terminal — Amino terminal

ng — nano gramos

O - orphan

PVC — Vena caudal posterior

pb- pares de bases

gRT-PCR — Reaccion de la cadena de la polimerasa con Transcripcion reversa
cuantitativa

THH - telangiectasia hemorragica hereditaria
TMP — transcriptos por millon

tgfbr3una20l — mutante nulo de betaglicano
TGF-f - Transforming growth factor 3

vISV — vasos intersegmentarios de vena

WT — wild-type (silvestre)

ZP — Zona pellucida

pl — micro litros

ug — micro gramos



Resumen

La via de TGF-B tiene varios factores que intervienen en la regulacion de actividades
celulares importantes en el desarrollo embrionario, dos componentes que regulan la via
de TGF-B son los co-receptores: endoglina (ENG) y betaglicano (BG) que promueven
la union del ligando con su receptor. En modelos murinos se ha reportado que las
mutaciones nulas de tanto ENG como de BG estan relacionados a defectos
angiogénicos y cardiacos, mientras que para el pez cebra se reportoé que la disminucién
de BG por morfolinos (knock down) provoca que los brotes de vasos intersegmentales
no logren desarrollarse; sin embargo, al generar una mutacion nula de BG (knock out)
no se encontrdé ningin cambio en la vasculatura del pez cebra. Se esperaria que el
knock down de BG también presentara un fenotipo con problemas vasculares, pero eso
no ocurre, por lo tanto hay discrepancia entre el fenotipo morfante y el fenotipo

mutante.

En pez cebra se han reportado éste tipo de discrepancia previamente y una de las
propuestas que explican esta discrepancia ha sido la compensacion genética, se ha
propuesto que cuando se genera la mutacién nula de una proteina puede promoverse
la expresion de una proteina homdloga y compensar la funcién de la proteina mutada,
evitando cambios fenotipicos. Se propuso que en el caso del mutante de BG pueda
tener un proceso de compensacion genética y que ENG sea la proteina que compensa
la pérdida de BG.

Para comprobar si hay ENG pueda compensar a BG en los peces mutantes nulos de
BG se obtuvieron peces que tuvieran las dos mutaciones nulas, ENG y BG. Al observar
a los organismos dobles mutantes no se notan cambios fenotipicos en la vasculatura, lo
cual nos lleva a concluir que no hay un proceso de compensacion genética entre el BG
y la ENG. Sin embargo al evaluar la sobrevivencia de los peces desde la fecundacion
hasta la adultes (4 meses post fecundacion) se detectd que los peces dobles mutantes

tienen menor sobrevivencia, especialmente entre los 8 y 20 dias post fecundacion,



sugiriendo que durante el desarrollo embrionario puede existir algin proceso bioldgico

gue involucre tanto al BG como a la ENG que afecta la sobrevivencia.

Introduccidn

Desde el descubrimiento de los factores de TGF-3, éstos se establecieron como
reguladores de sistemas bioldgicos, desde el desarrollo embrionario hasta en los
procesos bioldgicos del envejecimiento (Moustakas, 2013). Los factores de TGF-
estan involucrados en diversas enfermedades, incluyendo cancer, enfermedades

cardiovasculares y enfermedades inmunoldgicas (Moustakas, 2013).

Al estar involucrados en procesos bioldgicos tan diversos es de suponer que
utilizan una via con mdltiples ligandos (superfamilia de TGF-B), receptores, co-
receptores, co-factores y moléculas accesorias. Las interacciones entre ellos o las
mutaciones de algunos de estos factores han sido ampliamente estudiados pero aun
existe mucho por conocer. En ese contexto, esta tesis es un esfuerzo para contribuir a

dichos estudios y profundizar en el conocimiento de estas vias.

En este trabajo se estudia la posibilidad de una relacion entre BG y ENG
mediante la obtencidbn de un organismos que no expresa ninguno de éstos
correceptores y evaluando el fenotipo de un organismo doble mutante. Tomando como
referencia antecedentes la discrepancia entre el fenotipo morfante y mutante de BG y
la alta similitud estructural entre BG y ENG propongo que la ENG pude participa en un
proceso de compensacion genética ante la pérdida de BG. Se plantea que si
obtenemos un organismo con una mutacién nula de BG y la mutacion nula de ENG
(doble mutante) el efecto compensatorio se perderia y por lo tanto observaremos

defectos vasculares similares a los del morfante de BG.



Mi hipétesis central es que la ENG puede compensar la pérdida de BG en
mutantes nulos durante el proceso de angiogénesis en embriones del pez cebra (Danio

rerio).

Los receptores

El TGF-B es una citocina con tres isoformas: TGF-f1, TGF-p2 y TGF-B3, que
pertenecen a una amplia familia de proteinas conservadas evolutivamente y que
activan la sefializacion de complejos de proteinas Smad a través de receptores con
actividad de cinasas de serina-treonina. Otros miembros de la superfamilia de TGF-$

son: proteinas morfogénicas 6seas (BMPs), activinas e inhibinas.

En la via de sefalizacién del TGF-B, los receptores se han dividido en dos
subfamilias, que son los receptores tipo I, como el TGFBRI, y los receptores tipo Il,
como el TGFBRII, los cuales son glicoproteinas de aproximadamente 50-60 y 75-85
kDa, respectivamente (Altman 2002). Al unirse a un ligando los receptores forman un
complejo heterotetramérico que consiste en dos receptores tipo 2 y dos receptores tipo
1 (Altman 2002), los receptores tipo 2 fosforilan al dominio GS (secuencia rica en serina
y glicina) de los receptores tipo 1, activandolos (Dijke y Hill 2004). Subsecuentemente
la sefializacion continla rio abajo con la fosforilacion de las proteinas R-Smad, en sus
Ultimas dos serinas del carboxilo terminal, induciendo su disociacion del receptor,
permitiéndole unirse a Smad4 para formar un complejo tetramérico que es traslocado
al nucleo, donde las Smads pueden unirse al DNA por su dominio MH1 y regular
respuestas transcripcionales. Asi mismo, las Smads pueden unirse a otros factores de

transcripcion para regular la expresion de genes blanco especificos (Wrana 2013).

Los co-receptores

Otros elementos de la via de sefalizacion del TGF-f que son menos conocidos
son los co-receptores, como ENG y BG. Estos co-receptores son proteinas

membranales integrales tipo | que poseen un dominio extracelular largo y un dominio



intracelular corto (Walton y Harrison 2019); son glicoproteinas que se expresan de
manera independientemente (la expresion de ENG no estad relacionada con la
expresion de BG y viceversa) y se unen a los ligandos y receptores que pertenecen a la
via de TGF-B. A pesar de que no tienen actividad catalitica directa su presencia
aumentan la afinidad del ligando por el receptor al formar un complejo heteromérico co-
receptor/ligando/receptor (Yamashita et al. 1994). Siendo asi reguladores importantes

de la activacion de la via del TGF-p.

Endoglina
La ENG, se expresa principalmente en células endoteliales, es una proteina

glicosilada homodimérica de 180kDa con un caracteristico enlace disulfuro
caracteristico (Bernabeu et al. 2009). Su region extracelular consiste de 561 residuos
de aminoacidos, mientras que su dominio intracelular consiste de 47 residuos de
aminoacidos (Gougos y Letarte 1990). Especificamente el ectodominio de ENG tiene
un dominio orphan (O) y un dominio ZP, el subdominio ZP-N tiene una secuencia
arginina-glicina acido aspartico (RGD) que reconoce y une a integrinas. La ENG tiene
alta afinidad especifica por TGFB1, TGFB3, BMP9 y BMP10 (Gallardo-Vara et al. 2019).
Para formar el complejo heterotetramérico, la ENG en su dominio extracelular
interactia con TGFBR1 y TGFBRII por la Arg*¥’-Gly>*® que se encuentran en el
subdominio ZP-C (Garcia-Pozo et al. 2008).

En diversos modelos se ha observado que la participacion de ENG en procesos
celulares como proliferacion, por ejemplo en células endoteliales murinas la mutacion
de ENG genera mayor proliferacion (Pece-Barbara etal. 2005). En ratones con
mutacion nula de ENG presentan un fenotipo con problemas vasuculares, que es
consistente con el fenotipo reportado durante la enfermedad de Telangiectasia
Hemorragica Hereditaria (THH) tipo 1 (Bourdeau 2000). La THH es una enfermedad
autosémica dominante, caracterizada por malformaciones en arterias y venas. Segun la
mutacion se presenta, la THH se ha clasificado dos tipos: la THH1 tiene el gen de ENG
mutado y la THH2 tiene mutados los genes ACVRLI y ALK1 (Ruiz-Llorente, et al.,

2017). La THH es una enfermedad directamente ligada a la via del TGF-p.



Se ha encontrado sobrexpresion de ENG en células endoteliales de tejidos que
estan pasando procesos angiogénicos, como tumores (Duff et al. 2003); es importante
anotar que la alta expresion de ENG esta asociado a mal pronostico de distintos tipos
de cancer (Duff et al. 2003). En células endoteliales se ha determinado que la ENG
puede activar la sefalizacion de TGF-B/ALK1 e inhibir indirectamente a TGF-B/ALK5,
promoviendo la fase de activacibn de la angiogénesis (Goumans, Lebrin, y
Valdimarsdottir 2003). Los ratones nulos de ENG mueren a partir de los 11.5 dias post-
fecundacion, mostrando diversos defectos angiogénicos y cardiacos (Li et al. 1999),
incluyendo deformaciones vasculares y deficiencia en la migracion de las células
endoteliales (Li et al. 1999).

En el caso del pez cebra, existe un mutante de ENG obtenido por la técnica de
edicion genética TALEN) (del inglés Transcription Activator-like Effector Nuclease) que
presenta un fenotipo interesante con algunas alteraciones vasculares. Se observa
incremento de flujo sanguineo en la arteria dorsal y la vena cardinal posterior,
provocando un incremento en el diametro de éstos vasos, ocasionando también un
menor flujo sanguineo hacia los vasos intersegmentales y como consecuencia un
decremento en su didmetro (Sugden, et al. 2017). No se ha descrito o reportado que

los mutantes de ENG tengan menor sobrevivencia a los peces WT.

Ratones knock-out de TGFBRI y TGFBRII presentan problemas similares a los
knock-out de ENG, tienen defectos angiogénicos y no son viables después de
alrededor de los 10 dpf (Goumans, Liu, y ten Dijke 2009). Curiosamente, se ha
observado que las células endoteliales de microvasculatura de humanos también se
expresa BG (Wong et al. 2000), sugiriendo que ambos co-receptores de la via del TGF-

B podrian estar involucrados en la angiogénesis.

Betaglicano
El BG es un proteoglicano integral de membrana con un masa entre 280-330

KDa (Ciarmela et al. 2003), compuesto de un dominio extracelular grande, con un solo



cruce transmembranal y un dominio intracelular corto de 42 residuos de aminoacidos
(L6pez-Casillas et al., 1991; Bilandzic and Stenvers 2011). Notoriamente, el dominio
intracelular no tiene actividad cinasa ni interviene en la presentacién de ligando-
receptor, pero es un dominio que se ha conservado en diversas especies y cerca del
carboxilo terminal tiene un motivo de unién conocido como PDZ que puede alterar la
funcién del BG (Lopez-Casillas et al., 1991; Bilandzic and Stenvers 2011; Bernabeu, et
al., 2009).

El dominio extracelular del BG tiene una zona de unién de cadenas de
glicosaminiglicanos (cadenas GAG) formados por heparan y condroitin sulfato, en las
Serina 535 y Serina 546 (Lopez-Casillas et al., 1994). Adicionalmente el dominio
extracelular tiene un domino ZP (zona pelucida) de 260 residuos de aminoéacidos, que
se divide en subdominios: ZP-N (N-terminal) y ZP-C (C-terminal) (Bernabeu et al.,
2009). El subdominio ZP-C, es necesario para la interacciébn con la mayoria de los
ligandos (Kim, Henen, y Hinck 2019). Las tres isoformas del TGF-$, las inhibinas y las
BMPs se unen al BG con estequiometria 1:1, por su parte los FGFs se unen al BG por
las cadenas GAG (Kim, Whitley, et al. 2019). El BG se une a las 3 isoformas del TGF-
y a ciertos BMPs a través de su domino extracelular, aunque es conocido por su alta
afinidad por el TGF-B2 (Esparza-Lopez et al., 2001), el BG también se une a las
inhibinas A y B a través del dominio cercano a la membrana (Heldin & Moustakas,
2016).

Durante la sefalizacién de la via del TGF-$, el BG es un regulador importante
por el proceso de ‘presentacion de ligando’ (Lépez-Casillas, Wrana, y Massague 1993)
gue describe la union de TGF-B a BG y posteriormente la formacion del complejo TGF-
B/BG/TGFBRII, incrementando la afinidad del receptor por su ligando, este proceso es
especialmente importante para la isoforma 2 de TGF- que sin BG tiene baja afinidad

por el receptor Il (Lopez-Casillas et al. 1993).

En modelos murinos la mutacion del BG es letal a los 13.5 dias post-

fecundacion, los embriones muestran defectos en la proliferacion de células cardiacas,
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en el 50% de los embriones, la pared ventricular no se engrosa resultando en un
miocardio débil. Otros embriones presentan ausencia de arterias coronarias y la

reduccion de tamafio y osificacion del esqueleto craneofacial (Stenvers et al. 2003).

En el caso del pez cebra se tienen dos importantes antecedentes de deficiencia
de BG, se realiz6 un knock-down de BG usando morfolinos en pez cebra. El resultado
fue muy interesantes pues los organismos morfantes presentaban deficiencias en el
sistema vascular, especificamente se observdO que los vasos intersegmentales
presentaban malformaciones, los brotes se forman incompletos y las células
endoteliales no logran migrar hacia la zona dorsal (Kamaid et al. 2015). Este fue el
primer reporte que relacionaba al BG con el proceso de angiogénesis; posteriormente,
se realizd por medio de CRISPR-Cas un organismo knockout. En el fenotipo mutante
se reportd un retraso en la mineralizacion de las cordocentra (Molina-Villa et al. 2021).
Sin embargo, el desarrollo angiogénico no presenta defectos y el fenotipo es similar al
organismo wild-type (silvestres). Estos resultados indican discrepancias entre los
fenotipos del organismo morfante y el organismo mutante (Molina-Villa et al. 2021).
Este tipo de discrepancias entre morfante y mutante han sido observadas previamente
en el pez cebra para distintas proteinas, como la proteina EGFL7 (Rossi et al. 2015).
En esos casos se llego6 a la conclusidon de que la discrepancia estaba relacionada a un

proceso llamado Compensacion Genética (Rossi et al. 2015).

Compensacion genética

Los estudios genéticos en pez cebra han sido muy populares para estudiar la
funcién especifica de genes en el desarrollo embrionario, mediante la eliminacion
parcial o total de un gen. Al tener embriones transparentes, el pez cebra facilita la
observacion del proceso embrionario, asi como permite relacionar fenotipos con

defectos genéticos inducidos en el laboratorio (Kok et al. 2015).

Ademas, se han observado interesantes fendmenos relacionados a la regulacion

genética de estos organismos, como la discrepancia entre morfantes y mutantes,
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donde el fenotipo observado en los mutantes es menos severo que el observado en los
morfantes (Stainier, Kontarakis, y Rossi 2015). Un claro ejemplo es la discrepancia
entre morfante y mutantes del gen eglf7 en pez cebra, los morfantes de egfl7 muestran
malformaciones angiogénicas mientras que los organismos mutantes tienen un fenotipo
significativamente menos severo y similar al WT (Rossi et al. 2015). Sin embargo,
después de comprobar que el fenotipo morfante no estéa relacionado a efectos off-target
se propuso que existia un mecanismo de adaptacion trancripcional que provocaba
cambios en la expresion de genes relacionados a egfl7, como la emilina ay la emilina b
(Rossi et al. 2015). Este tipo de adaptacion transcripcional esta relacionada al concepto
de compensacién genética que propone la sobrexpresion de un gen para compensar la
pérdida de otro (El-Brolosy y Stainier 2017), lo cual podria explicar la falta de fenotipo

en diversos mutantes nulos.

Si bien, la pérdida de una proteina puede inducir cambios en la expresion de
alguna otra proteina, en la compensacion genética se propone gue esos cambios no se
promueven por la pérdida de la proteina, mas bien se promueven directamente por las
lesiones al DNA que provocan una mutacion o por el mRNA de un gen mutado (El-
Brolosy & Stainier, 2017). Se ha sugerido que el dafio al DNA propicia la aparicion de
diRNAs (RNAs cortos no codificantes inducidos por dafio a DNA) que a su vez pueden
actuar como promotores de factores de transcripcién y de proteinas que remodelan la

cromatina en regiones de genes homaologos al gen mutado (Stuckenholz, et al. 1999).

Otra propuesta para la induccion de la compensacion genética sugiere que el
MmRNA del gen mutado pude actuar como promotor de adaptacién transcripcional.
Cuando el RNA de un gen mutado no se degrada en fragmentos cortos puede actuar
similarmente a un INcRNA (RNA largo no codificante, por sus siglas en inglés) y ser una
especie de guia para factores de transcripcion o remodeladores de cromatina (El-
Brolosy & Stainier, 2017; Vance & Ponting, 2014; Statello, et al. 2021). También se ha
sugerido que las proteinas de unién a RNA (RBPs, por sus siglas en inglés) pueden
actuar como reguladores genéticos, al unirse a mRNA y estabilizarlos incrementan la

expresion genética (Keene, 2007), éstos RBPs se usualmente se relacionan a varios
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MRNAs que codifican para proteinas homodlogas, si un RBP esta relacionado al mRNA
de una proteina mutada es posible que también esté relacionada al mMRNA de su
proteina compensatoria y pueden promover la expresion de la proteina compensatoria
(El-Brolosy & Stainier, 2017; Keene, 2007).

Sin embargo, el modelo de induccibn de compensacion genética que se ha
estudiado méas profundamente considera la degradacion de mRNA del gen mutado.
Basandose en que la transcripcion de un gen con mutacion sin sentido que tiene un
codon de paro prematuro, genera fragmentos de mMRNA incompleto que son
degradados en el sistema de degradacién mediada por secuencias sin sentido (Non-
sense Mediated Decay o por sus siglas en ingles NMD) (Lykke-Andersen y Jensen
2015). El sistema NMD es un mecanismo celular donde complejos de proteinas y RNA
inducen a enzimas que degradan al RNA incompleto, generando pequefios fragmentos
de RNA que pueden ser reciclados o en algunas ocasiones actuar como reguladores

de transcripcion.

Tanto en lineas celulares humanas como en el pez cebra se encontrd6 una
asociacion entre la adaptacion transcripcional y la presencia de mRNA que codifica una
secuencia con codones de paro prematuros, que son degradados por el sistema NMD
(El-Brolosy etal., 2019). Para probar el involucramiento del sistema NMD en la
adaptacion transcripcional se generaron organismos dobles mutantes donde se mutaba
algun gen que ya era conocido por tener respuesta compensatoria (aumento de mRNA
del gen homdélogo y la expresion de esas proteinas) y también se mutaba al gen upfl,
inactivando al sistema NMD (EI-Brolosy et al. 2019). Esos dobles mutantes pierden la
respuesta compensatoria, indicando que para la adaptacion transcripcional propuesta
por El-Brolosy et al. 2019, es necesario el sistema NMD. Ese experimento se realiz
con los genes hbegfa, vcla, hiflab, vegfaa, egfl7 y alcama, donde se observaba la
respuesta compensatoria de sus generes homologos: hbegfab, vclb, epasla, vegfab,
emilina3a y alcamb, respectivamente, y en todos se observé el mismo resultado (El-
Brolosy et al. 2019).
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Posteriormente para apoyar la hipétesis de que la degradacién de un mRNA por
el sistema NMD promueve el proceso de adaptacion transcripcional, inyectaron mRNA
sin CAP5’ a embriones silvestres, ya que se sabe que los mRNA sin CAP5" son
dirigidos a degradacion por el sistema NMD y por lo tanto inyectarlos en células es una
forma de activar al sistema. Los embriones inyectados tuvieron aumento de expresion

de genes homologos (El-Brolosy et al. 2019).

Herramientas modernas de modificacion genética han permitido continuar
estudiando el mecanismo de adaptacion transcripcional y la compensacion genética, el
CRISPR de interferencia (CRISPRI) es un método que permite regular la transcripcion y
reprimir la expresion de genes, al actuar a nivel transcripcional no hay modificacién en
la secuencia del gen regulado. En organismos KD que usan éste método no presentan
adaptacion transcripcional (Sztal y Stainier 2020). Otros casos en los que no se
observa adaptacion transcripcional es cuando se elimina el promotor del gen o el gen

completo (Sztal y Stainier 2020).

Las observaciones llevan a la conclusion de que los mMRNA con codon de paro
prematuro son los posibles activadores de la adaptacion transcripcional, pero pueden
existir otros tipos de mRNAs dafiados o modificados que podrian provocar la activacion
de sistemas que induzcan expresion de genes homélogos y por lo tanto tener una
compensacion genética (Kontarakis y Stainier 2020). En general el proceso de
compensacion genética aun tiene muchas incognitas y para dilucidar si este proceso
estd involucrado en el fenotipo de algin organismo mutante se ha propuesto
principalmente evaluar la expresion de genes homoélogos al gen mutado e incluso en
este trabajo se propone evaluar el fenotipo de un organismo mutante nulo para un gen

de interés y un mutante nulo para el gen que podria compensarlo.

En el caso de nuestro mutante nulo de BG (tgfbr3u"220%) si suponemos que la
discrepancia entre morfante y mutante pueda ser causada por compensacion genética
tendriamos como posible gen compensatorio a la ENG. Ambos son co-receptores de la

via del TGF-3, comparten ligandos y tienen similitud de secuencia, especialmente en la
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zona intramembranal, donde tienen similitud de un 72% (figura 1) (Kim, Henen, et al.
2019). El BG y la ENG comparten en general los mismos dominios estructurales,
consistiendo de un largo ectodominio con dominios Orphan y ZP, una sola hélice
transmembranal de alrededor de 40 residuos de aminoacidos y un dominio
citoplasmatico corto (Figura 1) (Kim, et al. 2019). Tanto el BG como la ENG pueden

pasar por un proceso de protedlisis y pueden encontrarse de forma soluble.

e
OR2 OR2
oy Fp— w = R BMP_g X ap VIPSRSL| Vpp—
- gl [ TGF-B BMP-10 a
; R1
GAGs. - 20.4% -
-’_\/\N\ N
ZP-N ! J ZP-N
ZP . : ~ly
ZP-C | TGF-3 A} ZP-C
| Aahk |ayae, -
| 72.7%
& | 61.4% &

Figura 1. llustracion de la estructura de BG (derecha) y ENG (izquierda), comparando
las similitudes estructurales y similitudes en la secuencia de aminoacidos de ambas
proteinas. ZP se refiere al dominio zona pellucida y GAGs a las cadenas de
glicosaminoglicanos. Imagen modificada de Kim, Henen, et al. 2019.

Ademas de tener una alta similitud en secuencia, el dominio intracelular de
ambas proteinas puede ser fosforilado por cinasas de serina/treonina, ambas tienen
afinidad por las isoformas de TGF- y por los receptores TBRI 'y TBRII (Bernabeu, et al.,
2009). Ambas proteinas se pueden encontrar de manera soluble o unidas a la

membrana plasmatica (Vilchis-Landeros, et al., 2001; Margioula-Siarkou, et al., 2022).
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En cuanto a los ligandos, tanto el BG como la ENG comparten ligando; sin
embargo, la ENG es conocida por una alta afinidad por BMP9/10 (Jonker, 2013),
mientras que el BG tiene mayor afinidad por el TGF-2. El dominio ZP-C es un dominio
de unioén a ligando importante tanto para BG como para ENG (figuras 2 y 3) (Kim, et al.
2019). La figura 2 ilustra un modelo propuesto para el proceso de presentacién de
ligando, donde la union de BG con el ligando, en este caso TGF-f2, aumenta la
afinidad de TGF-2 por el receptor TBRII, consecuentemente, la union de TGF-B2 y
TBRII induce el reclutamiento del receptor de TBRI, asi el BG se separa y se queda el
heterotetrdmero se sefalizacion (TGF-2, TBRI, TARII) (Kim, et al. 2019).

BG NQQ o0 QCD
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.’_‘::_l/ = % v\:—'&io @0 ,QD
¢ [V — )
» > N RS N (el
{ AR An A
TERII TRRI NQ%

80 ¢ "4:':7’;,;0 000 ! BA Al
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Figura 2. Modelo propuesto para unién de BG a su ligando y al receptor. Obtenido de
Kim, et al. 2019.

Por su parte, cuando la ENG esta insertada en la membrana celular se encuentra en
forma de dimero, que esta unido por un enlace disulfuro, cada dimero tiene zonas de
unioén a ligando. La figura 3 ilustra el mecanismo descrito por Kim, et al. 2019 para la
unién del ligando y el receptor, utilizando como ligando a BMP9 o BMP10. ENG se une
a BMP9 o BMP10, promoviendo la union del receptor tipo I, en este caso ALK I, lo cual
provoca un cambio estructural que promueve la unién de un receptor tipo 2, que podria
ser un receptor de activinas tipo 2 (ACTRII) o un receptor de proteinas morfogéneticas
Oseas tipo Il (BMPRII), se libera a la ENG para formar el heterotetramero (ligando,
receptor 1 y receptor 2) y continda el proceso de sefalizacion (Kim, etal. 2019).
Notablemente el modelo descrito para ENG muestra similitudes con el modelo descrito

para la union de BG con su ligando y al receptor..
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Figura 3. Modelo propuesto para union de ENG a su ligando y al receptor. Obtenido de
Kim, et al. 20109.

El BG y la ENG son proteinas que comparten similitudes de secuencia,
estructurales y de funcionamiento, sin embargo, no conocemos si existe una relacion a
nivel proteina o a nivel genético entre ambas. Ya que éstas dos proteinas participan
como reguladores de la via de TGF-p, la relacion entre éstas dos proteinas podria tener
implicaciones en el funcionamiento de la via y de los procesos en los que la via de
TGF-B estad implicado, como puede ser el desarrollo embrionario. Considerando la
participacion de ENG en vasculogénesis y angiogénesis y el antecedente del morfante
de BG con problemas angiogénicos (malformacion de ISVs), podriamos pensar en
evaluar a un organismo que no exprese BG ni ENG para conocer las consecuencias en
la via de TGF-p ante la pérdida de sus dos co-receptores y las posibles consecuencias

en la sobrevivencia y en procesos como la angiogénesis.

El desarrollo vascular en pez cebra se ha descrito como un proceso de pasos
secuenciales, iniciando por la vasculogénesis, seguido de angiogénesis (angiogénesis
primaria), lifangiogénesis (angiogénesis secundaria), remodelacion de vasos vy
maduracion (Okuda & Hogan, 2020).

La vasculogénesis es la formacién de los primeros vasos, inicia a las 12 hpf
cuando los precursores endoteliales derivados del mesodermo migran y se unen para
construir la estructura de los vasos, ésta etapa termina a las 22 hpf con la formacién de
los vasos centrales: la aorta dorsal (DA), la vena posterior cardinal (PCV) y la

vasculatura craneal (Okuda & Hogan, 2020). Posteriormente, inicia la angiogénesis
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primaria, que consiste en que se formen brotes de células endoteliales en la DA que
van a migrar con direccion dorsal y formar a los vasos intersegmentales (ISV) y el vaso
anastomatico longitudinal dorsal (Dorsal Longitudinal Anastomotic Vessel, DLAV por
sus siglas en inglés) (Gore, et al., 2012), alrededor de las 32 hpf se observa una nueva
formacion de brotes de células endoteliales pero ahora en el PCV (Okuda & Hogan,
2020), ésta es la angiogénesis secundaria, las células endoteliales migran en direccion
dorsal para formar a las venas intersegmentales (vISV), durante ésta etapa también se

forman brotes que forman la vasculatura linfatica (Gore, et al., 2012).

Durante la remodelacion continda la migracion de células endoteliales para corregir y
asegurar las conexién entre vasos y también se observa la formacion del lumen
vascular (Betz, et al., 2016; Okuda & Hogan, 2020), finalmente la maduracién de la
vasculatura se considera que ocurre entre los 2 y 3 dias post-fecundacion (dpf) en éste
proceso el fluido de sangre promueve la modificacion de la estructura de células
endoteliales y se modifica el diametro de los vasos centrales como la DA y PCV
(Sugden, et al., 2017; Okuda & Hogan, 2020).

Este trabajo propone que la ENG participa en un proceso de compensacion
genética ante la pérdida de BG, se plantea que si obtenemos un organismo con una
mutacién nula de BG y la mutacion nula de ENG (doble mutante) el efecto
compensatorio se perderia y por lo tanto observaremos defectos vasculares similares a

los del morfante de BG.
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Justificacion

De acuerdo con reportes de aumento en la expresion de genes homodlogos
después de una mutacion, el fendmeno de la compensacion genética en pez cebra es
mas comun de lo que se piensa, este trabajo busca verificar la posibilidad de que exista
compensacion genética entre BG y ENG en el pez cebra. El estudio de la
compensacién genética como una respuesta a la discrepancia entre fenotipos
knockdown y knockout nos permite tener un nueva perspectiva respecto a los efectos
de las mutaciones en el fenotipo e ilustrar la importancia de procesos de plasticidad
genética en el desarrollo embrionario, pero particularmente en este trabajo podremos
comprender con mayor profundidad el posible ajuste entre las proteinas involucradas

en la regulacion de la angiogénesis.

En esta investigacion también se pretende avanzar en el conocimiento de las
interacciones entre el BG y la ENG, que son proteinas estructuralmente similares que
pertenecen y regulan la sefializacion del TGF-B, ademas de las implicaciones que
tienen para que toda una via de sefalizacion pueda mantenerse después de perder

uno de sus co-receptores reguladores importantes.
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Hipotesis
La ENG puede compensar la pérdida de BG en mutantes nulos durante el proceso de

angiogénesis en embriones de pez cebra (Danio rerio).

Objetivo principal
Evaluar si la mutacién nula de BG en embriones de pez cebra (Danio rerio) promueve

el proceso de compensacion genética por ENG durante la angiogénesis.

Objetivos secundarios
1. Evaluar la expresion de ENG en mutantes nulos de BG

Obtener organismos dobles mutantes de BG y ENG.
Describir el fenotipo del pez cebra doble mutante
Evaluar la viabilidad de organismos dobles mutantes.
Evaluar la expresion de BG en mutantes nulos de ENG.

Analizar cambios en la expresion de las 3 isoformas de TGF-$.

N o ok~ wDN

Analizar el desarrollo de vasos intersegmentales, vena dorsal y caudal en los

organismos dobles mutantes.

Método

Modelo experimental
Se utilizaron cepas de pez cebra transgénicas que expresan a la proteina verde

fluorescente (Green fluorescent protein o GFP por sus siglas en inglés) por medio del
promotor flil tg(flil:EGFP), bajo condiciones estandar. La proteina flil en pez cebra se
expresa desde etapas tempranas del desarrollo embrionario en células precursoras
hematopoyéticas y en células precursoras endoteliales, las cuales posteriormente se
desarrollan como vasos vasculares (Delov, et al., 2014). La GFP unida al promotor de
fli 1 nos permite visualizar la vasculatura del pez cebra en todas las etapas del

desarrollo por medio de la activacién de fluorescencia de la GFP.
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Los peces cebra se clasificaron en 3 grupos segun su genotipo: peces WT, peces
mutantes nulos de BG (tgfbr3u"a201) generados por CRISPR-Cas9 (Figura 4) y peces
mutantes nulos de ENG (ENG™M130) generados por TALEN (Figura 5).

on 2

\+11

Start codon Stop codon

Figura 4. Secuencia de exén 2 del pez cebra WT y del pez cebra con pérdida de BG
(A7, A7.2 y A+11), de las secuencias generadas, el A7 fue el seleccionado para hacer la
mutacion y se llama tgfbr3u"@201 |magen obtenida de Molina-Villa et al. 2021.

TASI'EEN Endoglin genomic locus (40 kb)
i
L B I I I | A | I
WT‘1 ot . 2 N 3 4567 8 9 10 111213 Zebrafish Endoglin (559 aa)
mu130: gtgtggcggaga Gcacagcttzgg 14 nt WT Zona pellucida (ZP) C-terminal domain
L Clglge-------------- = B T B -bindi i
mu131: ctgtgee-------- acagcttcag -8nt  PDZ-binding motif

mu132: ctgtget tctgtgccacagettcag 7 nt sub mu130: sP (frameshift after 15 amino acids, truncated at 61 amino acids)

Figura 5. Sitio TALEN en el éen ENG de pez cebra, geneFandd un cambio de marco de
lectura después de 15 aminoacidos y un coddn de paro prematuro después de 61
aminoécidos. Imagen obtenida de Sugden, et al. 2017.

Cruzas de peces para obtener el doble mutante
Para obtener un organismo doble mutante, que no expresara BG ni ENG se

siguieron las reglas de la genética mendeliana para planear una serie de cruzas entre
los peces mutantes de ENG y los peces mutantes de BG. Esto, con el objetivo de

obtener una poblacién con alto nimero de peces dobles mutantes.

En estas poblaciones de peces es posible utilizar la genética mendeliana para
predecir los genotipos en las crias debido a que el BG (en pez cebra se encuentra en el
cromosoma 6) y la ENG (en pez cebra se localiza en el cromosoma 5) (ZNP,2024)

presentan segregacion independiente, es decir, los alelos de genes diferentes se
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reparten en los gametos independientemente el uno del otro. Por lo tanto, podemos
utilizar cuadros de Punnett para ilustrar las posibles combinaciones y proporciones
esperadas en cada cruza. Para crear los cuadros Punnett, se determin6 designar a los
siguientes simbolos: B para el alelo BG silvestre, b para el alelo de BG mutado, E para

el alelo de ENG silvestre y e para el alelo de ENG mutado.

Las primeras cruzas fueron entre hembras mutantes nulos de BG (bb) y machos
mutantes nulos de ENG (ee) obteniendo una poblacién de peces heterdcigos de BG y
heterécigos de ENG (Bb Ee).

Las siguientes cruzas fueron entre peces hembra heter6cigos de BG vy
heterécigos de ENG x machos heterécigos de BG y heterdcigos de ENG (BbEexBbEe)
(Figura 6a), obteniendo una poblacion diversa y siguiendo las reglas de Mendel se
esperaba obtener una proporcion de 1/8 de dobles mutantes del total de la poblacion
total. Finalmente, con la intencion de obtener mayor proporcion de peces dobles

mutantes en cada cruza se decidio realizar una cruza intermedia (figura 6b).

La cruza intermedia consistio en cruzar un pez mutante nulo de BG x un pez
heterécigo de BG y de ENG (bbEEXBbEe), se obtienen peces mutantes nulos de BG y
heterdcigo de ENG (bbEe) (Figura 6b). Al cruzar a mutantes nulos de BG y heter6cigo
de ENG x mutantes nulos para BG y heterocigo de ENG (bbEexbbEe), de acuerdo a
las proporciones mendelianas 1/4 del total de la poblacion corresponden a embriones

dobles mutantes (bbee) (Figura 6c¢).
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Figura 6. llustracion de las cruzas de pez cebra para obtener a un organismo doble
mutante. a. cruza de organismos heterécigo de BG y ENG (BbxEe) que proveen
embriones con una proporcién 1/8 de organismos dobles mutantes. b. Cruza intermedia
entre un pez mutante de BG y un pez heterécigo de BG y heterdcigo de ENG (bbEE x
BbEe), de los cuales se obtienen peces mutantes de BG y ENG (bbEe) c. Cruza de un
peces mutantes de BG y heterdcigos de ENG (bbEe x bbEe) que genera una poblacion
de embriones con proporcién de ¥ de organismos dobles mutantes (bbee).

Extraccion de DNA gendmico
Para determinar la presencia de las mutaciones se genotipifica a los peces, asi

que para extraer el DNA gendmico, se utilizaron 2 técnicas de extraccion, una para

peces adultos y otra para peces en estado larvario.
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Peces adultos
Para la extraccion de DNA de peces adultos, estos se anestesiaron con Tricaina,

posteriormente, se cortaron con un bisturi quirdrgico 8 mm del extremo posterior de la
aleta caudal con un bisturi quirdrgico. ElI material biologico extraido se degrada con 50

ul de NaOH 50 mM y se coloca a 90 °C, el pH se estabiliza con 5 ul de Tris-HCI 1M.

Larvas
Genotipificacion
Para determinar la presencia de la mutacién de BG y/o de ENG se utilizaron

métodos especificos para cada gen.

En el caso del BG, la genotipificacion se basa en la amplificacion por PCR y
electroforesis de poliacrilamida (Zhu et al. 2014). Para detectar la actividad de Cas9 y
la lesibn causada al genoma, se generaron los primers: BG002 (3'-
ccctattcccaccatttacgttag-5’) y BG003 (5’-ccccataactcttccttcatcttc- 3’), que amplifican un
fragmento de 471 pb. Se generaron pladsmidos con la secuencia que contiene a la
mutacion de BG tgfbr3una20l vy plasmidos que tienen la secuencia WT, sin

modificaciones.

El proceso de genotipificacion inicia con la extraccion de DNA gendmico del pez
cebra, se procede haciendo un PCR utilizando a los primers de BG002 y BGO003,
amplificando al gen de BG. EIl producto del PCR se corre en un gel de agarosa por
electroforesis y al identificar el fragmento de 471 pb se recupera y purifica el DNA,
finalmente se mide la concentracion de DNA en un Nanodrop, ya que ese DNA es la

muestra que se va a utilizar para genotipificar y se nombra como secuencia muestra.

El siguiente paso consiste en amplificar por PCR a los plasmidos que tienen la
secuencia WT y a los plasmidos con la secuencia tgfbr3una20l también pasan por
electroforesis, se extraen del gel y purifican, se mide la concentracién de DNA con el

Nanodrop, para identificarlas se les nombra secuencia WT y secuencia mutante (A7).
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Se utilizan 25ng de la secuencia WT y se aparean con 25 ng de la secuencia
muestra, al mismo tiempo se aparean 25 ng de secuencia mutante con secuencia
muestra. El producto del apareamiento se corren en una electroforesis de acrilamida al
15% a 150 V por 2 hrs. La electroforesis muestra 2 tipos de bandas, son llamadas
homoduplex y heteroduplex, cuando las secuencias apareadas son idénticas solo se
forman bandas homoduplex, mientras que cuando las secuencias son distintas se
forman bandas heteroduplex (Figura 7A). Para genotipificar se evaltan los patrones de

bandeo, donde tenemos bandas homoduplex y bandas heteroduplex (Figura 7B).

Un pez cebra es WT para BG cuando el producto del apareamiento entre la
secuencia mutante y la secuencia muestra generan bandas heteroddplex, mientras que
el apareamiento de la secuencia WT y la secuencia muestra generan bandas
homoduplex (Figura 7C). Un pez cebra es heterécigo (het) para BG cuando el producto
del apareamiento entre la secuencia mutante y la secuencia muestra generan bandas
heteroduplex, y que el apareamiento de la secuencia WT y la secuencia muestra
también generan bandas heteroduplex (Figura 7C). Un pez cebra es mutante (Mut)
para BG cuando el producto del apareamiento entre la secuencia mutante y la
secuencia muestra generan bandas homoduplex y que el apareamiento de la
secuencia WT mientras que la secuencia muestra generan bandas heteroduplex
(Figura 7C).
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Figura 7. llustracion del apareamiento de DNA WT y DNA mutante que genera bandas
homoduplex y heteroduplex, cuando el apareamiento entre dos secuencias iguales de
DNA obtenemos Unicamente bandas homoduplex, mientras que cuando las secuencias
de DNA difieren (por una mutacion) se presentan bandas heteroduplex. Imagen
obtenida de Zhu et al. 2014.

La genotipificacion de ENG se basa en la técnica reportada por Sugden, et al.
2019 Para detectar la mutacion generada por TALEN, se generan los primers:
End_TAL6 FWD (5' -tcttgcagccctaatcagc-3' ) y End_TAL6 REV (5 -agcaactgta
aaattaccacaaca-3'), que amplifican una seccion de 418 pb que tiene un C*"CGG que es
reconocido por la enzima de restriccion Mspl. Los amplicones wild type (WT) son
digeridos generando 2 bandas, una de 246 pb y otra de 172 pb, los amplicones
heterécigo (Het) muestran la banda sin digerir de 418, otra banda de 246 y una ultima
de 172 pb, mientras que los amplicones mutantes (Mut) de eng™'3° no se digieren y

obtenemos una banda de 418pb (figura 8).
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Figura 8. llustracion del bandeo obtenido en la genotipificacion de ENG.

Sobrevivencia
Después de cada cruza, los embriones se limpian y contabilizan; a partir de las

24 hpf se cuentan los embriones/larvas sobrevivientes cada dia por 40 dias. El nimero
inicial de larvas en cada cruza se toma como el 100% y se calcula el porcentaje de
sobrevivientes para cada dia. Se evalud la sobrevivencia de las poblaciones de las
cruzas WT, mutantes de BG (bbxbb), mutantes de ENG (eexee), mutantes de BG y
heterécigos de ENG (bbEexbbEe) y dobles mutantes (bbeexbbee).

Observaciones en el microscopio

Observaciones fenotipicas en el microscopio éptico

Los huevos obtenidos en cada cruza se colocan en una incubadora a 27°C, se
realizan observaciones en etapa de cigoto (0.5 hpf), blastula (3 hpf), periodo de
segmentacion (24 hpf), periodo faringula (48 hpf) y periodo de eclosién (72 hpf), en un
microscopio optico para observar posibles cambios visibles en el corazén y el sistema
vascular, se utilizé un microscopio 6ptico marca Olympus SZX7 y un microscopio de

epifluorescencia Olympus BX53 con un objetivo de 10x (Figura 18).

Frecuencia cardiaca
Para evaluar la frecuencia cardiaca de las larvas en estado de 24 hpf, 48 hpfy

72 hpf, se observaron en un microscopio 6ptico con un objetivo 10x, se grabaron videos

con una cdmara Olimpus Mark IV y en edicion se redujo la velocidad del video para
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contar manualmente el nimero de latidos por min, cada larva se evalua por triplicado y
se obtiene un promedio de latidos/min (tabla 3). Todos los embriones se mantuvieron a
28°C.

Talla de peces adultos
Los peces adultos con mas de un afio post-fecundacion se anestesiaron con

Tricaina 25% en una solucién 1:4, diluida en agua de acuario, se colocaron en la platina
del microscopio y se colocé una regla para medir el largo (de la boca a la aleta caudal)
y el ancho (base de la aleta pélvica a la base de la aleta dorsal). Los datos de cada

grupo genotipico evaluado se promediaron.

Microscopio confocal
Los embriones en estadio de 72 hpf fueron montados con agarosa 1%, para ser

observados en el microscopio confocal LSM 800 de la marca marca Zeiss del
departamento de imagenologia del Instituto de Fisiologia Celular. Se tomaron imagenes

usando el objetivo 20x, en el area de somita 8, 9y 10 (Figura 20a).

Ensayos de qRT-PCR

Extraccion de RNAm
Se usaron los cuatro grupos fenotipicos de este trabajo: WT, tgfbr3unazol,

Eng™mu130 y tgfbr3una20lgngmul30 Se seleccionaron al azar larvas en estadio de 8 dpf, el
RNA total fue obtenido por extraccion con TRIZOL (invitrogen) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Se cuantificé la concentracion de RNA total extraido con

un espectrofotometro NanoDrop.

Sintesis del cDNA
Para obtener el cDNA se usa 1ug de RNA total y la reacciéon de

retrotranscripcion con la enzima transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen) con
oligonucleétidos hexaméricos aleatorios (Invitrogen) durante 50 min a 37 °C. En todos
los casos se generd un control de la reaccion sin enzima RT para analizar posible

contaminacién con DNA gendmico.
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Oligonucleétidos

Oligonucledtidos
BG (TGFBRIII)

ENG

TGFB1

TGFB2

TGFB3

Secuencia 5’-3’
F:AAAGCAGCAGAAGGGTGTGT
R:ACCTGGAAAGCACTGTAGGG
F:GCCGGAGATCCACAGCTTCAGA
R:GTTATCGAAAAGCATGGCGTGA
F: GCACACCATAGAAGATCCAAC
R: TGACAACTGTTCCACCTTATGC
F: GTTCAAGAAGAAGCGGATCG
R: GGGGTCTTGCCGATGTAGTA
F: CGGGCAGGACAACACTGA

R: GGCAGTAGGGCAGGTCAT

Tabla 1. Secuencias de oligonucleétidos para experimentos de gRT-PCR.

PCR cuantitativo en tiempo real

Se prepararon reacciones de 15 ul con la composicién de la tabla 2.

SYBR Green mix con Rox (Invitrogen)
Oligonucleotido Forward
Oligonucleotido Reverse

Templado

H20 (estéril)

ul

7.5
15
15
1.2
3.3

Tabla2. Componentes de la reaccién de gRT-PCR.

El templado fue diluido 1:10, ademas se incluyeron controles de RT- (sin enzima RT).

La amplificacion se realizé por 5min a 95 °C, seguida de 40 ciclos de 94 °C por 30 seg,

58 °C por 1 min y 60 °C por 1 min. La expresién del gen es calculada por la formula 2

AACt
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Todos los ensayos de gRT-PCR fueron realizados por triplicado y la expresion fue

normaliza con a-actina.

Analisis estadistico
Se utiliz6 una Anova de una via para el andlisis estadistico de datos. El error

estandar promedio (SEM) para cada valor de la expresion relativa del gen se calculo
como la media de la variacion de los datos. Los valores de p < 0.05 fueron

considerados como significativos (Figura 20c).

Resultados

Obtencidn de organismos dobles mutantes
Las primeras cruzas de peces cebra que se realizaron para obtener a los organismos

dobles mutantes fueron entre una hembra BbEe y un macho bbEE, con el objetivo de
obtener organismos con el genotipo bbEe. Una cruza promedio entre la hembra BbEe y
el macho bbEE genera alrededor de 150-300 huevos fecundados, los embriones fueron
criados hasta la adultez (alrededor de 4 meses post-fecundacion). Se obtuvieron 23

peces adultos, de los cuales se extrajo DNA genomico para la genotipificacion.

De la poblacion de 23 peces adultos se genotipificé primero para ENG (Figura 9)
se determind que 11 eran heterocigos de ENG. Se separaron los peces heterécigos de
ENG vy se realiz6 la genotipificacion para BG (Figura 10) identificando tres organismos
gue fueron mutantes de BG. De esos tres organismos se determind que 2 eran machos
y 1 era hembra. Con estos tres peces se iniciaron las cruzas para obtener peces dobles

mutantes adultos.
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MW het WT het WT  WT het het het het het WT WT het

Figura 9. Imagen representativa de la genotipificacibn de ENG para las cruzas
bbEEXBbEe, los organismos wild type son representados con WT, los heterdcigos con
het y los mutantes con Mut.

Mut Mut het het Mut
o o o o
A7 WT g A7 WI g A7 WTI & A7 WT & A7 Wwr

-

HH HH WQWWuuf

/
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Figura 10. Imagen representativa de la genotipificacion de BG para las cruzas
bbEEXBbEe, el signo WT representa el apareamiento con 25ng de la secuencia WT,
mientras que signo "A7° representa el apareamiento con 25ng de la secuencia
mutante. Los organismos mutantes estan simbolizados con Mut, los heterécigos con
het y los Wild Type con WT. Entre cada carril se dejé un espacio vacio. El primer carril
representa el apareamiento de la secuencia mutante con la secuencia muestra, se
observa solo bandas homoduplex. El segundo carril representa el apareamiento de la
secuencia WT con la secuencia muestra, se observan bandas heteroduplex, indicando
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gue el pez es un organismo mutantes nulo de BG. Esto se repite para todos peces
evaluados en ésta poblacion.

La cruza promedio de los organismos bbEe x bbEe provee de 100-300 huevos,
se realizaron aproximadamente 10 cruzas, de las cuales no se obtuvo ningun pez
adulto, la poblacion de larvas disminuye con el paso de los dias y entre el dia 15 — 30

post-fecundacion muere todas las larvas.

En una de las cruzas bbEe x bbEe se obtuvieron 120 huevos, de los cuales
sobrevivieron 20 peces adultos, al genotipificarlos para BG y ENG, se comprobd que
todos los peces era mutantes de BG (figura 11) entre esos peces se encontré uno que
también es mutante de ENG (Figura 12), por lo tanto era un doble mutante (bbee), era
un macho fértil que tenia las mismas medidas que los peces WT y que al cruzarlo con

hembras bbEe produjo entre 100 a 300 huevos.

Demostrando que los organismos dobles mutantes pueden llegar a la adultez,

son fértiles y no tienen defectos fenotipicos notables (Figura 13).

Mut Mut Mut Mut Mut

wt - A7

A7 wt - A7

A7 Wt -

Figura 11. Imagen representativa de la genotipificacion de BG para las cruzas
bbEeXbbEe, el signo WT representa el apareamiento con 25ng de la secuencia WT,
mientras que signo "A7° representa el apareamiento con 25ng de la secuencia
mutante. El carril con signo "=" es un control de DNA del pez sin apareamiento, es un
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control que permite comprobar que el carril A7 si hay DNA. Los organismos mutantes
estan simbolizados con Mut, los heterdcigos con het y los Wild Type con WT. El primer
carril representa el apareamiento de la secuencia mutante con la secuencia muestra,
se observa solo bandas homoduplex. El segundo carril representa el apareamiento de
la secuencia WT con la secuencia muestra, se observan bandas heteroduplex,
indicando que el pez es un organismo mutantes nulo de BG. Esto se repite para todos
peces evaluados en ésta poblacion.

MW het het het WT WT  Mut het

Figura 12. Imagen representativa de la genotipificacion de ENG para las cruzas
bbEexbbEe, los organismos wild type son representados con WT, los heterdcigos con
het y los mutantes con Mut.

Figura 13. Imagen tomada en un microscopio Optico con un objetivo 5x del pez adulto
doble mutante (bbee).

Se realizaron mas cruzas bbee x BbEe con la intencibn de obtener mas

organismos dobles mutantes, ya que en esa cruza se obtiene % de embriones
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mutantes de BG y heterdcigos de ENG (bbEe) y ¥ de dobles mutantes (bbee). De
estas cruzas se obtuvieron 18 peces adultos dobles mutantes; sin embargo, casi todos
fueron machos, solo se encontr6 1 hembra. La hembra era fértil y las cruzas entre
dobles mutantes produjeron entre 100 — 200 embriones, sin aparentes defectos

vasculares u otros defectos que afecten el desarrollo.

Sobrevivencia
El seguimiento diario de la poblacién de embriones-larvas por aproximadamente

40 dias, de todos los grupos genotipicos utilizados en este trabajo, nos indica la
capacidad de sobrevivencia de cada grupo. La Figura 14 muestra como los organismos
WT tienen mayor sobrevivencia respecto a los mutantes individuales de ENG, de BG y
a los dobles mutantes. Los mutantes de ENG o BG tienen un patron de sobrevivencia
similar que disminuye constantemente, mientras que los doble mutantes tienen una
reduccion del numero de embriones-larvas con el paso de los dias, principalmente en

los primeros 7 dpf y luego se mantiene constante.
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Figura 14. Porcentaje de sobrevivencia poblacional del dia 1 al dia 36 post fecundacién
de peces WT, mutantes de BG (bbXbb), mutantes de ENG (eeXee), mutantes de BG y
ENG (bbeexbbee). La prueba de Kruskal-Wallys muestra que la poblacion bbeexbbee
tiene valor de p<0.05, por lo tanto es significativamente diferente respecto a la
poblacion WT.
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Para observar los cambios en la sobrevivencia entre los grupos heterdcigos y
mutantes, también se siguidé la sobrevivencia de la poblacién de las cruzas de
heter6cigos de ENG (EeXEe) (Figura 15) y de las cruzas de mutante de BG y
heterécigos de ENG (bbEe X bbEe) (Figura 16).

La poblacién de cruzas de heterdcigos de ENG (EeXEe) tiene el mismo patrén
de sobrevivencia que las cruzas WT y vemos que las cruzas de peces mutantes de
ENG (eeXee) tienen una menor sobrevivencia, especialmente después de los 20 dpf
(Figura 15). Sin embargo, la prueba de Kruskal-Wallys indica que esas diferencias no

son estadisticamente significativas.

En el caso de las cruzas de mutantes de BG y heterécigos de ENG
(bbEeXbbEe) también se tiene un patron de sobrevivencia similar al WT y por lo tanto
una mayor sobrevivencia que las cruzas de mutantes de BG (bbXbb) y que las cruzas
de dobles mutantes (bbeeXbbee) (Figura 16). La prueba de Kruskal-Wallys indica que
Unicamente la poblacion doble mutante tiene diferencias significativas respecto a la

poblacion WT.
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Figura 15. Porcentaje de sobrevivencia poblacional del dia 1 al dia 36 post fecundacion
de peces WT, mutantes de ENG (eeXee) y heterécigos de ENG (Ee x Ee). La prueba
de Kruskal-Wallys no marca diferencias significativas entre la poblacién eexee y Ee X
Ee respecto a la poblacion WT.
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Figura 16. Porcentaje de sobrevivencia poblacional del dia 1 al dia 36 post fecundacion
de peces WT, mutantes de BG (bbXbb), mutantes de BG y heterécigos de ENG (bbEe
X bbEe) mutantes de BG y ENG (bbeexbbee). La prueba de Kruskal-Wallys muestra
gue la poblacién bbeexbbee tiene valor de p<0.05, por lo tanto es significativamente
diferente respecto a la poblacion WT.

La poblacién de peces adultos que se obtienen en cada cruza se genotipifica y
se clasifican segun el genotipo de ENG y BG. Se observé que al genotipificar a las
poblaciones obtenidas de las distintas siempre se obtenian menos peces dobles

mutantes de lo que se esperaba segun las proporciones mendelianas. (Figura 17a).

Se evaluaron los genotipos obtenidos de los peces adultos obtenidos en cruzas
EexEe vy en las cruzas bbEexbbEe, para comparar las proporciones mendelianas
esperadas con las proporciones mendelianas obtenidas de cada cruza. Ambas cruzas
tienen como factor comdn que los animales son heterécigos de ENG, pero la cruza de
bbEexbbEe tiene el factor de ser mutantes nulos de BG, al hacer genotipificacion de
ENG para ambas cruzas se esperaba tener las mismas proporciones mendelianas: %
WT de ENG, 2/4 heterocigos de ENG y % mutantes nulos de ENG.
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La cantidad de peces adultos obtenidos en las cruzas EexEe si cumplen con las
proporciones mendelianas esperadas, en cambio los peces obtenidos en las cruzas
bbEexbbEe no cumplen con esas proporciones. La cantidad de peces con genotipo
mutante para ENG obtenidos en las cruzas bbEexbbEe es significativamente menor a
la esperada mientras que la cantidad de peces con genotipo WT y het para ENG es

mayor a la esperada (Figura 17c).

Los peces con genotipo mutante para ENG de las cruzas bbEexbbEe tienen el
factor de ser también mutantes nulos para BG, es decir son peces dobles mutantes
(bbee), por lo tanto se observa que la sobrevivencia de peces Unicamente mutantes de
ENG es mayor que la sobrevivencia de los peces dobles mutantes. Se realiz6 una
prueba de chi-cuadrado (X?) o de Pearson que permite contrastar la poblaciones
obtenidas con las poblaciones esperadas y determinar si hay una diferencia

estadisticamente significativa entre ambas (Figura 17c).
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B WT (EE)
I Het de endoglina (Ee)
I Mut de endoglina (ee)

I mutante de betaglicano y WT de endoglina (bbEE)
I mutante de betaglicano y het de endoglina (bbEe)
[ mutante de betaglicano y mut de endoglina (bbee)

genotipo #iobservado | #fesperado | %esperados | Prueba

Chi-
cuadrado

Wild type (EE) 30 25 27.03 P>0.05 No
Cruza de heterécigo de endoglina : . significativo
x heterécigo de endoglina (EexEe) Heterdcigo de endoglina (Ee) 53 50 47.75

Mutante de endoglina (ee) 28 25 25.23
(o (=Y. LY INEL Y R eI Mutante de betaglicano y wild 48 25 51.06 P<0.05
y heterécigo de endoglina x tvpe de endoglina (bbEE) cambios

) significativos
mutante de betaglicanoy Mutante de betaglicano y 38 50 40.43

heterécigo de endoglina heterécigo de endoglina (bbEe)

(bbEexbbEe)

Mutante de betaglicano y mutante 8 25 8.511

de endoglina (bbee)

Figura 17. Comparacion de las proporciones genotipicas de cruzas mutantes de BG y
heterocigos de ENG (bbEeXbbEx) y heter6cigo de ENG y dobles mutantes
(bbeeXbbee). A. Grafica de las proporciones obtenidas en las cruzas mutantes de BG
(bbEeXbbEe). B Grafica de las proporciones obtenidas en las cruzas de dobles
mutantes (bbeeXbbee). C Tabla de la prueba de Chi-Cuadrado (X?) evaluando las
proporciones esperadas contras las obtenidas, P<0.05 significativo.
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Observaciones fenotipicas en microscopio 6ptico

Para comparar aspectos fenotipicos del desarrollo embrionario las larvas se
clasificaron en 4 grupos genotipicos: WT, mutantes de Eng (ENG™'1%0), mutantes de
BG (tgfbr3una201) y dobles mutantes (tgfbr3un@20t ENG™u130), Se hicieron observaciones
tanto en microscopio 6ptico como en microscopio confocal LSM710 Zeiss.
¢

Las observaciones iniciales en microscopio 6ptico con un objetivo 20x se
realizaron durante las primeras 24 hpf, los 4 grupos genotipicos fueron observados y
comparados en los primeros estados de desarrollo embrionario, lo que fue evaluado
siguiendo la descripcion de Kimmel, et al 1995, ya que se evaluaron los estados de
cigoto (0 hrs-3/4 hpf), blastula (3 hpf), periodo de segmentacion (24hpf), periodo de
faringula (48hpf) y periodo de eclosion (72hpf), (figura 18). Al terminar de tomar las
imagenes las larvas se separaban y etiquetaban, se les extraia el DNA y se procedia a

genotipificar, asi se tenia la seguridad del genotipo de cada larva.
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WT ENGmu130 t br3una201 r3unaZOlENGmul30

0.5 hpf

ENGmu130 tg br3una201 tg br3una201ENGmu130

3 hpf

24 hpf

ENGmulBO t br3un3201 br3un3201ENGmu130

48 hpf
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WT ' ENGMu130 tgfbr3unazot tgfbr3una201f NGmu130

72 hpf

Figura 18. Imagenes de microscopio Optico con objetivo 10x de organismos WT,
mutantes de ENG (ENG™30) mutantes de BG (tgfbr3u"@20! ) y dobles mutantes
(tgfbr3una20l ENG™MU130), A Cigoto 0.5 horas post fecundacion (hpf). B Blastula 3 hpf. C
Periodo de segmentacién 24 hpf. D periodo faringula 48 hpf. E Periodo de eclosion 72
hpf.

Los organismos mutantes de ENG (ENG™'130), mutantes de BG (tgfbr3unazol) y
dobles mutantes (tgfbr3U"@20lENG™U130) no presentaron defectos fenotipicos, tienen
movimiento y un comportamiento general similar al organismo WT y todos los grupos
observados tienen el tiempo de desarrollo reportado como normal para el pez cebra
(Kimmel et al. 1995)

Frecuencia cardiaca
Como se demuestra en la tabla 3, la frecuencia cardiaca (latidos por minuto) de

los embriones mutantes de ENG (ENG™U130) mutantes de BG (tgfbr3u"a201) y dobles
mutantes (ENG™U130tgfr3una20l) g 24, 48 y 72 hpf no varia significativamente respecto
al organismo WT y esta dentro de los parametros reportados para el pez cebra,

(Bonifasius Putera Sampurna et al. 2018)
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24 HPF 48 HPF 72 HPF
(LATIDO/MIN) (LATIDO/MIN) (LATIDO/MIN)
WT 75+£5 145 +11 162+5
MUTANTES DE | 79+ 8 139+8 165+ 12
ENG
MUTANTES DE 70+ 6 150 + 3 155+ 9
BG
DOBLES 85+4 142 £ 8 171 + 10
MUTANTE

Tabla 3. Frecuencia cardiaca de los embriones WT, mutantes de ENG (ENG™MU130),
mutantes de BG (tgfbr3'"2201) y dobles mutantes (tgfor3una20lENG™U130) g las 24, 48 y 72

hpf.

Talla de peces adultos
Los peces adultos de los 4 grupos genotipicos fueron observados en un microscopio

Optico con un objetivo 5x y se midié su largo y ancho, al comparar los datos de cada

grupo (Figura 19), se puede ver que no hay diferencias significativas en la talla de los

peces, es decir los organismos dobles mutantes son del mismo tamafio que los
organismos WT, ENG™130 y tgfpr3unazol,
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0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 11 12 13 14 15 16 17 18 19 cm

WT tgfbl’3una201 ENGmul30 tgfbr3una201ENGmu130
Largo 2.3cm Largo 2.5cm Largo +/- 2.6cm Largo +/- 2.0cm
Ancho 0.6cm Ancho 0.6cm Ancho +/- 0.7cm Ancho +/- 0.5cm

Figura 19. Medidas de un pez cebra WT y tabla de promedios de talla, largo y ancho de
peces adultos WT, mutantes de ENG (ENG™'139), mutantes de BG (tgfbr3una20t) y
dobles mutantes (tgfbr3una20lENG™Mu130),

Observaciones en un microscopio confocal

En las observaciones en un microscopio confocal, se buscé evaluar si los
mutantes de ENG coinciden con lo reportado por Sugden, et al, quienes observaron
gue a las 72 hpf la mutaciéon de ENG genera disminucion en el diametro de las arterias

intersegmentales, ademas de un incremento en el didmetro de la aorta dorsal.

Se realiz6 la medicion del didmetro de las venas ISV y de las arterias
intersegmentales (alSV), la DA y la PCV de los organismos WT, mutantes de ENG
(ENG™MU139) ' mutantes de BG (tgfbr3u"2201) y dobles mutantes (tgfbr3una20l ENGMU130) g
72 hpf (Figura 20a y 20b).Podemos ver en la Figura 20a que tal como esta reportando
en Sugden, et al, 2017, el organismo mutante de ENG tienen una disminucién del
didmetro de las alSV y de las vISV. Los organismos dobles mutantes también
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presentan disminucién en las venas y las arterias intersegmentales (Figura 20b),
mientras que los organismos mutantes de BG no presentan diferencias con respecto al

control.

En el caso del diametro de la DA y de la vena caudal posterior PCV se
encuentra un aumento en el organismo mutante de ENG, tal como esta reportado en
Sugden, et al, 2017. Asi mismo el organismo doble mutante también muestra
incremento del diametro de DS, pero no se observa para PCV. El mutante de BG no

tiene diferencias con respecto al control (Figura 20b y 20c).
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Figura 20. Imagenes obtenidas por microscopio confocal, de embriones de 78 hpf,
sobre la somita 8, 9 y 10. A. Imagen obtenida de embrién 72hpf WT, mutante de BG
(tgfbr3una20l) - mutante de ENG (Eng™'%0) y doble mutante ( tgfbr3una20l gpgmulso)
tg(Kdrl:TexR) tg(flil:EGFP). La barra de escala corresponde a 100um. B. Analisis
estadistico del diametro de vISV y didametro de alSV. C. Andlisis estadistico del

diametro de DA y didametro de PCV, se realiz6 la prueba de ANOVA * P <0.05, ** P <
0.01.
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Expresidn de componentes de la via de TGF-3 en mutantes nulos de BG y de ENG
El resultado de los gqRT-PCRs indican que para los genes evaluados: TGFf1,

TGFB2, TGFB3, TGBR2b y BMP, no hay diferencias significativas en su expresion en el
mutante de BG ni en el mutante de ENG respecto al control (Figura 21). Notablemente,
la expresion de la isoforma TGFBR2a esta significativamente disminuida en el mutante

de BG (Figura 21), pero no en el mutante de ENG.

En el caso de la expresion del gen de BG (Figura 21) es notorio que en el
mutantes de ENG (ENGM™130) no estd sobrexpresado, para el mutante de BG
(tgfbr3una20l) |a disminucién de expresion del gen no es significativa, tal como esta

reportado en la descripcion del mutante.

La expresion del gen de ENG en el mutante de BG (tgfbr3'"2°1) no tiene cambios
significativos con respecto al control (Figura 21), mientras que en el mutante de ENG
(ENG™MU130) si presenta una disminucion drastica en su expresion, lo cual corresponde a

lo reportado en la descripcion de estas mutantes (Sugden, et al. 2017).
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Figura 21. Cuantificacion de expresion de los RNAmM de componentes de la via de TGF-

B. El andlisis estadistico se realiz6 por ANOVA de una via, * P < 0.05.
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Discusion

El pez cebra es un modelo ampliamente utilizado en el area de la biologia del
desarrollo, incluyendo estudios de las vias de sefializacion celular que participan en el
desarrollo embrionario, como la via del TGF-B. En ésta via hay dos co-receptores que
no han sido estudiados tan profundamente como otros componentes de la via: el BG y
la ENG; ambas son proteinas con alta similitud estructural (Kim, 2019) que se han
relacionado con el desarrollo vascular (Sugden, et al. 2017; McAllister, et al. 1994;
Kamaid etal. 2015) y que se expresan en el pez cebra, en etapas tempranas del
desarrollo, ademas la ENG se detecta desde el cigoto (Zeng, et al. 2019; ) y el BG a
partir de las 8 hpf (Molina-Villa, 2015; Ramirez-Vidal, et al., 2023). Por lo que se
hipotetizd que ante una mutacion nula de BG por CRIPR-Cas podria existir un proceso
de compensacion genética que promoviera la transcripcion del gen de ENG vy asi evitar
defectos en la vasculogénesis y angiogénesis, como los observados en los peces

knock-down de BG por morfolinos (Kamaid et al. 2015).

El abordaje para evaluar la posible compensacion de la pérdida de BG por ENG
fue obtener un organismo que tuviera ambas mutaciones, lo cual se logré con cruzas
entre peces cebra que tenian la mutacion nula de BG y peces cebra con la mutacion
nula de ENG. Obtener organismos dobles mutantes a través de cruzas es un proceso
largo que permite conocer el comportamiento poblacional de cada grupo genotipico
utilizado, donde los organismos WT fueron el control para comparar a los mutantes de

ENG, los mutantes de BG y a los doble mutantes.

Se obtuvieron organismos dobles mutantes que llegan a la etapa de adultez y
son fértiles, en las observaciones constantes con microscopio Optico desde la etapa de
cigoto a estado larvario (1-72hpf) no se detectaron cambios morfolégicos con respecto
a los WT. Sin embargo, el seguimiento de la sobrevivencia de los embriones-larvas-
peces adultos demuestra una disminucion en la capacidad de sobrevivencia de los
dobles mutantes, en comparacion con los otros grupos. La mayor reduccion del nUmero

de embriones-larvas de los dobles mutantes se da entre los dias 1-15 dpf. Aunque los
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mutantes de ENG y los mutantes de BG también tienen una reduccion de su
sobrevivencia respecto a los WT, pero los dobles mutantes tienen una caida mas
drastica y es la Unica poblacion de peces que tiene diferencias estadisticas con
respecto a la poblacion WT. Es posible que en las cruzas EexEe y bbEexbbEe la
diversidad de genotipos que existen en la poblacion de embrios-larvas permite que la

reduccién de la poblacién en los 36 dpf evaluados no sea tan drastica.

La cantidad de peces de cada cruza que llegaba a la adultez era genotipificado y
se notd que las cruzas de mutantes de BG y heterdcigos de ENG (bbEe X bbEe) no
cumplian con las proporciones genotipicas mendelianas esperadas, la prueba de Chi-
cuadrado de los esperado contra lo obtenido demuestra que la cantidad de los peces
dobles mutantes adultos obtenidos es significativamente menor a los esperados (Figura
17). Al comparar las proporciones genotipicas obtenidas de cruzas bbEe X bbEe con
cruzas de heterécigo de ENG (Ee X Ee) tenemos un resultado interesante, ya que los
peces adultos obtenidos de estas cruzas si cumplen con las proporciones mendelianas

esperadas(Figura 16); la Unica variable entre ambas cruzas es la ausencia de BG.

El seguimiento del niumero de embriones/larvas contra los dias post fecundacion
nos muestran un patrén similar para ambas cruzas (Figura 14); es decir la poblacion de
organismos obtenidos en las cruzas bbEe X bbEe vy las cruzas Ee X Ee se reduce a
través del tiempo de manera similar y constante, no hay momentos de incremento de

muerte drastica.

En las cruzas bbEe X bbEe no solo tenemos menos dobles mutantes de lo
esperado, también hay menos peces bbEe de lo esperado, mientras que incrementa la
proporcién de peces bbEE de lo esperado. Indicando que ante la pérdida de BG el
detrimento parcial o total de ENG resulta en una disminucion de la capacidad de
sobrevivencia. La disminuciéon de sobrevivencia indica que durante el seguimiento de
una poblacién dia a dia de embriones a larvas y a peces adultos, cuando la poblacién

se merma con el tiempo, principalmente se pierden los peces dobles mutantes. Si bien
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los organismos dobles mutantes sobreviven hasta la adultez y son fértiles puede que

exista alguna deficiencia en su proceso de desarrollo embrionario y en la etapa larvaria.

Las observaciones de embriones/larvas de los mutantes, dobles mutantes y WT
en un microscopio 6ptico muestran que no hay diferencias fenotipicas evidentes en las
etapas tempranas, Por otro lado, la disminucion de la sobrevivencia en los dobles
mutantes no se puede atribuir a algin cambio estructural o incluso de comportamiento,
ya que especialmente en las larvas, estas tuvieron un comportamiento similar en sus
patrones de nado y alimentacion. Las larvas nadan cerca de la superficie y en linea
recta, en algunos casos hay larvas que nadan en circulos pequefios, usualmente esas
larvas no sobrevivian por mucho tiempo, sin embargo ese patron de comportamiento
se pueden observar en todos los grupos evaluados (incluyendo WT), en cuanto a su
alimentacion, todos los grupos se alimentan con un alimento especial para larvas segun
su edad y a los 10dpf se alimentan con artemia (alimento para peces adultos), aunque
en su mayoria las larvas inician el consumo de la artemia como alimento hasta los 15-
20 dpf.

Es importante mencionar que durante el cuidado de las larvas, en el caso de las
cruzas de dobles mutantes era necesario cambiar diario el agua en la que habitaban,
ya gue en el caso de que se mantuvieran en la misma agua con alimento por mas de 1
dia se incrementaba la muerte en los dias siguientes, eso no ocurrié con los
embriones/larvas de las cruzas WT y de las cruzas de los mutantes, indicando que los

dobles mutantes necesitan un ambiente mas limpio.

Cuando los peces llegan a adultos se midi6 la talla tomando en cuenta el tamafio
de largo y ancho, y no se encontraron diferencias significativas en la talla de los peces
WT y mutantes de BG, ENG o dobles mutantes (figura 19), todos los grupos estan en el

mismo rango, de largo 2-3cm y de ancho 0.5-1cm.

Continuando con otras evaluaciones de posibles defectos en los organismos

dobles mutantes, se consider6 evaluar la frecuencia cardiaca en las etapas tempranas
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de desarrollo: 24 hpf, 48 hpfy 72 hpf. Los embriones de cruzas WT, cruzas mutantes
de BG, mutantes de ENG y los dobles mutantes, tienen la misma frecuencia cardiaca
(latidos/min) que los WT en todos los tiempos evaluados. Indicando que el
funcionamiento general del corazén no se ve afectado por la pérdida de BG, ENG o

ambos.

Considerando lo reportado por Sugden, et al. 2017, la descripcién de mutantes
de ENG (eng™'¥) sefiala una reduccién del diametro de los ISV y un engrosamiento
de la DA y de la PCV, por lo que era necesario repetir esas mediciones con el
organismo doble mutante. Por lo que se hicieron tomas en un microscopio confocal de
embriones con 72 hpf tanto WT, mutantes de ENG, mutantes de BG y dobles mutantes.
Los andlisis estadisticos muestran que los dobles mutantes mantienen el fenotipo
reportado en los Eng™3° (Figura 20), mientras que los mutantes de BG no presenta

cambios respecto al control (los embriones WT).

El hecho de que el fenotipo de los mutantes de ENG se conserva en los dobles
mutantes confirma que se debe Unicamente a la pérdida de ENG. EI BG no participa
en el proceso que esta provocando estos cambios vasculares y no hay indicios de que
el BG y la ENG interactien en estos procesos, ya sea a nivel proteina o a nivel
genético, por lo tanto en el desarrollo vascular (angiogénesis y vasculogénesis) la
hipotesis de una compensacion genética entre BG y ENG se vuelve poco viable, pero
considerando la disminucion de la sobrevivencia de los dobles mutantes, es posible

gue el BG y la ENG interactien en otros procesos del desarrollo.

Como co-receptores de la via del TGF-3 era importante conocer la expresion de
sus principales factores, considerando la pérdida de BG y/o de ENG podria inducir
cambios en la expresion de sus ligandos o del receptor con el que forman el complejo
sefalizador (TGFB2a y TGFB2b); sin embargo. vemos que para los mutantes de BG y
ENG no hay diferencias significativas con respecto a los WT en la expresion de TGFp1,
TGFB2 TGFB3 y BMP2. El receptor TGFpR2a esta significativamente disminuido en los

mutante de BG.
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Utilizando la herramienta del Expression Atlas podemos ver el nivel de expresion
de genes gue tengan registrados, utilizando el valor de transcritos por millén (TPM)
para medir la expresion de genes, que en el caso del pez cebra se tienen registrados a
todos los genes que participan en la via del TGF-. El receptor TGFBR2a se empieza a
expresar desde la etapa de faringula (72 hpf), mientras que el receptor TGFBR2b se
detecta desde la etapa cigoto; sin embargo, es hasta los 5dpf que el TGFR2a alcanza
un nivel de expresion de 3 TPM (transcritos por millén) comparandolo con los 31 TMP
del TGFBR2b (EMBL-EBI, 2024), denotando que durante el desarrollo temprano el
receptor TGFBR2a tiene poca presencia y en los mutantes de BG estd alun mas
aminorado. Esta pérdida puede estar relacionada con la diminucién de sobrevivencia
con respecto a los peces WT o incluso estar involucrado en el retraso de mineralizacion

de la corda central reportada en los mutantes de BG (Molina-Villa et al. 2021).

En los resultados de gRT-PCR de BG y ENG vemos que el mutante de BG no
muestra una disminucién del mMRNA de BG, eso ya estaba reportado en la descripcion
del mutante donde se demuestra que el mutante tgfbr3u"a2°1 no tiene la proteina de BG
aunque si haya mRNA (Molina-Villa et al. 2021). La compensacion genética por el
mecanismo de adaptacion transcripcional requiere de la degradacion del mRNA
mutante por el sistema NMD, para inducir la transcripcion del gen compensatorio (El-
Brolosy y Stainier 2017), que en este caso seria la ENG. Por lo tanto, en el mutante de
BG (tgfbr3u"a201) no podria haber compensacién genética por el mecanismo de
adaptacion transcripcional, pero eso no descarta que el mutante de BG pueda tener
otros mecanismos de compensacién genética, se han propuesto mecanismos en donde
el mMRNA mutante y proteinas de unién a mRNA inducen remodelacion de la cromatina
o estabilizacion de mRNA de genes homologos al gen mutado, promoviendo la
expresion de una proteina compensatoria. Sin embargo el fenotipo del organismo doble
mutante no muestra indicaciones de que algun proceso de compensacion genética esté

ocurriendo.
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Finalmente, considerando las observaciones en los organismos dobles
mutantes, especialmente en los vasos intersegmentales y la aorta dorsal, se deduce
gue es poco probable que la ENG pueda compensar la pérdida de BG. También se
descarta que el BG pueda compensar la pérdida de ENG, los cambios en estructuras
reportados en el mutante de ENG (Sugden, et al. 2017) se conservan en el doble
mutante. Sin embargo, los peces dobles mutantes pueden ser un modelo vivo para

estudiar a la via de TGF-§ en ausencia de sus co-receptores.

Conclusiodn

Las evidencias sefalan que la ENG no participa en un proceso de
compensacion genética ante la mutaciéon nula de BG en el pez cebra (Danio rerio). Sin
embargo, podemos observar que ante la ausencia de ambas proteinas, BG y ENG
aumenta la mortandad en las larvas entre 10-20 dias post fecundaciéon. Esta
disminucion en la sobrevivencia no se puede adjudicar a un problema en especifico

durante el desarrollo y puede ser motivo de otro estudio.
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LA disminucion de sobrevivencia en peces dobles

Eliminar BG y ENG del pez cebra no causa mutantes indica que hay procesos biolégicos
cambios fenotipicos, indicando que no hay durante el desarrollo que requieren tanto de ENG
compensacion genética entre BG y ENG y de BG.

Figura 22. Modelo que representa los resultados y las conclusiones.

Perspectivas

Si bien los datos obtenidos durante el desarrollo de este proyecto indican que la
hipétesis planteada no se cumple, las observaciones de la disminucién en la
sobrevivencia de peces dobles mutantes nos plantea nuevas perspectivas de
investigacion para el futuro, ya que los peces dobles mutantes nos permiten tener
organismos modelo que no expresan a los dos co-receptores de la via de TGF-3 (ENG
y BG), por lo tanto hay un amplio margen de procesos biolégicos que podemos evaluar,
incluyendo a otros factores que intervienen en la via del TGF-$ que no se estudiaron en
este trabajo, como las activinas y los factores de crecimiento y diferenciacién (GDFs),
entre otros. También nos permitira evaluar otros procesos en los que participa la via del

TGF-B, como el desarrollo de vasos linfaticos.
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