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Resumen.

Las Rho GTPasa son proteinas G que participan en la regulacion de diferentes vias de
sefializacion que controlan el comportamiento celular. En particular la Rho GTPasa Racl
tiene un papel importante durante el desarrollo embrionario en animales. Para estudiar a
mayor detalle las funciones que lleva a cabo esta Rho GTPasa, en nuestro grupo nos hemos
enfocado en caracterizar a este gen en el pez cebra, en el cual la pérdida de funcion parcial
de Racl fenocopia los efectos sobre la gastrulacion descritos en otros organismos. Al
caracterizar los efectos de la pérdida de funciéon parcial de esta proteina sobre el
transcriptoma se encontrd que se afecta en particular la expresion de selenoproteinas como
la glutation peroxidasa 4 (Gpx4). Con base en estos antecedentes en el presente trabajo de
maestria se propuso como objetivo caracterizar el efecto de la pérdida de funcion parcial de
Racl en el desarrollo y en la expresion de la Gpx4 en pez cebra. Primero se analizo el
patron normal de localizacion de Gpx4 y se encontrd esta proteina tiene un patrén ubicuo
durante el desarrollo. Sin embargo, a las 24 horas post fertilizacién se observo que se
localiza principalmente en los miotomos, que son estructuras que se desarrollan en
musculo. Interesantemente, se encontré acumulacion de especies reactivas de oxigeno en
los mioseptos, que son estructuras que delimitan a cada uno de los miotomos, en un patrén
complementario al de la Gpx4. Por otro lado, la deficiencia de Racl afectd la morfogénesis
de los miotomos, disminuyé los niveles de la Gpx4 y aument6 los niveles de especies
reactivas de oxigeno. En conjunto estos datos aportan evidencia experimental a favor de
que Racl participa en la regulacion de la diferenciacion de los miotomos. Por otro lado
sugiere que Racl podria estar participando en regular la expresion de enzimas antioxidantes

como la Gpx4, asi como en modulacion de los niveles de especies reactivas de oxigeno.
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1. INTRODUCCION

Las Rho GTPasas son una familia de proteinas que participan en vias de
sefializacion que regulan una gran variedad de procesos celulares, algunos ejemplos son: la
polarizacion, la adhesion célula-célula, la adhesion célula-matriz extracelular, el trafico de
membrana, la regulacion de la dindmica del citoesqueleto y la regulacion de la transcripcion
de diversos genes (Boettner and Van Aelst, 2002). Las Rho GTPasas funcionan como
interruptores moleculares, que en su estado activo estan unidas a GTP y en su estado
inactivo estdn unidas a GDP. La conversion al estado activo ocurre por factores de
intercambio de guanidin nucledtidos (GEFs, por sus siglas en inglés), de forma contraria la
inactivacion es promovida por proteinas activadoras de la actividad de GTPasa (GAPs, por
sus siglas en inglés) (Boettner and Van Aelst, 2002). En su estado activo las Rho GTPasas
se unen a moléculas efectoras que inician cascadas de senalizacion que afectan a una
diversidad de procesos celulares incluidos los antes mencionados.

La caracterizacion de las funciones bioldgicas de varias de las Rho GTPasas han
sido analizadas principalmente en células en cultivo, siendo las mas estudiadas Racl,
Cdc42 y RhoA (Boettner and Van Aelst, 2002). Los estudios realizados en cultivos
celulares han contribuido a la identificaciéon de algunas de las vias de transduccion de
sefiales que estan reguladas por éstas GTPasas. Sin embargo, apesar de que se conocen a
detalle las funciones celulares de las Rho GTPasas, se entiende poco su participacion en la
regulacion de vias de sefializacién en contexto de un organismo completo durante el
desarrollo embrionario.

1.1. Racl durante el desarrollo embrionario de los vertebrados.

Racl es una de las Rho GTPasas mas estudiadas, desde su identificacion se le ha
atribuido un papel muy importante en diversos procesos celulares como la reorganizacion
del citoesqueleto de actina, la transformacién celular, la induccion de sintesis de DNA, en
la formacion de superdxido, el direccionamiento axonal y la migracion celular (Bosco et
al., 2009). Sin embargo, solo algunas de estas funciones han sido descritas en contexto del
embrion completo y poco se sabe de la contribucion de estas funciones en procesos durante

el desarrollo embrionario de vetebrados.



La generacion del raton nulo para Racl demostré que estd Rho GTPasa tiene un
papel vital durante el desarrollo embrionario (Sugihara et al., 1998). Los ratones nulos para
Racl se detienen en el desarrollo embrionario entre los dias 6.0 y 7.5, y presentan defectos
en la formacioén y migracion de las capas germinales ectodermo, mesodermo y endodermo
(Migeotte et al., 2010). De forma similar, en Xenopus la pérdida de funcién de racl,
utilizando dominantes negativas, también afecta al proceso de gastrulacion, principalmente
a nivel de los movimientos celulares de convergencia y extension (Tahinci and Symes,
2003). Estas evidencias sugieren un papel determinante de Racl en la migracion celular en
el desarrollo embrionario.

La letalidad en los embriones nulos para Racl es un incoveniente para su estudio en
etapas posteriores a la gastrulacion durante el desarrollo embrionario, por lo que se ha
explorado su funcion in vivo haciendo uso tanto de ratones nulos condicionales como de
otros modelos animales.

Usando embriones de pollo y formas dominantes negativas de Racl, se ha
reportado que Racl participa en la transicion mesénquima-epitelio indispensable para la
formacion de las somitas (Nakaya et al., 2004).

Por otro lado, usando embriones de pez cebra, Xenopus y raton se ha descrito que
Racl tiene un papel en la regulacion de la migracion de las células de la cresta neural. La
células de las cresta neural tienen una alta tasa de migracion celular que les peremite
colononizar casi todos los tejidos embrionarios. Una vez que llegan a sus destinos, las
células de la cresta neural pueden diferenciarse a diversos tipos celulares (neuronas, células
gliales, tejido esquelético y conjuntivo, células adrenergicas o pigmentadas). En los
modelos animales antes mencionados se ha encontrado evidencia a favor de que Racl
regula la migracion de las células de la cresta neural por medio de la formacion de
proyecciones celulares en el embrion (Matthews et al., 2008) (Thomas et al., 2010); (Fort et
al., 2011).

Ademas se ha mostrado que Racl en conjunto con otras Rho GTPases regulan la
migracion de células endoteliales durante el proceso de angiogénesis. Estudios in vivo en
raton y pez cebra muestran que Racl participa en la regulacion de la formacion y desarrollo

de los vasos sanguineos en el embrion (Tan et al., 2008) (Epting et al., 2010).



Sumando estas evidencias, parece claro que Racl tiene un papel protagénico como
regulador de la migracion celular en diversos procesos del desarrollo embrionario. En los
reportes antes mencionados se ha propuesto que la funcion reguladora de Racl sobre la
migracion celular y via de sefializaciéon de Wnt podrian estar relacionadas.

La via de sefializacion de Wnt es critica durante el desarrollo normal de organismos
multicelulares, y estd involucrada en diferentes procesos como la gastrulacion y la
formacion de las somitas (Lickert et al., 2005; Geetha-Loganathan et al., 2008) Sin
embargo, aunque hay evidencia de una interaccioén entre Racl y la via de safalizacion de
Wnt durante el desarrollo embrionario en estos reportes no se ha establecido de forma
directa el mecanismo mediante el cual Racl actia sobre la via de Wnt en el desarrollo
embrionario, auncuando se ha reportado que la sobreexpresion de la forma
constitutivamente activa de Racl promueve la activacion de la via de Wnt en el desarrollo
de las extremidades de raton (Wu et al., 2008).

Sin embargo, a pesar del gran avance en el entendimiento de las funciones de Racl
en el desarrollo embrionario, aun se desconoce si Racl podria estar regulando otros genes o
vias de sefializacién importantes para el desarrollo del embridon. En nuestro laboratorio
hemos decidido utilizar el pez cebra como modelo de estudio para explorar la funcion y los
posibles genes regulados por Racl durante el desarrollo embrionario.

1.2. El desarrollo embrionario temprano del pez cebra y su uso como modelo
de estudio.

El pez cebra (Danio rerio) es un pez teledsteo tropical de agua dulce que en los
ultimos afios se ha convertido en un organismo muy utilizado para estudios del desarrollo
embrionario.

Un trabajo clasico de la caracterizacion del desarrollo embrionario del pez cebra
fue el realizado por Kimmel y colaboradores (Kimmel et al., 1995). El trabajo consistié en
una descripcion y clasificacion del desarrollo embrionario del pez cebra basada en
caracteristicas morfologicas.

A continuacién se presenta un resumen muy breve de los eventos que ocurren
durante las primeras 24 horas del desarrollo embrionario del pez cebra, usando como
referencia el trabajo publicado por Kimmel y colaboradores (Kimmel et al., 1995).

El huevo recién fecundado de pez cebra presenta un patron de division



meroblastico, por lo que la division del huevo es incompleta y la posicion del vitelo es
telolecital, es decir, se encuentra en uno de los polos del huevo. Al polo donde ocurren las
divisiones celulares se le llama polo animal y al polo donde se encuentra el vitelo se le
denomina polo vegetal.

Una vez que el huevo es fertilizado (momento que se considera como las cero horas
post-fertilizacion o hpf.), el desarrollo embrionario comienza con la formaciéon de la
primera célula (polo animal) por corrientes citoplasmaticas que ocurren dentro del vitelo
(polo vegetal) (Fuentes and Fernandez, 2010). Estudios clasicos del desarrollo temprano en
el pez cebra indican que las primeras divisiones celulares ocurren de manera répida y
metasincronizada, durante estas divisiones el desarrollo embrionario estd regulado por
componentes moleculares depositados por la madre en el vitelo (Kane and Kimmel, 1993;
Olivier et al., 2010) (Mendieta-Serrano, et al., sometido). La sincronia en las primeras
divisiones va disminuyendo de manera gradual hasta que se pierde durante el proceso que
se conoce como la transicion de la blastula media (TBM) donde ademas inician otros dos
procesos muy importantes, como la migracion celular y la activacion de la expresion del
genoma del embrion (Kane and Kimmel, 1993). Una vez que las células del embrion son
motiles, se inicia un proceso llamado epibolia y algunas horas después la gastrulacion,
ambos procesos se caracterizan por la ocurrencia de una serie de movimientos celulares de
manera concertada que generan a las tres capas germinales (el mesodermo, el endodermo y
el ectodermo) que posteriormente se diferenciaran a cada uno de los tejidos que componen
al organismo adulto (Kimmel et al.,, 1995). Después de la gastrulacion ocurre la
segmentacion, en este momento del desarrollo embrionario el tejido del mesodermo
paraxial se divide en “paquetes” longitudinales (somitas) en la region dorsal del embrion. A
su vez las somitas se regionalizan y diferencian en dermatomo, en miotomos y en
esclorotomos, que son los precursores de la dermis, del musculo y del cartilago y hueso de
manera muy general (Gilbert, 2006). Ademas, durante la segmentacion se elonga la talla el
embrion, principalmente en la region posterior del embrion (cola), se forman los primordios
de los o6rganos como el ojo, la vesicula otica y el corazon. A partir de las 24 hpf, la
morfologia del embrion permite reconocer claramente la parte mas anterior (cabeza) y la
mas posterior (cola), ademds se pueden observar los ojos, la circulacion sanguinea, la

pigmentacion, la regionalizacién del cerebro en formacion y los primeros movimientos de



la cola (Kimmel et al., 1995).

1.3. El uso del pez cebra para el analisis funcional de genes durante el
desarrollo embrionario.

El pez cebra no s6lo ha sido usado como modelo de estudio del desarrollo
embrionario, también se ha utilizado ampliamente para el andlisis de la funcion y
regulacion tanto de genes como de las vias de sefializacion en un contexto in vivo. A
continuacion se describen algunas de las ventajas que tiene el pez cebra para la
caracterizacion funcional de genes y de vias de sefializacion.

En el 2007, se presento la secuenciacion del genoma de D. rerio que practicamente
estd terminada y disponible via Internet (Hubbard et al., 2007). La disponibilidad de la
secuencia del genoma del pez cebra permite la identificacion y clonaciéon de los genes de
interés con relativa facilidad. Con estas secuencias se pueden generar vectores de expresion
para realizar estudios de ganancia de funcién o bien se pueden disefar oligonucledtidos
antisentido para estudios de pérdida de funcioén parcial. Los morfolinos son un tipo de
oligonucledtidos antisentido que han sido muy utilizados en estudios de pérdida de funcion
de genes en embriones completos. En los morfolinos los anillos de ribosa, normalmente
unidos por enlaces fosfodiester, son substituidos por anillos tipo morfolinos unidos por
enlaces de fosforodiamidato. (Deiters and Yoder, 2006). Los morfolinos antisentido han
probado ser muy efectivos para inhibir la traduccion o el procesamiento de ARN
mensajeros, son muy especificos y estables ya que no son degradados por ARNasas,
ademas presentan baja toxicidad en ensayos en embriones completos tanto en Xenopus
como en Danio rerio. Normalmente los morfolinos se inyectan en embriones de pez cebra
cuando se encuentran en la etapa de una célula (0.25 hpf.) y han probado generar fenotipos
similares (fenocopiar) a mutantes de los genes contra los cuales estdn disefados
(Nasevicius and Ekker, 2000).

Tomando en cuenta éstas caracteristicas, el pez cebra es un buen candidato para el
estudio tanto de la funcion biolégica como de los genes o vias de transduccion de sefales
reguladas por Racl en contexto de un organismo completo durante el desarrollo

embrionario.



2. ANTECEDENTES INMEDIATOS

2.1. Expresion de Racl en el pez cebra y su posible papel en la regulacion de
selenoproteinas

En el pez cebra se han identificado y anotado 32 Rho GTPasas que son ortdlogos a
los 23 genes presentes en el genoma humano. Estos genes se han clasificado en ocho
subfamilias Rac, Cdc42, Rho, RhoD, Rnd, RhoBTB, Rhot and RhoH. La subfamilia Rac
consiste de 4 genes; dos ortdlogos del gen RACI humano, racl y racll y un ortélogo para
cada uno de los genes RAC2 y RAC3 humanos (Salas-Vidal et al., 2005).

La proteina Racl a nivel de secuencia primaria muestra un alto grado de identidad y
similitud comparado con el ortélogo RAC1 de humano (98% y 100% respectivamente);
mientras que la proteina Racll muestra un grado mas bajo de identidad y similitud cuando
se compara con la secuencia de la proteina ortdloga de humano (70.8% y 79%,
respectivamente) (Salas-Vidal et. al., 2005).

Respecto a la organizacion intrén-exon, el gen racl de pez cebra estd altamente
conservada cuando se compara con el gen RAC/ de humano que tiene seis exones, mientras
que el gen completo de racll estd formado por un solo exon. Estd evidencia sugiere
fuertemente que la proteina Racl es el homodlogo funcional de la proteina de humano
(Salas-Vidal et. al, en preparacion). Ademads, cuando se compara la secuencia de la
proteina RAC1 humana con los ortélogos se observa que la secuencia primaria de la
proteina est4 altamente conservada en diferentes organismos (D. melanogaster, C. elegans,
X. laevis, G. gallus y M. musculus) (Salas-Vidal et. al., 2005). En cambio el gen racl!
posiblemente se origind por un evento de retrotranscripcion e insercion en el genoma. Este
punto es interesante ya que se han encontrado 4 copias de RACI de humano que presentan
caracteristicas de pseudogenes (Salas-Vidal et al, 2005)

Recientemente en el laboratorio se analizé la funcién de Racl en el desarrollo
embrionario temprano de pez cebra utilizando morfolinos, que inhiben la traduccion de los
mensajeros de racl. En éste analisis se observo que la pérdida de la funcion de Racl tiene
diversos efectos en el desarrollo, de forma particular los embriones a las 24 hpf presentan
diferentes defectos que incluyen: microoftalmia, disminucion de la talla total de los

embriones y defectos en la morfologia tanto de las estructuras céfalicas como de la region



caudal (Salas-Vidal et al., en preparacion).

Ademas del analisis morfoldgico, en los embriones con pérdida de funcidon parcial
de Racl, se realizd un analisis global del transcriptoma utilizando microarreglos con el
proposito de analizar que genes o vias de sefializacion se afectaban con la pérdida de
funcion de Racl y elucidar posibles blancos regulados por esta proteina. Del andlisis de
microarreglos se observo que 781 genes cambian significativamente, 440 bajan su
expresion y 341 aumentan su expresion en respuesta a la pérdida de la funcidn parcial de
Racl (Salas-Vidal et. al., en preparacion). A partir del andlisis de los cambios de expresion
global a nivel de ARN mensajero, se encontrd un grupo de ARN mensajeros que disminuia
su expresion. La deteccion de este grupo de ARN mensajeros llamo la atencién porque
codifican para proteinas que contienen selenio (anotadas como selenoproteinas) y esta
reportado que proteinas de este tipo tienen una funcion antioxidante.

De las selenoproteinas analizadas por microarreglos, se observo que las que
disminuyeron sus niveles de expresion en mayor proporcion fueron las glutation
peroxidasas, gpxIb, gpx4a y gpx4b (la disminuciéon fue de -4.0, -1.8 y -1.9 veces,
respectivamente). Ademas de las glutation peroxidasas, resultd muy interesante la
disminucién de expresion de la selenofosfato sintetasa 2 (sps2), que es una enzima
involucrada en la sintesis de las selenoproteinas (Xu et. al., 2007)

Hay que sefialar que este grupo de genes resultd muy interesante, porque fue el
unico grupo de transcritos en el andlisis por microrreglos donde todos los genes disminuian
su expresion, hay que remarcar que no se observo algo similar en ninguna otra familia de
proteinas analizadas.

Otro aspecto que hace aun mas interesante a este grupo de selenoproteinas, es el
hecho de que no hay evidencia previa de que Racl tenga un papel en la regulacion de estas
proteinas. Este resultado podria ser la primer evidencia del papel regulatorio Racl sobre
genes que codifican para proteinas antioxidantes.

Con base en estos hallazgos el presente trabajo esta enfocado en verificar si la
expresion de estas selenoproteinas (gpx1b, gpx4a, gpx4b y sps2) estan bajo la regulacion
de Racl y cual podria ser su importancia biologica durante el desarrollo embrionario del

pez cebra.



Dada la importancia de las selenoproteinas para este trabajo en particular de las
gluatation peroxidasas gpxib, gpx4a, gpx4b y la selenofosfato sintetasa sps2, a
continuacion se hace una descripcion general de sus caracteristicas y de su funcion.

2.2. Las selenoproteinas y su importancia en el desarrollo embrionario.

Las selenoproteinas son proteinas que tienen la particularidad de tener un atomo de
selenio unido a la estructura primaria de la proteina. El atomo de selenio es incorporado a
las selenoproteinas como el aminoacido selenocisteina (Sec) que tiene una estructura
identica a la cisteina, s6lo cambia el atomo de azufre por uno de selenio (més adelante se
presenta a mayor detalle la biosintesis de selenoproteinas en eucariontes).

Se han identificado mas de 20 selenoproteinas en varios eucariontes incluyendo a
vertebrados como el humano y el pez cebra. Es importante sefialar que de las
selenoproteinas identificadas con una actividad bioldgica descrita, todas tienen en comun
que en su centro catalitico ocurren reacciones de 6xido-reduccion (Conrad, 2009); esta
caracteristica le permite a las selenoproteinas llevar a cabo diferentes funciones como el
metabolismo del péroxido de hidrogeno (glutation peroxidasas), el metabolismo de la
hormona tiroidea (diodinasas), la biosintesis de selenocisteina (SPS2) o la remocién de
lipidos peroxidados (Gpx4).

Sin embargo, de las 25 selenoproteinas identificadas en eucariontes la mayoria no se
han caracterizado (Steinbrenner y Seis, 2009). Ademas hasta el momento, para la mayor
parte de las selenoproteinas anotadas en los genomas no hay evidencia experimental de su
funcién bioldgica o de su expresion en ningun tipo celular u organismo.

En los tultimos afios el estudio del papel fisiolégico de las selenoproteinas a
generado gran interés, principalmente porque se han identificado patologias asociadas a
mutaciones en los genes que codifican para selenoproteinas.

En el caso de los mamiferos, la biosintesis de las selenoproteinas depende de un
ARN de transferencia (tRNA) especifico para selenocisteina (tRNA*“**”) que en ratén estd
codificacdo en el gen Trsp. En los ratones nulos para 7rsp -/- no se expresa el tRNA de
transferencia que codifica para selenocisteina. En estos embriones no se incorpora el
aminoacido selenocisteina a las selenoproteinas y como consecuencia se genera una pérdida
de expresion generalizada de selenoproteinas. El principal hallazgo de este reporte es que

los embriones nulos para 7rsp mueren alrededor del dia 6.5 post-coito; lo cual demuestra



que las selenoproteinas son esenciales durante el desarrollo embrionario (Bosl et al, 2007).

La letalidad asociada a la pérdida de funcion de 7Tsrp a hecho que se generen
diferentes ratones nulos para 77sp que no expresan este gen de forma especifica en diversos
tejidos, con la intencion de elucidar el papel fisiologico de las selenoproteinas.

Usando estos ratones como herramienta para identificar la funcion de las
selenoproteinas en diferentes tejidos, se tiene evidencia que la expresion de las
selenoproteinas es importante en el desarrollo de las células endoteliales y la funcion del
musculo cardiaco (Shrimali et al., 2007), en el crecimiento esquelético (Downey et al.,
2009), en el crecimiento de los queratinocitos y en el desarrollo cutaneo (Sengupta et al.,
2010), asi como en la funcion hepatica (Carlson ef al., 2004).

Aunque la mayor parte de los reportes relacionados con la funcion de las
selenoproteinas ha sido estudiado en modelos murinos, recientemente se ha comenzado a
analizar la funcion de las selenoproteinas en otros modelos animales como el pez cebra. Un
ejemplo es la caracterizacion de la selenoproteina N (SIpN) en pez cebra. La pérdida de
funcion de SlpN en embriones de pez cebra muestra que la SIpN tiene un papel en la
organizacion muscular durante el desarrollo embrionario (Deniziak et al., 2006).

En suma, estas evidencias sugieren que la presencia de una o varias selenoproteinas
pueden ser vital durante el desarrollo embrionario y en la funcioén de diferentes tejidos.

2.2.1. Papel de la selenofosfato sintetasa 2 en la biosintesis de selenoproteinas.

En el caso de los eucariontes el selenio tiene la particularidad de no encontrarse
coordinado a la estructura de las proteinas como se ha observado con otros elementos traza
presentes en otras proteinas (por ejemplo, el magnesio en la clorofila o el fierro en la
hemoglobina), sino que es incorporado en forma del aminoécido selenocisteina (Xu et. al.,
2007).

A diferencia de otros aminoacidos, la biosintesis de la selenocisteina ocurre durante

la sintesis del ARN de transferencia especifico para selenocisteina. La sintesis de

Sec Sec

selenocisteina consiste en la conversion de un seril-ARNt™ a un selenocisteil-ARNt
usando monoselenofosfato (SeP) como molécula donadora de selenio.

El monoselenofosfato es sintetizado por la selenofosfato sintetasa 2 (Sps2) que es
una selenoproteina, esta enzima cataliza la conversion de selenito (una modificacion del

selenato que es una fuente de selenio en la naturaleza) a selenofosfato hidrolizando ATP



Sec

como fuente de energia. Posteriormente el monoselenofosfato se une al seril-ARNt
formando el aminoécido selenocisteina para la sintesis de selenoproteinas (Xu et. al., 2007).

La selenofosfato sintetasa que sintetiza el monoselenofosfato en bacterias es SelD y
en Drosophila la Sps2. Ademas de Sps2, existe otra selenofosfato sintetasa en animales; la
Spsl. Sin embargo, esta reportado que la Spsl no es una selenoproteina y no estad
involucrada directamente en la sintesis de selenocisteina, sino que estd involucrada en el
metabolismo celular del selenio (Xu et al., 2007).

En el pez cebra se han identificado los ortélogos de los genes spsl y sps2 de
mamifero, anotados como sephsl y la sps2 respectivamente (Thisse et. al., 2003). Sin
embargo, aun no hay estudios funcionales de éstas selenofosfato sintetasas in vivo.

En el caso tanto de la sephs] como de la sps2, se tiene evidencia por hibridacion in
situ que los ARN mensajero de ambas selenofosfato sintetasas se expresan durante el
desarrollo embrionario del pez cebra. En embriones de pez cebra a las 24 hpf el mensajero
de sephsl se expresa en la region cefélica, mientras que el mensajero de sps2 se expresa en
la region cefélica y en las somitas (Thisse et. al., 2004).

Por otro lado, se han realizado estudios funcionales en Drosophila que muestran que
la pérdida de funcion de SelD promueve la acumulacion de especies reactivas de oxigeno
(ERO) e induce la muerte celular (Morey et al., 2003). De manera adicional, otro grupo
observd que la actividad de esta enzima participa normalmente en promover no solo la
sobrevivencia celular sino también la proliferacion celular en discos imagales en
Drosophila (Alsina et al., 1999).

Lo anterior sugiere SelD tiene un papel importante en la regulacion del estado redox
de la células del embrion al controlar la biosintesis de selenoproteinas durante el desarrollo
embrionario de Drosophila. Por lo que es posible que el ortdlogo Sps2 tenga una
importancia similar durante del desarrollo embrionario del pez cebra.

2.2.2. Selenoproteinas con actividad antioxidante, las glutation peroxidasas y su
papel en el mantenimiento del estado redox.

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) es un término que agrupa a un conjunto
moléculas y radicales libres derivados de oxigeno molecular. Ejemplos de éstas ERO son

el superoxido y el peroxido de hidrégeno.



La produccion de las ERO estd generalmente asociada a la respiracion aerdbica, a
fuentes enzimaticas (NADPH oxidasas) y a diversos procesos celulares tanto catabdlicos
como anabdlicos. Por su naturaleza oxidativa las ERO en altas concentraciones son capaces
de generar dafio a diferentes macromoléculas incluyendo el ADN, proteinas y lipidos
(Bokov et al., 2004); pero también se ha reportado que las ERO pueden funcionar como
moléculas senalizadoras.

Se ha descrito que las ERO funcionan como segundos mensajeros que modulan vias
de senalizaciéon que controlan diversos procesos celulares (como la muerte celular, la
proliferacion, la diferenciacion, entre otros) asociados a eventos del desarrollo embrionario
como la morfogénesis y la angiogénesis (Covarrubias et. al., 2008).

La concentracion de las ERO en la célula estd modulada por el balance entre
oxidantes (generacion de ERO) y antioxidantes involucrados en el metabolismo y
detoxificacion de ERO (Conrad, 2009).

De manera general los antioxidantes pueden ser clasificados en enzimaticos o no
enzimaticos, ambos grupos de antioxidantes estan encargados de la defensa en contra de la
citotoxicidad asociada a las ERO.

Dentro del grupo de las enzimas antioxidantes se encuentran las selenoproteinas
denominadas glutation peroxidasas. Hay que recalcar que las glutation peroxidasas no son
las Unicas enzimas antioxidantes, ya que existen en la célula otros antioxidantes
enzimaticos como las superdxido dismutasas que metabolizan el superdxido y las catalasas
que también metabolizan perdxidos. Sin embargo, de estos antioxidantes enzimaticos solo
las glutation peroxidasas son selenoproteinas (Herbette et al. 2007).

Como se menciond anteriormente, las glutation peroxidasas (Gpx’'s) son
selenoproteinas ampliamente reconocidas como enzimas encargadas de descomponer el
peroxido de hidrogeno dentro de la célula (Gromer et al., 2005). Actualmente se conocen
seis glutation peroxidasas en mamiferos pero de estas s6lo 4 estdn clasificadas como
seleneproteinas: Gpxl que es la peroxidasa mas abundante, Gpx2 que se expresa
mayoritariamente en el tracto  gastrointestinal, Gpx3 que esta presente de forma
extracelular en el plasma y la Gpx4, que realiza diversas funciones como la reduccion de
lipidos peroxidados y la maduracion del esperma (Arthur 2001). Dada la relevancia de la

gluation peroxidasa 4 para la presente tesis, a continuacidon se describe su importancia



durante el desarrollo embrionario.

La Gpx4 es una proteina monomérica con actividad antioxidante que tiene la
particularidad de metabolizar lipidos peroxidados. A diferencia de otras glutation
peroxidasas, la pérdida de funcion de Gpx4 es letal durante el desarrollo embrionario. Los
embriones nulos para Gpx4 mueren a los 7.5 dias del desarrollo. Esto es muy interesante ya
que los embriones de raton con pérdida de funcion de otras glutation peroxidasas (Gpx1,
Gpx2 o Gpx3) son viables y aparentemente no tienen ninglin defecto embrionario (Gromer
et al., 2005). Esto sugiere que la funcion de Gpx4 es relevante durante el desarrollo
embrionario y a diferencia de las otras Gpx's, su funcion no puede ser suplida por otra
proteina antioxidante.

De manera adicional, est4 reportado que la Gpx4 es importante en la regulacion del
estado redox celular durante el desarrollo embrionario, porque cuando se bloquea la
actividad de esta GPx en extremidades de embriones de raton, se provoca un aumento en la
concentracion de ERO y se promueve la muerte celular (Schnabel ef al., 2006).

Otro hallazgo interesante es que la regulacion de la expresion de Gpx4 puede ser a
nivel traduccional. Se ha reportado que el mensajero de Gpx4 tiene secuencias de union a
la proteina Grsf1 (del inglés, G-rich RNA sequence binding factor 1). Grsfl es una
proteina de union a ARN capaz de regular la transcripcion de los mARN a los que se une
(Park et al 2002). Se sabe que la union de Grsfl al mRNA de Gpx4, produce un incremento
en la traduccion de los mensajeros de Gpx4 esencial para el desarrollo embrionario del
cerebro (Ufer et al., 2008).

Tomando la evidencia obtenida por microarreglos de la pérdida de funcion parcial
de Racl en pez cebra y la importancia de la sintesis y funcion de las selenoproteinas en los
animales, ésto sugiere que Racl podria tener un papel importante en la regulacion de la
expresion de selenoproteinas indispensables durante el desarrollo embrionario del pez

cebra.



3. HIPOTESIS.

La Rho GTPasa Racl regula la expresion de selenoproteinas como Gpxl y Gpx4

durante el desarrollo embrionario del pez cebra.

4. OBJETIVOS.

Objetivo general.
Analizar el efecto de la disminucion de de Racl sobre la expresion de
selenoproteinas durante el desarrollo embrionario temprano en pez cebra.

Objetivos particulares.

1. Analizar el patroén de localizacion de las glutation peroxidasas Gpx1 y Gpx4 durante
el desarrollo embrionario temprano del pez cebra.

2. Analizar el efecto de la pérdida de funcién parcial de Racl sobre el desarrollo
embrionario temprano del pez cebra

3. Analizar el efecto de la pérdida de funcion parcial de Racl sobre la formacion de las
somitas y miotomos.

4. Analizar el efecto de la pérdida de funcion parcial de Racl sobre los niveles de las
glutation peroxidasas Gpx1 y Gpx4.

5. Analizar el efecto de la pérdida de funcioén parcial de Racl en la formacion de
especies reactivas de oxigeno (ERO) en embriones completos por medio de la

tincion con colorantes sensiblesa ERO.



5. MATERIALES Y METODOS.

5.1. Animales.
Todos los embriones fueron obtenidos de peces cebra silvestres que provienen de un
acuario local. Los peces fueron mantenidos en cautiverio en peceras de vidrio de 40 litros
en un volumen de 30 litros de agua a una temperatura de 26°C en una densidad méaxima de
25 peces por pecera. Los peces se mantuvieron con un fotoperiodo de 14 horas de luz y 10
horas de oscuridad y fueron alimentados cuatro veces al dia; las condiciones del agua
(amonio y cobre) se monitorearon cada semana con recambios de agua preparada (agua
desionizada por osmosis inversa mezclada con sales: CaSO4 0.15 g/l, NaHCOs 0.1 g/l,
instant ocean 0.1 g/I) de 10 litros diarios (Westerfield, 2000.).

5.2. Cultivo in vitro de embriones de pez cebra.
Los peces cebra machos y hembras fueron colocados en una red una noche anterior a la
mafiana de la cruza para permitir que los huevos recién fecundados fueran depositados en el
fondo del acuario y asi evitar que fueran comidos por los peces adultos. Los embriones
fueron colectados al inicio del fotoperiodo de luz que es cuando los peces se estimulan para
la ovoposicion y fertilizacion, los embriones se succionaron con una pipeta del fondo de la
pecera y fueron separados para la limpieza de detritos. Los embriones de pez cebra fueron
cultivados in vitro en cajas petri de 100 mm con agua de embrion (agua destilada, instant
ocean 40 g/l, azul de metileno 0.1%.) a una temperatura de 28°C (Westerfield, 2000)
permitiendo el desarrollo embrionario hasta cada una de las etapas seglin la clasificacion
hecha por Kimmel ef al., en 1995.

5.3. Clasificacion de los embriones de pez cebra.
Los embriones cultivados in vitro se clasificaron por criterios morfologicos de acuerdo con
la tabla propuesta por Kimmel y colaboradores en 1995.

5.4. Inyeccion de oligonucledtidos tipo morfolino.

Para inducir la pérdida de funcion parcial de Racl se utilizé un morfolino (rac/MO
1; Gene-Tools LLC, Oregon) disefiado contra la secuencia de rac! (este morfolino ya fue
utilizado previamente por Salas-Vidal ef al. en preparacion) y se utilizd6 como control un

morfolino control estandar (StdCtrIMO).



StdCtrIMO: 5°- CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA- 3’

racIMO: 5°- GACCACACACTTTATGGCCTGCATC- 3’

El racIMO se une al coddon de inicio de la secuencia de racl. Los morfolinos fueron
disueltos y diluidos en solucion tampoén Danieau y se inyectaron en embriones fertilizados
en la etapa de una célula y después se incubaron a 28°C para su analisis.

5.5. Anticuerpos.

Los anticuerpos utilizados fueron IgG de conejo anti Gpx1/2, IgG de conejo anti
Gpx4, IgG de conejo anti Racl e IgG de conejo anti 3 tubulina (sc-30147, sc-50497, sc-
217, sc-9104 respectivamente; todos de Santa Cruz Biotechnology)

5.6. Inmunolocalizacion de proteinas en embriones completos.

Los embriones de cada una de las etapas de interés fueron fijados a 4°C por toda la
noche en paraformaldehido al 4% en PBS, lavados 3 veces en solucién tampén de bloqueo
(PBS 1x, BSA 0.1%, triton TX 100 1%), fueron decorionados manualmente y se
bloquearon 2 horas en solucién tampoén de bloqueo a temperatura ambiente. Para detectar
las proteinas Gpxlb, Gpx4a y Gpx4b, los embriones fueron incubados con el anticuerpo
primario correspondiente diluido 1:100 en solucidon tampon de bloqueo, y posteriormente se
incubaron en anticuerpo secundario de cabra anti-conejo acoplado al colorante fluorescente
Alexa Fluor 488 o 647 (Molecular Probes) diluido 1:100 en solucién tampoén de bloqueo
por 1 hora a temperatura ambiente. Después los embriones fueron incubados con Sytox
green (Molecular probes) 1:2500 por 1 hora a temperatura ambiente (para la visualizacion
de nticleos) o con faloidina Alexa 594 (Invitrogen) 1:50 a 4°C en agitacion suave por toda
la noche (para la visualizacion de actina polimerizada). Los embriones fueron lavados tres
veces y montados en metilcelulosa 3.5% en PBS para el andlisis por microscopia de
epifluorescencia o por microscopia confocal.

5.7. Tincion de embriones con el colorante redox sensible H;DCFDA.

Los embriones fueron decorionados manualmente sobre agarosa al 1% teniendo
especial cuidado de no causar dafio mecénico a los embriones, después se tifiieron con
H,DCFDA (Molecular probes) disuelto en agua a una concentracion final de 30 uM por 30
minutos a 28°C. Posteriormente se lavaron con agua de embridon y se montaron en agarosa
de bajo punto de fusion al 1% y fueron visualizados por microscopia confocal o

epifluorescencia.



5.8. Microscopia confocal.
Los embriones tefiidos con colorantes fluorescentes fueron montados en agarosa de bajo
punto de fusion al 1% o en metilcelulosa al 2.5%, después fueron visualizados en un
microscopio invertido Zeiss LSM 510 META (Carl Zeiss, Jena, Germany) con un objetivo
Zeiss 10X Plan-Neofluoar Phl apertura numérica (AN) de 0.3. Los embriones tefiidos con
sytox Green o H,DCFDA fueron excitados con una longitud de onda de 488 nm con una
potencia de laser al 3% o 5% y al 1% respectivamente; se empleo un filtro de emision BP
500-530 IR; y se mantuvo la apertura del iris a 105 um. En el caso de los embriones
marcados con el anticuerpo secundario Alexa 647 fueron excitados con una longitud de
onda de 633 nm con una potencia de laser al 50%; se emple6 un filtro de emision BP 650-
710 IR; y se mantuvo la apertura del iris a 105 um. Se realiz6 el modo de adquisicion
directa de imagenes o con filtrado Kalman bajo (kalman 2) para disminuir el blanqueo de
los colorantes fluorescentes y en el caso del uso del filtro Kalman para disminuir el ruido en
las imagenes. El paso en Z fue de 10 um aproximadamente dependiendo de la etapa de
desarrollo del embrion. Las imagenes fueron obtenidas a una resolucion de 512 pixeles por
512 pixeles.

5.9. Analisis de imagenes.
Las imégenes confocales fueron obtenidas con el programa LSM Image Zeiss y se
guardaron como series de paso en z en formato LSM. El andlisis de las imagenes fue
realizado con el software libre ImageJ v.1.37 (http://rsb.info.nih.gov/ij/) y con el software
LSM Image Browser de Zeiss. A partir de las series de cortes Opticos se realizaron
proyecciones de intensidad maxima (completas y parciales) para visualizar estructuras
internas; en algunos casos se eligieron cortes Opticos individuales para resaltar algunas
observaciones. La cuantificacion de las imégenes fue realizado con Image] v.1.37 y se usd
la prueba de t Student para el andlisis estadistico.

Para la presentacion de las iméagenes (mosaicos) se utilizo el programa Adobe
Photoshop 7. A excepcion de las proyecciones de méaxima intensidad, las imagenes no se
sometieron a ningun procesamiento adicional durante el analisis o presentacion de las

imagenes.



5.10. Purificacion de proteinas.

Extractos proteicos totales fueron preparados siguiendo el protocolo de Link y
colaboradores (Link et al., 2006) con ligeras modificaciones. Los embriones de pez cebra
clasificados por etapas fueron decorionados manualmente. Posteriormente se les elimin6 el
vitelo en solucidon tampon desvitelizante (55 mM NaCl, 1.8 mM KCL, 1.25 mM NaHCO3),
y los embriones se lavaron dos veces en solucion tampon de lavado (110 mM NacCl, 3.5
mM KCl, 2.7 mM CaCl,, 10 mM Tris/Cl pH 8.5) y se resuspendieron e incubaron en
solucion tampon de lisis (250 ul Tris 1 mM pH 7.4, 1 tableta de inhibidor Mix (Complete,
Mini, EDTA-free. Roche), 25 ul NP40, agua MilliQ a 10 ml) por 30 minutos a 4°C con
agitacion moderada, después las muestras fueron centrifugadas por 10 min. A 13,000 rpm y
las proteinas solubles fueron recuperadas.

5.11. Electroforesis en gel, transferencia de proteinas e inmunodeteccion de
proteinas.

El western blot fue realizado como fue descrito previamente (Schnabel et al., 2005).
Brevemente, las proteinas fueron separadas por -electroforesis en gel de sulfato-
poliacrilamida dodecil de sodio al 12% y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa 0.45
um; se bloquearon con 5% de leche sin grasa disuelta en TBST (50 mM Tris-tamponeado
salino pH 7.5, 0.05% Tween 20), y se incubaron con el anticuerpo primario indicado
diluido 1:1000 en solucion de bloqueo western (5% de leche sin grasa disuelta en TBST).
Después de tres lavados con TBST, las membranas fueron incubadas con el anticuerpo
secundario apropiado (diluido 1:5000 en solucién de bloqueo) acoplado a peroxidasa de
rabano (HRP) y las proteinas fueron visualizadas con Lumiglo (Signalling Science

Technolology) siguiendo las instrucciones del fabricante.



6. RESULTADOS.

6.1. Efecto de la pérdida de funcion parcial de Racl sobre el desarrollo
embrionario del pez cebra.

El presente trabajo se inici6 con el analisis de la pérdida de funcion parcial de Racl
inyectando embriones silvestres con el rac/MO. Este andlisis tenia dos propositos: 1)
Estandarizar la técnica de inyeccion en embriones de pez cebra, en particular la inyeccion
del racIMO era determinante para continuar con el analisis de las selenoproteinas en
embriones con pérdida de funcion parcial de Racl. 2) Verificar que los resultados obtenidos
previamente por Salas ef al. (Salas et al en preparacion) relacionados con la pérdida de
funcién parcial de Racl eran reproducibles en embriones silvestres. Hay que recordar que
los experimentos de Salas y col. se realizaron con embriones de la cepa TL y en nuestro
caso usamos embriones silvestres (obtenidos de cruzas naturales de peces silvestres
adquiridos en un acuario local). Aunque los fenotipos de la cepa TL y de los embriones
locales son silvestres, habia la posibilidad de que hubiera diferencias en la penetrancia del
fenotipo asociado a la pérdida de funcion parcial de Racl. Ya que esta reportado que el
efecto de pérdida de funcion usando morfolinos puede variar dependiendo de la cepa de
peces que se utilice para los ensayos de pérdida de funcion (Poulton et al., 2010).

En la siguiente seccion se describen los resultados relacionados con el efecto de
pérdida de funcion parcial de Racl en embriones silvestres.

6.1.2. Efecto de la pérdida de funcion parcial de Racl en embriones de pez
cebra.

Para inducir la pérdida de funcion parcial de Racl, los embriones silvestres en la
etapa de una célula fueron inyectados con un oligonucleodtido antisentido (morfolino) que
inhibe la traduccion del mRNA de racl (racIMO). La inhibicién ocurre porque éste
morfolino estd disefiado para que hibride con el ATG del mRNA de racl. La unién del
morfolino al mRNA genera un impedimento estérico que evita la union del ribosoma al
mensajero y como consecuencia se inhibe la traduccion del mensajero disminuyendo la
cantidad de la proteina Racl enddégena. Como control, se inyectd un morfolino control
estandar (StdCtrIMO) el cual se corrobor6 que no tiene efectos durante el desarrollo

embrionario (Fig. 1A). El stdctrIMO no inhibe ningiin mensajero y no tiene actividad



bioldgica en los embriones. Ambos morfolinos se inyectaron a una cantidad final de 7.5 ng
por embridn.

Se observd que a las 24 hpf. Los embriones que fueron inyectados con el morfolino
racIMO presentaron diferentes defectos morfologicos.  De forma general, los defectos
observados en estos embriones fueron: una disminucion de la longitud total de los
embriones, defectos en el desarrollo de las estructuras cefélicas, y defectos en la region
caudal y en la forma de los miotomos (fig. 1B). En conjunto estas caracteristicas
morfoldgicas fueron consideradas como el fenotipo asociado a la pérdida de funcion parcial
de Racl. Ademads, no se detectd que hubiera diferencias en la penetrancia del efecto del
morfolino racIMO entre los embriones de la cepa TL usados por Salas-Vidal y col. y los
embriones silvestres usados en el presente trabajo.

Otra particularidad de los embriones inyectados con el rac/MO, fue que a las 24
hpf. practicamente no presentaban movimiento caudal. Esto llam¢ la atencion ya que es
muy caracteristico que los embriones a las 24 hpf. presenten contracciones musculares en la
region caudal. Este hallazgo fue reproducible en cada experimentos y como se muestra en
el video 1, practicamente todos los embriones control tienen movimiento caudal (derecha,
stdctrIMO), mientras que la mayoria de los embriones con pérdida de funcion parcial de
Racl no presentan movimiento y so6lo unos cuantos tienen contracciones musculares pero
muy esporadicas (izquierda, rac/MO).

Este defecto en el movimiento de la cola observado en los embriones deficientes de
Racl podria estar relacionado con la alteracion en el desarrollo de las somitas y de uno de
sus derivados los miotomos como se observa en la figura 1.

Para corroborar este hallazgo, se realizaron tinciones con faloidina en embriones
con pérdida de funcion parcial de Racl para reconocer los filamentos de actina (f-actina) y
nos enfocamos en analizar la parte media de la region caudal. En las tinciones de los
embriones inyectados con el morfolino stdctrIMO se observo la deposicion de f-actina
polimerizada caracteristica en embriones a las 24 hpf. Esta deposicion de f-actina se
localiza principalmente en los limites entre cada miotomo (que tienen forma de cabeza de
flecha) y en fibras que se extienden longitudinalmente a lo largo del eje antero-posterior y

que atraviesan perpendicularmente a cada miotémo (fig. 2)



Figura 1. Fenotipo de los embriones con pérdida de funcion de Racl a las 24 hrs. Imagenes de
campo claro de los embriones inyectados con StdCtrIMO (A) o racIMO (B.)
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stdctriIMO racTMO

Figura 2. Efecto de la pérdida de funciéon de Racl en los miotomos a las 24 hrs. Proyecciones de
maxima intensidad de series de cortes Opticos obtenidos por microscopia confocal de embriones inyectados
con StdCtrIMO (A) o racIMO (B).En verde se muestra los filamentos de actina polimerizada
detectada con faloidina-alexa 488. Las cabezas de flecha sefialan los mioseptos y los corchetes
sefialan la extensién del miotomo. Las lineas blancas muestran la forma de cabeza de flecha que
presentan los embriones stdctrIMO, mientras que en los embriones rac/MO se pierde la forma
angular de los miotmos. ev, extension del vitelo Barra de escala=100 um.
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En contraste, los miotomos de los embriones con pérdida de funcion parcial de
Racl tienen alterada la forma normal de cabeza de flecha y se observan més redondeados
(fig. 2). Hay que destacar que el defecto morfoldgico en los miotomos de los embriones
deficientes de Racl fue mas evidente con las tinciones con faloidina en comparacion con
las imdgenes obtenidas por microscopia de campo claro.

Estos resultados sugieren que Racl podria tener un papel en el desarrollo de las
somitas y a su vez podrian estar relacionados con las contracciones musculares de la region
caudal.

Las tinciones de faloidina se realizaron en colaboracion con Jorge Medel estudiante
de licenciatura y forman parte de los resultados de su tesis de licenciatura. (Jorge Medel,
2011).

6.1.3. Analisis de la penetrancia del fenotipo asociado a la pérdida de funcion
parcial de Racl

Durante el presente trabajo se realizaron varias inyecciones con el rac/MO para
estandarizar la técnica de inyeccion de morfolinos, en estos ensayos se observd que en
general los embriones presentaban defectos morfologicos como los mostrados en la figura
1. Sin embargo, se observaron diferentes grados de penetrancia de estos defectos. A partir
de esta observacion se realizo un andlisis a mayor detalle y se observd que efectivamente
los embriones inyectados con rac/MO presentaban diferentes grados de severidad en los
defectos en su desarrollo en comparacion con los inyectados con stdctrIMO. Estas
diferencias en la penetrancia del fenotipo asociado a la pérdida de funcién parcial de Racl
se agruparon en dos clases de fenotipo, el fenotipo moderado (+) que incluye embriones
que presentaron una disminucion en la talla total y un encorvamiento de la region caudal
del embrion (fig. 3B sefialado con +); el fenotipo severo (++) que incluye embriones que
presentaron una reduccion en el tamafio de las estructuras cefalicas y de la longitud de la
region caudal del embridn (fig. 3B sefalado con ++).

En la figura 3 se muestra la distribuciéon observada del fenotipo asociado a la
pérdida de funcién parcial de Racl y que fueron agrupados en las dos categorias (fig. 3D).
En al menos tres inyecciones independientes se observo una incidencia equivalente para los
fenotipos moderado (+) y severo (++) ambos del 30% aproximadamente (tabla fig. 3C).

Una vez que se realizd el andlisis de los efectos a nivel morfoldgico en los
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wt moderado (+) | severo (++) Muertos n Ny
StdCtrIMO | 83.3+9.9% 0.0% 0.0% 16.7 £9.9% 382 3
racl MO 0.0% 33.3%£6.1% 36.1+4.5% |30.6+5.3% 418 3

D

Figura 3. Efecto de la pérdida de funcion de Racl a las 24hrs. Imagenes de campo claro (A y B)
representativas del fenotipo de los embriones inyectados con StdCtrIMO (A) y rac/MO (B). En (B)
se observa embriones clasificados en fenotipo moderado (+) o fenotipo severo ( ++). (C)
Distribucion porcentual de los fenotipos asociados a la pérdida de funciéon de Racl clasificados
como fenotipo moderado (+) o fenotipo severo (++). (D) Grafico que muestra los datos presentados

(C). wt, fenotipo silvestre; n, numero total de embriones; n., nimero de repeticiones
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embriones con pérdida de funcion parcial de Racl, se evaludé por “western blot” la
eficiencia del rac/MO para inhibir la expresion de la proteina Racl.

En el andlisis por “western blot” se observd un decremento en la cantidad de la
proteina Racl en los embriones inyectados con el rac/MO comparados con los embriones
control. Ademds se detectdé que el nivel de la disminucion de la proteina Racl esta
relacionada con el grado de severidad del fenotipo (fig. 4). En los embriones con fenotipo
moderado (+, figura 4B) se observd una reduccion de 0.18 veces con respecto a los
embriones inyectados con stdctrIMO (fig. 4A), de forma esperada los embriones con
fenotipo severo (++, fig. 4B) presentaron una reduccion de 0.48 veces respecto a los
embriones inyectados con stdCtrIMO (fig. 4A). Como control de carga se utilizd beta
tubulina, sin embargo, se observo un aumento en la cantidad de tubulina en embriones con
fenotipo moderado (+) (1.26 veces, fig. 4B). Ademas, el aumento es mayor en los
embriones con fenotipo severo (++) (1.69 veces fig. 4B) en comparacion con los
embriones stdtrlctrlIMO. Sorprendentemente, se observd una relacion inversa entre la
pérdida de funcion parcial de Racl y los niveles de beta tubulina en 4 experimentos
independientes, pero hasta el momento no se tiene una explicacion de como Racl podria
estar alterando los niveles de beta tubulina. En vista de este resultado se tiene que utilizar
otra proteina como referencia de carga que no cambie su expresion durante la pérdida de
funcion parcial de Racl por ejemplo GAPDH o una MAPK como p38.

Una vez que se verificod el efecto y la eficiencia del rac/MO, se continu6é con el
analisis del efecto de la pérdida de funcién parcial de Racl en la expresion de
selenoproteinas.

6.2. Efecto de la pérdida de funcion parcial de Racl sobre la expresion de
selenoproteinas en el desarrollo embrionario del pez cebra.

Resultados preliminares sugieren que la pérdida de funcion parcial de Racl reduce
la nivel de los transcritos que codifican para las selenoproteinas gpx1b, gpx4a, gpx4b, sps2.
Como estrategia se decidio enfocarse en las glutation peroxidasas gpx1b, gpx4a, gpx4b, ya
que son proteinas de las cuales se tiene informacion reportada acerca de su funcion tanto
celular como en el desarrollo de organismos vertebrados, y ademas hay metodologias para
su deteccion.

Se analizaron los patrones de localizacion de las Gpx1b, Gpx4a y Gpx4b usando
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Figura 4. Efecto de la inyeccion del rac/MO en la expresion de la proteina Racl a las 24hrs.
Deteccion por “western blot” de Racl en extractos proteicos totales de embriones de pez cebra a las
24 hpf que fueron inyectados con stdctrIMO o con rac/MO. Para la deteccion se us6 un anticuerpo
anti-Racl y anti tubulina (control de carga). (A) Expresion de Racl en embriones control
(stdctrIMO) y embriones deficientes de Racl que presentan el fenotipo moderado (Rac1MO+) o el
fenotipo severo (RacIMO ++). (B) Grafico de la cuantificacion del nivel de expresion de Racl
presentado en (A); los nivels de expresion de la proteina estdn expresados en unidades arbitrarias en

comparacion al control.
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inmunofluorescencia en embriones completos, y de forma alternativa se evalud la
expresion de las Gpx1b, Gpx4a y Gpx4b por western blot.
Establecer estas metodologias era de suma importancia, ya que hasta el momento

<

no hay reportes que muestren la localizacién o la deteccion por “western blot” de las
Gpxla, Gpx4a y Gpx4b en embriones de pez cebra. Estos resultados sirvieron como
referencia para compararlos con los efectos producidos por la pérdida de funcién Racl
presentados mas adelante.

6.2.1. Patron de localizacion de las glutation peroxidasas, Gpx1 y Gpx4 durante
el desarrollo embrionario temprano del pez cebra.

El objetivo principal de este trabajo era evaluar si la pérdida de funcion parcial de
Racl tiene un efecto en la expresion de Gpxlb, Gpx4 y Gpx4b usando las técnicas de
inmunofluorescencia y “western blot”.

Sin embargo, ambas técnicas dependen del uso de anticuerpos que detecten de
manera especifica las proteinas de interés y no hay anticuerpos contra las GPx’s de pez
cebra. Se utilizaron dos anticuerpos comerciales: un anticuerpo anti-Gpx1/2 que reconoce
a las Gpx1, Gpx2 humanas y un anticuerpo anti-Gpx4 que reconoce a la Gpx4 de humano.
Se verifico que estos anticuerpos detecten de manera especifica a las Gpx s de pez cebra

En adelante se indicard a la proteina Gpxlb como Gpxl, y a las Gpx4a y Gpx4b
como Gpx4, ya que no tenemos certeza si con los anticuerpos usados en este trabajo se
pueden diferenciar las isoformas tanto de las Gpx1, Gpx2 o de las Gpx4 del pez cebra.

Para examinar la localizacion de las glutation peroxidasas se realizd un primer
ensayo de inmunolocalizacion de las proteinas Gpx1/2 y Gpx4 en embriones completos.

Como se puede observar en la figura 5 los anticuerpos Gpx1/2 (fig. SA) y Gpx4 (fig.
5B) permiten visualizar una sefial positiva de mayor intensidad que el control negativo que
solo fue incubado con el anticuerpo secundario acoplado a la molécula fluorescente Alexa
488 (fig. 5C). En este ensayo, se encontro que las proteinas se expresan de manera ubicua
en los embriones cuando se analizd por epifluorescencia.

Posteriormente se realizaron inmunotinciones y se visualizaron por microscopia
confocal para detectar la localizacion de las proteinas Gpx1/2 y Gpx4 a lo largo del
desarrollo embrionario del pez cebra. Estos ensayos se realizaron con la intencion de tener

una perspectiva general de la expresion y localizacion de las Gpx1/2 y Gpx4 durante el

26



Alexa 488 H3P

Figura 5. Localizacion de las proteinas Gpx1 (Gpx1/2) y Gpx4 en embriones en etapa de 70-90% de
epibolia. Imégenes de inmunofluorescencia convencional de la localizaciéon las Gpx1 (A) y Gpx4
(B) (verde). Las proteinas Gpx1 y Gpx4 fueron inmunodetectadas usando anticuerpos anti Gpx 1/2
y anti Gpx4 respectivamente (verde). (C) Control negativo, embriéon incubado solo con el
anticuerpo secundario Alexa 488. (D) Control positivo, embridon incubado con anticuerpo primario
anti H3-P (marcador de mitosis) y después incubado con anticuerpo secundario Alexa 488 (verde).
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desarrollo embrionario.

De manera general se puede observar en las figuras 6 y 7 que las proteinas Gpx1 y
Gpx4 se expresan de manera ubicua en todo el embridon durante las diferentes etapas a lo
largo del desarrollo embrionario. En general, no se detectd ningn patrén diferencial de
localizacion entre Gpxl y Gpx4 durante las etapas de las primeras divisiones hasta la
somitogenesis, al menos no al nivel de resolucioén del objetivo 10X que fue usado para la
adquisicion de las imagenes.

Sin embargo, a las 24 hpf. se observo un patréon de localizacion de la Gpx4 muy
interesante en la parte caudal de los embriones. Se detectd6 que Gpx4 que se localiza
principalmente en el zona central de cada miotomo (Fig 8B, marcado con cabezas de
flechas blancas) y en una linea a lo largo del eje antero-posterior que coincide con el
miosepto horizontal que atraviesa perpendicularmente a cada miotomo (Fig 8B cabeza de
flecha amarilla). Ademads, se puede observar en la sobreposicion con los nucleos que la
Gpx4 esta restringida a la parte mas central del miotomo (fig. 8C y 8c). Cabe sefialar que la
expresion de Gpx4 es mas intensa en los miotomos mas anteriores y va disminuyendo de
forma gradual en los mitomos maés posteriores (fig. 8B). Ademads se observo que la Gpx4 se
distribuye en tres arreglos longitudinales que van a lo largo del eje antero-posterior (fig.
8E) y que coinciden espacialmente con la placa del piso neural (figs. 8E y 8e, cabeza de
flecha amarilla), la notocorda (figs. 8E y 8e, corchete blanco) y la hipocorda (figs. 8E y 8e,
corchete amarillo).

Estas observaciones son muy interesantes y sugieren que la Gpx4 podria tener una
funcion durante el desarrollo de las estructuras embrionarias como el tubo neural, la
notocorda o los miotomos.

6.2.2. Deteccion de las glutation peroxidasas Gpx1 y Gpx4 en embriones de pez
cebra por “western blot”

Para corroborar la expresion de las proteinas Gpx1 y Gpx4 y tener mas evidencia de
la especificidad de los anticuerpos se realizaron ensayos por “western blot” usando los
anticuerpos que reconocen a las Gpx1 y Gpx4 del pez cebra.

En el caso de las glutation peroxidasas, Gpx1b (163 aa,; 16.3 kDa), Gpx4a (163 aa.;
18.6 kDa) y Gpx4b (170 aa.; 19.2 kDa), tienen pesos moleculares muy similares por lo que
deberian ser detectadas entre los 17 y 28 kDa y los 15 a 25 kDa respectivamente. Sin
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Figura 6. Patron de inmunolocalizacion de la proteina Gpx1 durante el desarrollo embrionario del pez cebra.
Proyecciones de maxima intensidad de series de cortes opticos obtenidos por microscopia confocal de la
localizacion de los nticleos y Gpxl (en escala de grises) y la sobreposicion de ambos (rojo y verde,
respectivamente). La proteina Gpx1 fue inmunodetectada usando el anticuerpo anti Gpx 1/2 (verde). Los
nucleos fueron visualizados con sytox green (rojo). Barra de escala=500 um.
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Figura 7. Patron de inmunolocalizacion de la proteina Gpx4 durante el desarrollo embrionario del pez cebra.
Proyecciones de maxima intensidad de series de cortes opticos obtenidos por microscopia confocal de la
localizacion de los nucleos y Gpx4 (en escala de grises) y la sobreposicion de ambos (rojo y verde,
respectivamente). La proteina Gpx4 fue inmunodetectada usando el anticuerpo anti Gpx 4 (verde). Los nticleos
fueron visualizados con sytox green (rojo). Barra de escala=500 um.
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Nucleos

Figura 8. Localizacion de la proteina Gpx4 a las 24 hrs. Cortes Opticos obtenidos por microscopia confocal
de la localizacion los nucleos y Gpx1 (en escala de grises) y la sobreposicion de ambos (rojo y verde,
respectivamente). La proteina Gpx4 fue inmunolocalizada usando el anticuerpo anti Gpx4 (verde). Los
nucleos fueron visualizados con sytox green (rojo). En A-C se muestra un corte Optico lateral de la region
caudal de un embrién a las 24 hrs. que permite reconocer las somitas y la extension del vitelo. En D-F se
muestra un corte lateral mas interno que permite reconocer estructuras como la notocorda. s, somita; n,
notocorda; ev, extension del vitelo. Barra de escala=200 wm.
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embargo, en la membrana incubada con anti-Gpx1/2 se observaron 3 bandas muy intensas:
la primera entre 28 y 36 kDa, la segunda entre 36 y 55 kDa; y una tercera entre 55 y 72 kDa
(fig. 9A), no obstante, ninguna coincidid con el peso molecular teérico de la proteina
Gpx1b (fig 9A, flecha). En el caso de la membrana incubada con anti-Gpx4 se observaron 2
bandas: una tenue de 35 kDa y otra mas intensa con un peso poco mayor a 15 kDa (fig.
9B). Por los pesos moleculares tedricos de las Gpx4a y Gpx4b, la segunda banda puede ser
alguna o ambas Gpx4 de pez cebra. Ademas este resultado mostré que con el anticuerpo
anti-Gpx4 no se puede detectar de forma individual a las Gpx4a y Gpx4b. Finalmente, en la
membrana incubada con anti-B—tubulina se observé una banda del tamafio esperado de 49
kDa (fig. 9C).

Estos resultados mostraron que el anticuerpo anti-Gpx4 pueden reconocer a las
proteinas Gpx4 de pez cebra, sin embargo el anticuerpo anti-Gpx1 aparentemente no
reconoci6 la proteina Gpx1 de pez cebra por ensayos de ‘western blot”. Este hecho, hizo
que nos enfocaramos en la Gpx4. Para los analisis posteriores se utilizo el anticuerpo anti-
Gpx4 para la deteccion de las Gpx4 de pez cebra tanto por inmunofluorescencia como por
western blot.

6.2.3. Efecto de la pérdida de funcion parcial de Racl en la expresion de Gpx4
en el desarrollo embrionario del pez cebra.

La pregunta principal de este trabajo es si la pérdida de funcién parcial de Racl
tiene un efecto en la expresion de selenoproteinas, en particular de la Gpx4. Para contestar
esta pregunta se usaron metodologias establecidas previamente: 1) la inyeccion del
racIMO
para la induccioén de la pérdida de funcion parcial de Racl, 2) la localizacion de Gpx4
durante el desarrollo embrionario por inmunofluorescencia y 3) la deteccion de la Gpx4 por
western blot.

Para analizar la expresion y localizacion de Gpx4 en embriones con pérdida de
funcion parcial de Racl, se realizaron inmunotinciones en embriones completos usando el
anticuerpo anti-Gpx4. En estos ensayos se comparo la intensidad de la sefial positiva de
fluorescencia (generada por la deteccion de Gpx4) entre los embriones inyectados con
racIMO vy los embriones control inyectados con stdctrIMO. En este estudio se analizaron

embriones en etapas de escudo, 70% epibolia y embriones de 24 hrs. Esto con el propdsito
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Figura 9. Deteccidon por “western blot” de las proteinas Gpx1l, Gpx4 y P-tubulina en extractos
proteicos totales de embriones silvestres de pez cebra a las 24 hpf . Extractos proteicos totales
fueron separados por electroforesis en gel y transferidos a membranas de nitrocelulosa. (A)
membrana incubada con anti Gpx1/2 para inmunodetectar a Gpx1. (B) membrana incubada con anti
Gpx4 para inmunodetectar las Gpx4a y Gpx4b. (C) membrana incubdaa con anti 3—tubulina para
inmunodetectar a B—tubulina



de explorar desde que momento en el desarrollo habia un cambio de expresion de Gpx4 en
los embriones con pérdida de funcién parcial de Racl.

En este andlisis se detectd una tendencia de disminucion de la sefial positiva para
Gpx4 en los embriones inyectados con rac/MO en las etapas de escudo (fig. 10A), 90% de
epibolia (fig. 10C) y 24 hrs (fig. 10E), cuando se compararon con los embriones control.
Sin embargo, no se encontr6 que las diferencias fueran estadisticamente significativas
(evaluado por prueba de t student p<0.05).

No obstante la diferencia no es tan evidente probablemente por la penetrancia en el
fenotipo (fig. 3B). Tomando este hecho en consideracion se decidio volver a analizar los
embriones deficientes de Racl agrupandolos en las categorias de fenotipo moderado (+) y
fenotipo severo (++) como se mostr6 en la figura 3 para su analisis por
inmunofluorescencia.

Encontramos que en los embriones que presentan el fenotipo mas severo hay una
disminuciéon de Gpx4 muy evidente. Como se muestra en la figura 11, los embriones
inyectados con stdCtrIMO presentaron una expresion de Gpx4 en la parte media de cada
miotomo, ademads se detectd un gradiente de expresion de Gpx4 en los miotomos a lo largo
del eje antero-posterior que va disminuyendo en direccion posterior (figs. 11B y 11C)
ambas observaciones coinciden a lo previamente observado en la figura 8. De forma
contraria, en los embriones con pérdida de funcion parcial de Racl se observo que la senal
para Gpx4 disminuye un 42% con respecto a los embriones inyectados con stdctrIMO (figs.
11E, 11H y 11J). y no se observaron los patrones de localizacion de Gpx4 que ocurren en
los embriones control.

De forma alternativa al andlisis por imunodecteccion de Gpx4, se verificd por
“western blot” la expresion de Gpx4 en los embriones con pérdida de funcidon parcial de
Racl (fig. 12). De forma similar que en el analisis por inmunofluorescencia, se observé que
en los embriones inyectados con rac/MO que presentaron el fenotipo severo (++) hubo una
disminucion de 0.31 veces la expresion de la proteina Gpx4 con respecto al control (fig.
12B). Ademas, se observé de nuevo el aumento de la beta tubulina en los embriones con
pérdida de funcion parcial Racl (fig. 12B), esta observacion coincide con los resultados
presentados en la figura 4.

3

Sumando los resultados obtenidos por “western blot” e inmunofluorescencia,
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Figura 10. Efecto de la pérdida de funcion de Racl sobre la expresion de Gpx4 en embriones en
etapa de escudo, 90% de epibolia y de 24 hrs. Proyecciones de maxima intensidad obtenidas por
microscopia confocal de la localizacion de los nucleos y Gpx4 (en escala de grises) y la
sobreposicion de ambos (verde y rojo, respectivamente) de embriones inyectados con StdCtrIMO o
con RaclMO. (A) Embriones en etapa de escudo, (C) en etapa de 90% de epibolia y (E) a las
24hrs. (C, D y F) muestran los graficos de la cuantificacion de la intensidad de la sefial positiva para
Gpx4. Barra de escala=500 um.
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Figura 11. Efecto de la pérdida de funcion de Racl sobre la expresion de Gpx4 en embriones a las 24 hrs del
desarrollo. Proyecciones de maxima intensidad obtenidas por microscopia confocal de embriones inyectados
con StdCtrIMO (I) y Rac1MO (II). (A y D) embriones tefiidos con sytox green para visualizar nucleos. (B, E,
G y H) Imagenes de la inmunolocalizacion de Gpx4. (C y F) Imagenes de la sobreposicion de los ntcleos
(rojo) y de Gpx4 (verde). (III). (I) Grafica que representa la distribucion de la intensidad de la sefal positiva
de Gpx4 a lo largo de las region de interés (RDI’s) mostradas en (G) y (H). (J) Grafico de la intensidad media
de la sefial positiva para Gpx4 en la RDI. (G y H) RDI (en amarillo) utilizadas para cuantificar la expresion de
Gpx4 en embriones control y embriones rac/MO respectivamente. (*) estadisticamente significativo p<0.05.
Barra de escala=200 um.
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Figura 12. Niveles de expresion de Gpx4 en embriones con pérdida de funcién de Racl a las 24hrs.
Deteccion por westernblot de Gpx4 en extractos proteicos totales de embriones de pez cebra a las
24 hpf que fueron inyectados con stdctrIMO o rac/MO. Para la deteccidon se uso un anticuerpo anti-
Gpx4 y anti tubulina (control de carga). (A) Expresion de Gpx4 en embriones control (stdctrIMO) y
embriones deficientes de Racl que presentan el fenotipo severo (RacIMO ++). (B) Grafico de la
cuantificacion del nivel de expresion de Gpx4 presentado en (A); los niveles de expresion de la
proteina estan expresados en unidades arbitrarias en comparacion al control.
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demuestran que hay una disminucion de la expresion de Gpx4 asociada a la pérdida de
funcion parcial de racl a las 24 hpf. Ademas, los resultados obtenidos correlacionan con los
con los resultados obtenidos por microarreglos (ver seccion 2.1). Esto resulta muy
interesante, ya que esta evidencia puede sugerir que Racl tenga un papel en la regulacion la

expresion de Gpx4. Estos resultados seran discutidos mas adelante.

6.3. La pérdida de funcion parcial de Racl afecta los niveles de especies
reactivas de oxigenos a las 24 hpf.

En fibroblastos embrionarios de raton con pérdida de funcidén parcial de Racl se
incrementa la formacion de especies reactivas de oxigeno (Debidda et. al. 2006). Tomando
en cuenta este reporte y la evidencia previamente observada decidimos analizar si la
pérdida de funcion parcial de Racl afecta la formacion de ERO en embriones completos.

Se analizaron embriones con pérdida de funcion parcial de Racl y embriones
inyectados con el stdCtrIMO que fueron tefiidos con el colorante redox sensible carboxi-
H,DCFDA (DCFDA). Este colorante, ha sido empleado para medir de manera indirecta la
formacion de ERO tanto en células individuales como embriones completos (Salas-Vidal
et al., 1998).

El DCFDA es una molécula permeable a la membrana plasmatica y dentro de la
célula puede ser oxidado por ERO convirtiéndose en diclorofluoresceina que es un
compuesto fluorescente que puede ser detectado por epifluorescencia o microscopia
confocal.

Antes de analizar la formacion de ERO en los embriones con pérdida de funcion
parcial de Racl se realizaron ensayos de tincion con DCFDA en embriones silvestres vivos
en diferentes etapas y se visualizaron por microscopia de fluorescencia (figs. 13A-E). En
estos ensayos se observo que los embriones en etapa de 8 somitas (fig. 13C), 14 (fig. 13D),
de 20 somitas (fig. 13E) y de 24 hpf (fig. 13B) presentaron un patrén de tincion de
DCFDA més intenso en los limites entre somitas (13c-¢) y en los limites de cada uno de los
miotomos. También se observo tincion de DCFDA en la periferia del vitelo a lo largo del
eje antero-posterior (figs. 13C-E). De forma contraria en el control negativo que so6lo fue
incubado con DMSO no se detectd fluorescencia (fig. 13A).

Se realizaron tinciones con DCFDA y se observo que el patron de tincion en los
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mioseptos (que son los limites entre los miotomos) ocurridé de manera reproducible en
embriones clasificados en etapas correspondientes a la somitogénesis y a las 24 hpf. Por lo
que este patréon de tincion con DCFDA fue considerado como el patron de formacion de
ERO silvestre y se us6 como referencia para los analisis posteriores.

Una vez que se estableci6 el patron de tincion con DCFDA en embriones silvestres
vivos, se analizo el patron de tincidon en los embriones silvestres por microscopia confocal.
En este andlisis se observd un patron de fluorescencia similar al observado en embriones
silvestres que fueron analizados por microscopia de fluorescencia. En estos embriones, se
observo que la tincion con DCFDA se acumula principalmente en las regiones cefélicas, en
la region dorsal de la extension de vitelo y en los mioseptos (Fig. 13G y H).

Tomando como referencia el patron de tincion de DCFDA en los embriones
silvestres, se realizo un analisis para determinar si habia una diferencia en la formacion de
ERO cuando hay pérdida de funcion parcial de Racl. Para este analisis se compar6 la
intensidad de fluorescencia (generada por la tincion con DCFDA) en embriones inyectados
con racIMO y en embriones inyectados con el stdctrIMO. Ademas se hizo un anélisis
cuantitativo enfocandose en dos regiones de interés: 1) la region céfalica y 2) en los
miotdmos. Como control positivo se incluyd un embrién al cual se le generé dano
mecénico usando una pinza. Se sabe que el dafio mecanico provoca la produccion ERO en
la zona danada (Fig.14A). Como control negativo se presenta un embrion que so6lo fue
incubado con DMSO (Fig.14B).

Al analizar la tinciéon de DCFDA en los embriones control se detecctd un patréon de
tincion similar a lo previamente observado en la figura 13 (fig 14E, en color azul). De
forma contraria, en los embriones inyectados con rac/MO se observd un incremento en la
intensidad de fluorescencia en comparacion con los embriones control (fig. 14D y fig. 14E
zonas en color verde o rojo). En los embriones deficientes de Racl se observd un
incremento en la intensidad de fluorescencia en la region cefalica (fig. 14E, marcado con
b), en la region dorsal del vitelo y en los mioseptos (fig. 14E, marcado con d). Sin embargo
aunque hay un cambio en la intensidad de la tincion con DCFDA en los embriones
deficientes de Racl, el incremento ocurre en las mismas regiones que en los embriones
stdCtrIMO. Por otro lado, en el control positivo las zonas con dafio mecanico son positivas

para la tincion con DCFDA (fig. 14A). Mientras que el control negativo que s6lo fue
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Figura 13. Patrén de tincion con carboxi-H,DCFDA en embriones silvestres vivos en diferentes etapas del
desarrollo. (A-E) Imagenes de embriones tefiidos con carboxi-H,DCFDA diluido en DMSO analizados por
microscopia de fluorescencia o confocal. (A-E) Imagenes del patron de tincion con carboxi-H,DCFDA
(verde) visualizadas por microscopia de fluorescencia. (A) Control negativo. Embrién a las 24 hrs incubado
en DMSO al 1%. (B) Embrion a las 24 hpf. (C) 10 somitas. (D) 14 somitas. (E) 18 somitas. (F-G) Imagenes
del patréon de tincion con carboxi-H,DCFDA visualizadas por microscopia confocal. (F) Luz transmitida. (G)
Proyeccion de maxima intensidad de serie de cortes del patron de tincion con carboxi-H,DCFDA (en escala
de grises). (H) Sobreposicion de (F) y (G), patréon de tincion con carboxi-H,DCFDA en verde. (c-e y g)
Imagenes a mayor aumento que permiten visualizar el patron de tincion en las somitas. Cabezas de flechas
blancas sefialan los mioseptos. Cabezas de flechas amarillas sefialan el miosepto horizontal. Barra de
escala=200 um.
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incubado con DMSO no se detectd fluorescencia (fig.14B).

Ademas, se realizd un andlisis cuantitativo que reveld que el aumento de la
intensidad de la sefial del DCFDA en los embriones deficientes de Racl en comparacion
con el control es estadisticamente significativo cuando se evalud por prueba de t-student
p<0.05 (Fig. 14F). La cuantificacion se realizd en dos regiones de interés que corresponden
a la region cefalica y en los miotomos.

Estos resultados muestran que la pérdida de funcion parcial de Racl induce un
aumento en la tincion con DCFDA, lo que indica de manera indirecta que hay un
incremento en la formacion de ERO. Por otro lado estos datos sugieren que Racl podria

tener un papel en la regulacion del estado oxidativo durante el desarrollo embrionario.
7. DISCUSION

En el presente trabajo encontramos evidencia de que la pérdida de funcion parcial

de Racl afecta el proceso de la morfogénesis de los miotomos.y provoca una disminucioén
de expresion de la selenoproteina Gpx4. La disminucién en Gpx4 podria tener
repercusiones en la formacion de ERO y en el balance redox en el embrion.

Usando morfolinos como herramienta para el estudio de la funcion de Racl durante
el desarrollo embrionario, observamos que la deficiencia de Racl provoca defectos en la
morfogénesis de los miotomos (fig. 1). Usando microscopia confocal y tinciones de actina
polimerizada se detectd que la pérdida de funcion parcial de Racl afecta la arquitectura del
citoesqueleto de actina depositado en los mitomos (fig. 2). En conjunto estas observaciones
sugieren que Racl podria estar involucrado en la diferenciacion y morfogénesis de los
miotomos durante el desarrollo embrionario.

Por otro lado, se validaron los resultados previos del analisis del transcriptoma de
embriones, ya que estos hallazgos correlacionan con los resultados obtenidos por
microarreglos en donde se observd que la pérdida de funcion de Racl disminuye la
expresion de gpx4a y gpx4b.

Al evaluar los niveles de expresion de Gpx4 en los miotomos de embriones
deficientes de Racl observamos una disminucion de la expresion de Gpx4 (fig. 11). De
manera alternativa esta disminucion de Gpx4 en embriones deficientes de Racl fue
corroborada por ensayos de westernblot (fig. 12).

Dadas la caracteristicas de Gpx4 como una enzima con funcidon antioxidante,
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Figura 14. Efecto de la pérdida de funcion de Racl sobre patrén de tincion de carboxi-H,DCFDA (DCF) a las
24 hrs. (A-E) Proyecciones de maxima intensidad por microscopia confocal de luz transmitida (LT), tincion
con DCF (en escala de grises) y la sobreposicion de ambos (LT, grises y DCF verde). Para visualizar el patron
de tincién con DCF en embriones inyectados con StdCtrIMO y rac/MO, los embriones fueron incubados con
DCF disuelto en DMSO al 1%. (A) Control positivo, embrion que sufrié dafio mecanico. (B) Control
negativo, embrion incubado en DMSO al 1%. (E) Codificacion en colores falsos del patron de tincion con
DCF presentado en (C y D), circulos amarillos que representan las regiones de interés para la cuantificacion
(a y b, region cefalica; b y d, miotomos). (F) Cuantificacion de las regiones de interés sefialadas en E. (*)
estadisticamente significativo p<0.05. Barra de escala=200 um.
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decidimos evaluar si la disminucion de la expresion de Gpx4 tenia un efecto sobre la
formaciéon de ERO usando tinciones con el colorante redox sensible DCF en embriones
vivos (fig. 13). Al analizar el efecto de la pérdida de funcidon de Racl sobre la formacion de
ERO se observé un incremento de la intensidad de la tincion de DCF en la region cefalica y
en los mioseptos verticales comparado con los controles (fig. 14). Indicando que la pérdida
de funcion de Racl provoca un incremento de ERO en los tejidos embrionarios.

En conjunto estos resultados, representan la primera evidencia de una relacion entre
la Rho GTPasa Racl y una enzima antioxidante (Gpx4) durante el desarrollo embrionario.
Sin embargo el mecanismo molecular por medio del cual Racl regula la expresion de
Gpx4 en el embrién permanece desconocido.

Para discutir los resultados obtenidos en el presente trabajo, en las siguientes
secciones se discutird primero y de manera independiente como Racl podria estar
participando en la diferenciacion muscular y la morfogénesis. En la segunda parte se
discutird la posible relacion entre los patrones de expresion de Gpx4 y de la formacion de
ERO en los miotomos del pez cebra. Finalmente, en la tercera parte se discutirad el posible
papel de Racl como regulador de la expresion de selenoproteinas y la modulacion del
estado redox en el desarrollo de los miotomos.

7.1. Racl participa en la diferenciacion muscular y en la morfogénesis de los
miotomos.

El pez cebra presenta una estructura muscular lateral segmentada que se compone
por miotomos separados por mioseptos. Los miotomos se organizan en un arreglo repetitivo
de “formas de cabezas flechas” que apuntan en direccion posterio-anterior (te Kronnie G
2000). Este arreglo particular de la musculatura es muy evidente en los embriones de pez
cebra desde la somitogenesis (a partir de las 18 hpf.) y se conserva hasta la etapa adulta
(Kimmel et al., 1995). En el caso del pez cebra adulto, la mayor parte de la musculatura se
compone por fibras de musculo esquelético.

Durante el desarrollo embrionario el musculo esquelético se genera a partir del
mesodermo paraxial a través de una serie de procesos celulares regulados que se pueden
resumir de manera general en tres pasos: 1) el compromiso de las células del mesodermo en
su diferenciacion como mioblastos (precursores musculares), 2) la diferenciacion terminal

de los mioblastos, acompafiada de una fusion célula-célula, y 3) ensamblaje de las
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miofibrillas contractiles compuestas por sarcomeros formados por miosina que se alternan
con filamentos de actina (Hinits and Hughes, 2007)

En nuestros experimentos, se observo que en los embriones deficientes de Racl
habia una disminucién o incluso la ausencia de contraccion muscular en la region caudal, la
cual ocurre de manera normal en los embriones control a las 24 hpf (Jurynec et al., 2008).

Ademas, observamos que en los embriones con pérdida de funcion parcial de Racl
los miotomos pierden la forma de cabeza de flecha y presentan una forma redondeada.

El hecho de que la pérdida parcial de Racl provoque cambios en la contraccion
muscular normal podria estar relacionado con los defectos en la arquitectura de los
miotomos donde ocurre la diferenciacion de las células musculares en los embriones. Los
aterior sugiere que probablemente Racl participa en el proceso de diferenciaciéon muscular
durante el desarrollo embrionario.

Con el objetivo de discutir las ideas que sugieren un papel de Racl en la formacion
de la estructura muscular a continuacidn se presentan los diferentes escenarios en los cuales
Racl podria estar involucrado durante el proceso de diferenciacion muscular.

7.1.1. Papel de Racl en la formacion de las somitas y su posible repercusion en
la morfogénesis de los miotomos.

Las somitas son estructuras embrionarias que se forman a partir del mesodermo
paraxial en un proceso denominado segmentacion. Durante la segmentacion la somitas se
forman por pares y se localizan a cada lado de la notocorda y del tubo neural a lo largo de
la extension de ambas estructuras (Stickney et al., 2000). El proceso de formacion de las
somitas ocurre por cambios en las propiedades de adhesion de las células del mesodermo
presomitico (MPS) que resultan en una transicion de tipo mesénquima-epitelio (TME) que
forma el epitelio que rodea a cada somita. El resultado final de esta TME es la
individualizaciéon de cada somita que consta de un mesénquima interno rodeado por un
epitelio (Duband et al., 1987).

En el caso del pollo, el proceso de la TME que ocurre durante la formacion de las
somitas estd regulado por las Rho GTPasas Racl y Cdc42. Usando formas dominantes
negativas y constitutivamente activas de Racl se ha observado que Racl participa en la
regulacion de la formacion del epitelio de las somitas (Nakaya et al., 2004). Cabe sefialar

que la participacion de las Rho GTPasas durante la formacion de las somitas en vertebrados
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ha sido poco explorada y su estudio se ha enfocado s6lo en embriones de pollo, por lo que
atn hay muchas preguntas sin responder.

En nuestros ensayos de pérdida de funcion parcial de Racl usando morfolinos,
observamos que los embriones deficientes de Racl presentan defectos en las somitas desde
su formacién, que se hacen mas evidentes posteriormente cuando se desarrollan en
miotomos. De acuerdo con lo reportado por Nakaya y col. cabe la posibilidad de que la
funcién de Racl durante la somitogenesis este conservada en los vertebrados incluyendo el
pez cebra.

A partir de esta hipotesis se podria sugerir que parte de los defectos que observamos
en la arquitectura alterada de los miotomos de los embriones deficientes de Racl, sea una
consecuencia de un defecto previo durante la formacion de la estructura de las somitas.

Si bien en nuestros ensayos no analizamos a detalle si las somitas de los embriones
deficientes de Racl presentaban defectos como los reportados previamente en pollos
(Nakaya et al., 2004). Seria interesante evaluar si la funcion de Racl durante la TME que
ocurre en la somitogenesis esta conservada en organismos vertebrados. Asimismo seria
interesante evaluar y comparar la funcion de Racl durante la somitogenesis usando el
morfolino contra Racl y la forma dominate negativa de Racl para estudiar la contribucion
de Racl a la TME y su efecto posterior en la formacién de los miotomos en embriones de
pez cebra.

7.1.2. Racl y su papel en la fusion de los mioblastos.

En el pez cebra, como en otros organismos la generacion del musculo esquelético
involucra la diferenciaciéon de los mioblastos a musculo esquelético. En particular, la
diferenciacion de los mioblastos involucra un proceso de fusion célula-célula que genera
paquetes de miofibras multinucleadas (miotubos) que le dan al musculo esquelético sus
propiedades (Rochlin et al., 2010). Estudios en Drosophila han llevado a la propuesta de
un modelo de coémo puede ocurrir la formacion de los miotubos por la fusion célula-célula
entre mioblastos. De manera general el proceso de fusion célula-célula involucra: 1) la
migracion de una de las células hacia la célula con la que se fusionard, 2) la localizacion de
moléculas involucradas en el reconocimiento entre ambas células en el sitio donde ocurrira
el primer contacto célula-célula , 3) localizacion de las proteinas que son parte fundamental

de la maquinaria de fusion en el sitio de la fusion de ambas células, 4) ruptura de las
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membranas en el sitio de fusion que genera la continuidad entre ambos citoplasmas, y
finalmente la adicion de un nicleo mas al miotubo en crecimiento. Este proceso de fusion
ocurre de manera iterativa hasta que el miotubo alcanza su tamafio final (Rochlin et al.,
2010).

Hay que senalar que a lo largo del proceso de fusion célula-célula de los mioblastos
involucra rearreglos del citoesqueleto de actina, de hecho la adhesion entre ambas células
induce una acumulacion de actina en el sitio donde se fusionaran ambas células que es
primordial para que ocurra la fusion célula-célula (Richardson et al., 2007). Ademas, se ha
demostrado que Racl es esencial para la reorganizacion del citoesquleto de actina en los
sitios de contacto donde se fusionaran los mioblastos (Haralalka et al., 2011). Y a su vez se
ha demostrado por estudios de pérdida de funcién de Racl realizados en Drosophila, pez
cebra y raton que la deficiencia de Rac1 afecta la fusion de los mioblastos (Luo et al., 1994;
Srinivas et al., 2007; Vasyutina et al., 2009). No obstante, en el caso del reporte realizado
en pez cebra, no se profundiza en el andlisis de la pérdida de funcidn parcial de Racl y sélo
se enfocan en caracterizar el efecto en la fusion de los mioblastos usando marcadores de
membrana (Srinivas et al., 2007).

En nuestros ensayos inicialmente analizamos la deposicion de actina polimerizada
en los embriones control a las 24 hpf. y se encontré una deposicion de actina en los
mioseptos y en fibras lineales que atraviesan de manera transversal cada miotomo que
coincide con lo previamente reportado (Mei et al., 2009; Sanger et al., 2009)

De forma interesante, en los embriones con pérdida de funcioén parcial de Racl
observamos defectos en la organizacion de las fibras de actina localizadas a lo largo de la
region caudal en estos embriones (fig. 2).

Esta observacion en si misma es muy interesante y posiblemente sea una
consecuencia del defecto en la fusion de los mioblastos que se sabe que ocurre en los
embriones deficientes de Racl.

Aunque nuestra hipdtesis sugiere que los defectos en la estructura de los filamentos
de actina es consecuencia de una alteracion en la fusion de los mioblastos por la deficiencia
de Racl, no descartamos la idea de que las alteraciones en el citoesqueleto de actina sea un
defecto independiente de la fusion de los mioblastos. Sin embargo seria conveniente

corroborar en nuestros ensayos de pérdida de funcidén parcial de Racl si la fusion de
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mioblastos y los cambios en la organizacion del citoesqueleto de actina ocurren de manera
simultanea o son eventos independientes.

7.1.3. Racl y la morfogenesis de los miotomos.

Los miotomos son estructuras embrionarias muy caracteristicas debido a su arreglo
y forma particulares (fig. 2). Sin embargo, el mecanismo responsable de modelar la forma
de los miotomos permanece desconocido. Se ha sugerido previamente que la generacion de
la forma de los mitomos esta relacionado con la diferenciacion de un tipo particular de
mioblastos denominados células pioneras musculares (Halpern et al., 1993).

Durante la diferenciacion del miotomo las primeras células en diferenciarse como
precursores musculares son las células pioneras musculares. Estas células migran
lateralmente desde el interior del miotomo (su localizacion inicial es adyacente a la
notocorda) hacia su destino final que se localiza en la parte mas lateral del miotomo en la
misma posicion donde se formard el miosepto horizontal (Stickney et al., 2000). La
especificacion de las células pioneras musculares es en respuesta a la sefializacion por
hedgehog (Hh) desde la notocorda (Lewis et al., 1999). Durante su migracion las células
pioneras musculares cambian de forma para generar un andamiaje para la elongacion de los
precursores musculares presentes en el miotomo (Henry et al., 2005). Ademds se ha
observado que la elongacion de las células pioneras musculares coincide con el cambio de
la forma del miotomo que inicialmente es redondeada y posteriormente toma la forma de
cabeza de flecha caracteristica de los miotomos a las 24 hpf. Sin embargo, hasta el
momento no se ha demostrado de forma puntual si las células pioneras musculares
participan en la morfogénesis del miotomo.

En los proyectos de mutagénesis a gran escala en pez cebra, se ha identificado un
grupo de mutantes distintivos por el fenotipo que presentan en los miotomos. Este grupo de
mutantes tienen en comun que los miotomos de los embriones pierden su forma de cabeza
de flecha y toman una morfologia rendondeada (van Eeden et al., 1996). A los mutantes
que presentan miotomos redondeados se les ha denominado como tipo “U”. Es interesante
mencionar que en los embriones mutantes tipo “U” y los mutantes sin notocorda (como boz
o ntl) tienen en comun que los embriones carecen de células pioneras musculares (van
Eeden et al., 1996). Estas observaciones llevaron a la propuesta de que la notocorda envia

sefiales que inducen la diferenciacion de las células pioneras musculares.
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Por otro lado, se identificd que dos de las mutantes tipo “U”, que codifican para los
genes shh y Gli2 son parte fundamental de la via de sefializacion de Hh. En estas mutantes
los embriones desarrollan notocordas pero no presentan células pioneras musculares
(Schauerte et al., 1998; Karlstrom et al., 1999). Estas evidencias sugieren que la mayoria de
los genes tipo “U” se requieren en la sefalizacion de Hh que es esencial para la
diferenciacion (Lewis et al 1999) y migracion de las células pioneras musculares (Daggett
et al., 2007; Yin and Solnica-Krezel, 2007).

En nuestros experimentos observamos que los miotomos en embriones deficientes
de Racl no presentan la forma de cabeza de flecha distintiva de estas estructuras
embrionarias, y por el contrario los mitomos presentan una forma mas redondeada (fig. 2)
que es similar a la morfologia que se observa en las mutantes tipo “U”. Estas observaciones
podrian sugerir que los embriones deficientes de Racl carecen de células pioneras
musculares al igual que en las mutantes tipo U probablemente por un defecto en la
diferenciacion de estas células.

Ademas dado que en los embriones deficientes de Racl tienen miotomos tipo “U” y
presentan notocordas, esto podria sugerir que en estos embriones la diferenciacion de las
células pioneras musculares probablemente este afectada a nivel de la sefializacion de Hh
como ocurre en las mutantes tipo “U”.

A partir de este hecho la hipdtesis que proponemos es que Racl participa en la
sefializacion por Hh para la diferenciacion de las células pioneras musculares en el
miotomo. Esta hipotesis se apoya en las evidencias mencionadas anteriormente y en un
reporte reciente en donde se muestra que la migracion de fibroblastos embrionarios de raton
depende de la activacion de Racl en respuesta a la sefializacion por Hh (Polizio et al.,
2011). Esta evidencia abre todo un panorama de preguntas relacionadas acerca de la
regulacion de Racl en respuesta a la activacion de la via de Hh en el desarrollo
embrionario, en particular en el proceso de diferenciacion de las células musculares
pioneras.

Finalmente, seria interesante analizar cual es el efecto de la pérdida de funcion
parcial de Racl en el proceso de diferenciacion de las células pioneras musculares usando
marcadores especificos para estas células. Ademas esta informacion seria relevante para la

elucidacion del proceso de morfogénesis de los miotomos que hasta el momento permanece
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desconocido.

7.2. Relacion entre el patron de la expresion de Gpx4 y la formacion de ERO en
los miotomos.

Las selenoproteinas son proteinas que participan en diversas funciones, una muy
importante es que funcionan como antioxidantes que mantienen la homeostasis del estado
redox celular. Sin embargo, poco se sabe acerca de la regulacion de la expresion de
selenoproteinas antioxidantes durante el desarrollo embrionario.

Recientemente se ha identificado la presencia de selenoproteinas que son
importantes por su funciéon antioxidante en diferentes procesos durante el desarrollo
embrionario. Por ejemplo, la seleneproteina W participa en la proteccion de las neuronas de
dafio por estrés oxidativo durante el desarrollo neuronal en ratas (Chung et al., 2009). Por
otro lado, se ha descrito que la selenoproteina N es importante para el desarrollo muscular y
su proteccion al dafio oxidativo (Deniziak et al., 2007; Jurynec et al., 2008; Arbogast et al.,
2009). En el caso de Gpx4, se ha descrito que participa durante la morfogénesis de las
extremidades embrionarias de ratoén delimitando las zonas de muerte celular activadas por
ROS durante la individualizacion de los digitos (Schnabel et al., 2006). En conjunto estas
evidencias sugieren que las selenoproteinas participan en modular el comportamiento
celular en respuesta a ERO durante el desarrollo embrionario.

En el presente trabajo encontramos que la selenoproteina Gpx4 se expresa en los
miotomos de embriones de pez cebra a las 24 hpf, principalmente en la parte central de
cada miotomo (fig. 10). Sin embargo hasta el momento se desconoce cual es el papel de
esta selenoproteina en los miotomos de pez cebra. Una posibilidad es que Gpx4 tenga una
funcion antioxidante en los precursores musculares localizados en el miotomo. Ya que se
sabe que la diferenciacion de los precursores musculares disminuye en presencia de altas
concentraciones de especies reactivas de oxigeno y a su vez se ha demostrado en cultivos in
vitro de mioblastos que la expresion de enzimas antioxidantes es inducible por el aumento
en la concentracion de ERO (Franco et al., 1999). Por otro lado, en estudios realizados in
vitro la contraccidon muscular promueve la formacion de ERO y en respuesta a este
incremento se promueve la expresion de antioxidantes (Jackson, 2008).

Otra observacion interesante es que la expresion de Gpx4 en los miotomos es mayor

en los miotomos mas anteriores en comparacion con los posteriores (figura 8B y 11B). Este
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hallazgo esté relacionado con el patron de diferenciacion de los miotomos que al igual que
la formacion de las somitas ocurre de forma anteroposterior (Stickney et al., 2000). En el
caso de las somitas, se ha reportado que las mas diferenciadas son las més anteriores, las
cuales tienen una tasa metabdlica y de formacion de especies reactivas de oxigeno mas alta
en comparacion con las somitas menos diferenciadas con una localizacion mas posterior
(Ozbudak et al., 2010). En este caso se puede especular que los miotomos mas
diferenciados y anteriores producen mas ROS y en respuesta hay una mayor expresion de
antioxidantes (incluyendo Gpx4) en comparacion con los miotomos menos diferenciados y
posteriores. Esto podria ser confirmado realizando un andlisis a mayor detalle de la
formacion y metabolismo de ERO en los miotomos de pez cebra.

En resumen, sumando las observaciones y evidencias presentadas anteriormente, se
propone que la Gpx4 es uno de los antioxidantes involucrados en el metabolismo de las
ERO en las células de los miotomos durante desarrollo de estas estructuras.

Ademas, es interesante que al analizar la sobreposicion de las iméagenes del patron
de expresion de Gpx4 y del patron de formacion de ERO observamos una relacion
complementaria entre ambos patrones (fig. 15). Se encontré que en las zonas donde se
expresa menos Gpx4 (mioseptos y zonas adyacentes) hay una sefnal de formaciéon de ERO
mas intensa. De manera contraria, en las regiones centrales de los miotomos donde hay una
alta expresion de Gpx4 aparentemente no hay sefial de ERO (fig. 15E).

Suponemos que la ausencia de ERO en la parte central de los miotomos se debe a la
expresion de antioxidantes incluyendo a Gpx4 que mantienen los niveles de ERO bajos.
Mientras que en los mioseptos hay mayor formacién/acumulacion de ERO debido a que
hay una menor expresion de antioxidantes.

Hasta el momento no hay informacion previa publicada acerca de la relacion entre
patrones de expresion de antioxidantes y su correlacion con patrones de formacion de ERO
durante el desarrollo embrionario del pez cebra, sin embargo esta formacion de patrones de
ERO delimitados por la expresion de antioxidantes ha sido descrita como un proceso
importante que ocurre durante la morfogénesis de la extremidad de raton (Schnabel et. al.
2006). Lo anterior sugiere que la relacion complementaria entre el patron de expresion de
Gpx4 y de la formacion de ERO podria tener un papel en el desarrollo de los miotomos en

el pez cebra, lo cual seria interesante explorar en el futuro.
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7.3. Racl regula la expresion de Gpx4 y su efecto en la formacion de especies de
oxigeno.

En el presente trabajo encontramos que la selenoproteina Gpx4 podria estar bajo la
regulacion de Racl, lo cual es interesante ya que hasta el momento se desconoce cual es el
mecanismo molecular que regula la expresion de Gpx4 durante el desarrollo embrionario,
en particular en el pez cebra.

Para validar el efecto de Racl sobre la expresion de Gpx4 usamos ensayos de
pérdida de funcion de Racl en embriones a las 24 hpf.

En estos ensayos encontramos una disminucién de la expresion de Gpx4 en los
embriones, esto es interesante ya que los resultados de microarreglos que muestran una
disminucion de los transcritos que codifican para Gpx4 fueron analizados en embriones a
las 6 hpf, mientras que los ensayos de pérdida de funcion parcial de Racl analizados en el
presente trabajo se detectd una disminucion de la proteina Gpx4 a las 24 hpf, lo que sugiere
que el efecto de la pérdida de funcion parcial Racl sobre la expresion de Gpx4 se mantiene
desde las 6 hpf hasta las 24 hpf. Los resultados anteriores nos llevaron a proponer que la
disminucion de Gpx4 asociada a la pérdida de funcion parcial de Racl tendria un efecto en
la formacion de ERO, por el hecho de que Gpx4 es una proteina con funcion antioxidante.

Al analizar la formacion de ERO en los embriones con pérdida de funcion parcial de
Racl se observé un incremento en la formaciéon de ERO en comparacion con los embriones
control (fig. 14). Esta observacion apoya nuestra hipotesis de que la disminucion de Gpx4
asociada a la pérdida de funcion parcial de Racl tiene un papel en el metabolismo de ERO
en el pez cebra. El incremento de ERO en los embriones deficientes de Racl ocurrié de
forma localizada en regiones similares que en los embriones control. Esto sugiere que Gpx4
es parte del sistema antioxidante expresado en los miotomos y la disminucion de Gpx4 es
suficiente para que se altere el balance redox.

Sumando los resultados del cambio de expresion de Gpx4 y de la formacién de
ERO, creemos que la disminucion de la expresion de Gpx4 en embriones deficientes de
Racl podria implicar una disminucion en la concentracion de antioxidantes y por ende una
disminucion en la eficiencia con que se metabolizan las ERO en las células del miotomo, lo
que tiene como consecuencia un aumento en la concentracion de ERO. Este hecho podria

ser explicado por tres hipdtesis: 1) la pérdida de funciéon parcial de Racl induce la
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Figura 15. Localizacion de nucleos, Gpx4 y ERO en embriones silvestres a las 24 hrs. (A-E) Cortes
opticos obtenidos por microscopia confocal de la sefial de nticleos (A, sytox green), Gpx4 (B,
anticuerpo anti Gpx4) y ERO (C, carboxi-H2DCFDA) de embriones a las 24 hrs. En D a F se
muestra la sobreposicion de dos sefiales y en G la sobreposicion de las tres sefiales . Las imagenes
A y B son en el mismo corte optico. C es un corte dptico adquirido en otra sesion de un embrion
diferente que A y B que fue alineado manualmente para la sobreposicion.
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disminucién tanto de Gpx4 asi como de otras enzimas antioxidantes que pueden ser
selenoproteinas y en respuesta hay un aumento de expresion de otros antioxidantes como
catalasas o superoxido dismutasas, sin embargo esta respuesta celular no es suficiente para
mantener los niveles normales de ERO. 2) la disminucién de Gpx4 no induce la expresion
de otros antioxidantes y los antioxidantes que se expresan de forma normal en los
miotomos no tienen la capacidad de reducir las ERO a los niveles normales. 3) Que el
aumento en la formacion de ERO asociado a la pérdida de funcioén parcial de Racl sea
independiente de la disminucién de Gpx4. En este caso, se ha observado que la pérdida de
funcion parcial de Racl en fibroblastos embrionarios de raton induce un aumento en las
ERO (Debidda et al., 2006). En ese trabajo se sugiere que la deficiencia de Racl induce la
expresion de Rac3 que también es una Rho GTPasa. Sin embargo hasta el momento se
desconoce cual es el mecanismo por el cual la sobreexpresion de Rac3 podria estar
induciendo un aumento en la produccion ERO.

Una posibilidad es que se ha descrito que Rac3 es capaz de activar la produccion de
superdxido por medio de NADPH oxidasas y de esta manera inducir la formacion de ERO
(Miyano et al., 2009). Seria interesante evaluar si en los embriones deficientes de Racl hay
una sobreexpresion de Rac3 y si este aumento en la expresion esta relacionado con el
aumento en la produccion de ERO en los embriones de pez cebra.

En resumen nuestros resultados sugieren que la expresion de Gpx4 podria ser
regulada por Racl. Sin embargo, de forma inmediata no podemos establecer cual podria ser
el mecanismo molecular o el nivel de regulacion de Racl sobre Gpx4, ya que hasta el
momento no hay reportes que demuestren puntualmente un regulacion directa o indirecta
entre ambas proteinas. Aunque este hecho no nos limita a especular que Racl podria
regular la expresion de Gpx4 basado en la literatura disponible. Por lo que a continuacion
se presentan dos posibles mecanismos mediante los cuales Racl podria regular la expresion
de Gpx4

1. Se sabe que la induccién de la expresion de genes que codifican para enzimas
antioxidantes depende de la activacion de diferentes vias de sefializacion sensibles a ERO
(como por ejemplo la via de las MAP cinasas o de NfkB) lo que promueve la expresion de
antioxidantes que protegen a la célula de dafio por ERO (Ji, 2007). En nuestro laboratorio

se tiene resultados por microarreglos que sugieren que Racl podria regular diferentes
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cascadas de sefializacion en particular la de las MAP cinasas, por lo que no se descarta que
Racl podria estar involucrada en alguna de las vias de sefializacion que activan la expresion
de antioxidantes y en particular de Gpx4. Este hecho hace relevante identificar los genes
que podrian estar siendo regulados por Racl y de esta forma elucidar cual es el mecanismo
de regulacion de Racl sobre la selenoproteina Gpx4.

2. Basados en la literatura disponible se ha reportado que en embriones de raton, la
expresion de Gpx4 puede ser modulada por Grsfl que es una proteina de union a ARNs
mensajeros la cual promueve la traduccion de los transcritos a los que se une (Ufer et al.,
2008). A su ves, se ha demostrado que la expresion de Grsfl disminuye notablemente en
embriones de raton nulos condicionales para f-catenina. Lo que sugiere que la expresion de
Grsfl esta bajo el control de f3-catenina (Lickert et al., 2005). Por otro lado, en los mismos
resultados del andlisis de expresion global en embriones de pez cebra con pérdida de
funcién parcial de Racl donde se detectd la disminucién de Gpx4, se encontrd que f3-
catenina disminuye su expresion en embriones deficientes de Racl (Salas-Vidal et al, en
preparacion). Ademas se sabe que Racl promueve la estabilizacion y traslocacion de [3-
catenina al nicleo donde activa la expresion de diferentes genes (Wu et al., 2008). Estas
evidencias nos llevan a proponer una via de sefializacion por la cual Racl podria estar
regulando la expresion de Gpx4 que se presenta en la figura 16A.

Finalmente sumando lo discutido en las secciones anteriores creemos que Racl
podria estar estar involucrado por un lado en el desarrollo muscular y por otro parte en la
expresion de antioxidantes como Gpx4 y la formacion de ERO, sin embargo no se descarta
que los efectos de la pérdida de funcion parcial de Racl estén relacionados.

Propronemos que en los embriones silvestres Racl participa en la regulacion de la
expresion de antioxidantes (como la selenoproteina Gpx4) que mantienen en homeostasis
los niveles de ERO en los miotomos (fig. 16A). Por otro lado cuando se induce la pérdida
de funcion parcial de Racl hay una disminucion de Gpx4 y un aumento en la formacion de
ERO, que puede ser consecuencia de la disminucion del antioxidante Gpx4 y/ o por una
sobreexpresion de Rac3 que en conjunto con la NADPH oxidasa contribuye a la formacion
y aumento de la concentracion de ERO en los miotomos (fig. 16B). A su vez el aumento en
la formacion de ERO altera la homeostasis en las células de los miotomos, lo que podria

estar relacionado con defectos en el desarrollo y diferenciaciéon muscular en los miotomos.
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Figura 16. Modelo donde se presenta la propuesta de la via de regulacion de Racl sobre la expresion de Gpx4
y su efecto en la formacion de ERO en embriones de pez cebra. En (A) se presenta la regulacion de Racl
sobre Gpx4 en embriones silvestres. En (B) se muestra el efecto de la pérdida de funcién de Racl en el
modelo de regulacién de Racl sobre Gpx4. Las letras en gris indican una disminucion de la expresion de los
componentes involucrados en la via de sefializacion por le efecto de la inyeccion del racIMO. Las lineas con
trazo s6lido indican que hay evidencia reportada durante el desarrollo embrionario relacionada a las vias
seflaladas. Las lineas punteadas indican que se desconce si las vias sefialadas ocurren in vivo durante el
desarrollo embrionario.

55



8. CONCLUSIONES

1. En los embriones deficientes de Racl a las 24 hpf. se observaron defectos morfologicos,
de forma particular se detectaron alteraciones en la forma de los miotomos y en la
organizacion del citoesqueleto de actina presente en estas estructuras.

2. Se detectd una disminucion en la expresion de la selenoproteina Gpx4 en los embriones
con pérdida de funcidn parcial de Racl a las 24hrs, lo que sugiere una regulacion de la
expresion de Gpx4 por Racl.

3. Adicionalmente, se observo un aumento en la formacion de ERO en los embriones con

pérdida de funcion parcial de Racl a las 24 hrs.

9. PERSPECTIVAS.

1. Realizar los ensayos de rescate del fenotipo asociado a la pérdida de funcion parcial de
Racl inyectando los mensajeros de racl y gpx4. Esto con el proposito de evaluar la
especificidad de los efectos en el desarrollo asociado a la pérdida de funcion parcial de
Racl .

2. Evaluar el efecto de la pérdida de funcion parcial de Racl sobre los niveles de expresion
de las selenoproteinas gpx1b, gpx4a, gpx4b y sps2 por PCR cuantitativo para validar los
resultados obtenidos por microarreglos. Estos resultados nos daran mas evidencia acerca
del nivel de regulacion de Racl sobre estas proteinas.

3. Identificar si existe una relacion regulatoria entre Racl y la selenoproteina Gpx4 y a su
vez analizar las posibles vias de sefializacion por las cuales Racl podria estar regulando a la
selenoproteina Gpx4.

4. Evaluar cual es el mecanismo por el cual la pérdida de funcién parcial de Racl induce un
aumento en la produccion de ERO en embriones de pez cebra.

5. Evaluar cual es el papel de las ERO en el desarrollo embrionario del pez cebra y en
particular en la morfogénesis de los miotomos.

6. Analizar el efecto de la pérdida de funcidn parcial de Racl en la activacion de la via de
Hedgehog durante la diferenciacion de las células pioneras musculares.

7. Analizar el efecto de la pérdida de funcién parcial de Racl en la expression de Rac3 y su

repercusion en la formacion de ERO.
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