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“Nuestro miedo mas profundo no es que seamos inadecuados. Nuestro miedo mas profundo es
que seamos poderosos inconmensurablemente. Es nuestra luz no nuestra oscuridad la que nos
asusta. Nos preguntamos: ¢ quién soy yo para ser brillante, hermoso, talentoso, fabuloso? Pero
en realidad, ¢ quién eres para no serlo?” ... “Y al dejar que nuestra luz brille, inconscientemente le
damos permiso al resto de la gente a hacer lo mismo. Al ser liberados de nuestro propio miedo,

nuestra presencia automaticamente libera a otros”.

Nuestro Miedo Mas Profundo

~Marianne Williamso~
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RESUMEN

El folato es una vitamina esencial que ingresa a las células a través de sus transportadores FOLR1
y RFC1. Luego, es metabolizado hasta S-adenosilmetionina (SAM) y actia como donador universal
para la metilacion del ARN, ADN y proteinas — principales mecanismos epigenéticos. La deficiencia
materna de esta vitamina ocasiona serios defectos en el desarrollo neural y de la cresta neural
fetal, sin embargo, hasta el momento se desconocen los mecanismos moleculares subyacentes a
dichos defectos. La presente tesis se divide en tres capitulos en donde indagamos el efecto de la
deficiencia de folato en: 1- la especificacion de la cresta neural; 2- la induccion del borde de la

placa neural; y 3- la herencia paterna intergeneracional.

1- En el primer capitulo, utilizando embriones de pollo, demostramos que la pérdida de funcién de los
transportadores de folato FolR1 y Rfc1 reduce la metilacién del ADN e histona H3, expandiéndose
ectopicamente la expresion del marcador neural Sox2 a expensas del territorio de la cresta neural.
Este cambio de destino ocurre como consecuencia de una disminucion en los niveles de metilacién
en el locus Sox2 en la cresta neural. Estos cambios moleculares y celulares ocasionaron un
desarrollo anormal de estructuras orofaciales.

2- En el segundo capitulo, demostramos que el borde de la placa neural (BPN), lugar en donde se
originan principalmente las células de la cresta neural y de las placodas sensoriales, posee un
perfil distintivo de trasportadores de folato, metilasas y demetilasas de ADN, asi como también de
las marcas epigenéticas 5mC y 5hmC. El analisis de metilaciéon por bisulfito ante la pérdida de
funcion del principal transportador de folato presente en este territorio, Rfc1, demostré generar
regiones diferencialmente metiladas (RDM) en el locus de Notch1, siendo este uno de los genes
principalmente involucrado en la segregacion territorial del BPN de los tejidos colindantes. Esto
generd una expansion ectépica de la expresion de Notch1, y su blanco funcional Bmp4, lo cual
ocasion6 un aumento en la potencialidad de estos progenitores presentes en el BPN.

3- En el tercer capitulo, evaluamos el efecto de la exposicion de peces machos adultos (Oryzias

latipes) al inhibidor de folato metotrexato (MTX) y su efecto en el desarrollo de la descendencia.
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Nuestros resultados demostraron que la descendencia presentaba defectos craneofaciales, asi
como también encontramos un aumento en mitades 5’ de ciertos tRNAs espermaticos y de
modificacion 5mC presentes en dichos ARNs. Finalmente, pudimos demostrar que la sola
inyeccion cigoticas de los ARNs espermaticos alterados ante el tratamiento con MTX era capaz de
recapitular parcialmente los fenotipos craneofaciales observados en la descendencia.

En conjunto, demostramos la importancia que tiene el folato a nivel intra- e intergeneracional
durante el desarrollo embrionario.

PALABRAS CLAVES: folato, epigenética, cresta neural, metotrexato, fragmentos derivados

de tRNAs (tsRNAs)
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ABSTRACT

Folate is an essential vitamin that is uptaken by cells via folate transporters FOLR1 and RFC1.

Then, it is metabolized until S-adenosylmethionine (SAM) and acts as a universal donor for DNA,

RNA, and protein methylation — main epigenetic mechanisms. Maternal folate deficiency generates

severe defects on the fetal development of neural and neural crest, however, there are not

molecular mechanisms that are linked to those defects. This thesis is divided into three chapters,
and we look into the effects of folate deficiency on: 1.- neural crest specification; 2.- neural plate
border induction; and 3.- intergenerational paternal inheritance.

1- In the first chapter, by using chick embryos, we demonstrated that the loss of function of folate
transporters FolR1 and Rfc1 reduces DNA and histone H3 methylation, and ectopically expands
the neural marker Sox2 to the detriment of the neural crest territory in chicken. This change in
cellular fate is due to a reduction of methylation levels at Sox2 locus in neural crest. These
molecular and cellular changes led to an abnormal development of orofacial structures.

2- In the second chapter, we demonstrated that the neural plate border (NPB), region where neural
crest and sensory placodes cells arise from, has distinguishing profile for folate transporters,
DNA methylases and demethylases, as well as for the epigenetic marks 5mC and 5hmC.
Methylation analysis by bisulfite after loss of function of the folate transporter that is expressed
in this territory, Rfc1, generated differentially methylated regions (DMRs) at the Notch1 locus,
one of the main genes that is involved in territorial segregation of adjacent tissues to NPB. This
led to an ectopic expansion of Notch1 expression, and its functional target Bmp4, which
increases the potency of these progenitors in the NPB.

3- In the third chapter, we evaluated the effect of adult male fish exposure (Oryzias latipes) to a
folate inhibitor methotrexate (MTX) and its effect on offspring’s development. Our results
demonstrated that the offspring developed craniofacial defects, as well as we also found an

increase of 5" halves of specific spermatic tRNAs, and 5mC modification at those ARNs. Finally,

10
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we could demonstrate that the zygote injection of spermatic RNAs which are altered by MTX

treatment is able to partially recapitulate the observed craniofacial phenotypes on the offspring.
In conclusion, we have demonstrated the importance of folate at intra- and intergenerational
levels during embryonic development.

KEYWORDS: folate, epigenetics, neural crest, methotrexate, tRNAs-derived fragments

(tsRNAs)

11
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l.-INTRODUCCION GENERAL

El folato — y su forma sintética, el acido félico - es una vitamina hidrosoluble esencial
para los vertebrados que es obtenida a partir de la dieta '. Esta vitamina se encuentra en
el sistema circulatorio en forma de 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHF) e ingresa
(principalmente) a las células por medio del receptor de membrana FOLR1 (alta afinidad)
y el transportador RFC1 (baja afinidad, responsable de la mayor parte de transporte a
través de la membrana) 2#. La deficiencia de esta vitamina durante el desarrollo
embrionario temprano conlleva a severos defectos en la formacion del tubo neural (como
espina bifida, anencefalia, microcefalia) y diversas neurocristopatias (como defectos
craneofaciales) 5!, los cuales se originan por la alteracion del epitelio neural y de las
células de la cresta neural >-8, respectivamente.

El tubo neural y la cresta neural son dos estructuras formadas a partir de progenitores
ectodérmicos durante etapas muy tempranas del desarrollo embrionario. La formacion del
tubo neural se da mediante el proceso de neurulacién, el cual inicia con la induccion de la
placa neural a través de la inhibicion de sefiales inductoras de la epidermis como los BMPs
(Bone Morphogenetic Protein, siglas en inglés) ' y la expresion de FGFs (Fibroblast
Growth Factor, siglas en inglés). Posteriormente, se produce la elevacion de los bordes
laterales de la placa neural los cuales se mueven hacia la linea media para finalmente
fusionarse y formar el tubo neural 34 El desarrollo del tubo neural culmina con la
formacion del Sistema Nervioso Central y la medula espinal. Por otro lado, la cresta neural
es una poblacion transitoria de células multipotentes que se origina entre la placa neural y
el ectodermo no-neural, en el borde de la placa neural. El desarrollo de la cresta neural
comienza durante la gastrulacion con el proceso de induccion del borde de la placa neural

a través de un gradiente de morfégenos tales como WNTs (Wingless-INT, siglas en inglés),

12
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BMPs, y FGF provenientes tanto de las regiones laterales y de la region media del embrion
5. Posteriormente, estas células se especifican mediante la expresién de factores
especificadores como Tfap2a, Pax3/7, Msx1 ubicandose finalmente en la parte dorsal del
tubo neural desde donde delaminaran y migraran largas distancias hasta alcanzar su
destino, en donde se diferenciaran 1617, Es importante destacar que las células de la cresta
neural originan la mayoria de los huesos y cartilagos craneofaciales, células neuronales y
gliales del sistema nervioso periférico, células medulares de la glandula suprarrenal y los
melanocitos '®'°, por lo que la comprensién de los procesos moleculares que regulan su
formacion puede permitir un adecuado entendimiento de los defectos asociados a sus
derivados celulares y estructurarles.

Por otro lado, el 5-MTHF es utilizado para la sintesis de purinas y S-
adenosilmetionina (SAM), este ultimo sirve como sustrato para la metilacion del ADN, ARN
y proteinas ?°. Las metilaciones de &acidos nucleicos e histonas son importantes
mecanismos epigenéticos que regulan el desarrollo embrionario temprano mediante la
regulacion de la expresidon génica. En particular, diversos trabajos han demostrado que
estos mecanismos son importantes para el desarrollo neural 2'2? y de la cresta neural 23~
%6 Es interesante mencionar que durante el desarrollo embrionario la metilacion y
demetilacion del ADN juegan un rol importante, y los cambios en sus distribuciones
permiten a las células progenitoras adquirir destinos celulares especificos 2730, Dichos
cambios en la metilacién son generados por las metiltransferasas de ADN (Dnmts, DNA
MethylTransferases — siglas en inglés) y las demetilasas del ADN (Tets, Ten-Eleven
Translocation — siglas en inglés) 3!, sugiriendo que durante etapas tempranas existe una
dinamica en los procesos de metilacién/demetilacion del ADN y que cualquier perturbacion
en dicha dinamica podria generar efectos adversos en desarrollo embrionario. A pesar de

todos estos estudios, hasta el momento no existen trabajos que aborden la mecanistica

13
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molecular, principalmente a nivel epigenético, de los cambios ocasionados por la
deficiencia de acido folico y su rol sobre el desarrollo del tubo neural y de las células de la
cresta neural. En este contexto, los capitulos 1y 2 de esta tesis trataron de ahondar sobre
estos interrogantes.

Durante décadas, la mayoria de los estudios se han focalizado en comprender y
relacionar como la deficiencia materna de folato, o el uso de medicamentos anti folato
como el metotrexato (MTX), pueden generar defectos en el normal desarrollo del feto 3%~
35_Sin embargo, también existen este tipo de asociaciones en la herencia paterna, aunque
hasta el momento los estudios son sélo correlaciones y la posible mecanistica molecular
no habia sido indagada 3¢%". En la Ultima década se han incrementado el nimero de
evidencias — desde gusanos hasta mamiferos- mostrando que la exposicion paterna a
diversos estresores ambientales puede influenciar el desarrollo, el comportamiento y/o el
metabolismo de la descendencia a través de mecanismos epigenéticos vy
epitranscriptomicos 3839, El fenotipo paterno generado por una exposicion a diferentes
dietas 40-44 o estrés 44 puede ser heredado de una manera no Mendeliana, demostrando
que las experiencias paternas pueden ser memorizadas en el esperma como informacion
epigenética 450, Sin embargo, tanto el cigoto como las células germinales sufren en gran
medida un proceso de reprogramacion epigenética °' planteando la idea de la existencia
de otras moléculas capaces de trasmitir la informacion a través del esperma. En ese
sentido, los ARNs pequefios no codificantes (sncRNAs) escapan el proceso de
reprogramacion °?, siendo estos también capaces de regular la metilacion del ADN, la
modificacién de histonas y la transcripcion/traduccion en el embrion en desarrollo 53,
Dentro de las diferentes poblaciones de sncRNAs, los microARNs (miRNAs, siglas en
inglés) y los fragmentos derivados de tRNAs (tsRNAs, siglas en inglés) han mostrado tener

un potencial en la transmision de experiencias paternas 40475457 Adicionalmente, los

14
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sncRNAs se caracterizan por poseer un gran numero de modificaciones
postranscripcionales 586", siendo la metilacion una de las marcas mas asociadas con la
biogénesis, estabilidad y funcionalidad de estos °6:6263 En relacidn con ello, se ha visto
que el estrés producido en los padres puede alterar el nivel de modificaciones
postranscripcionales 546 sugiriendo un posible vinculo entre la metilacion de los sncRNAs
(epitranscriptoma) y la transmisién de experiencias paternas hacia la descendencia. En
este contexto, el capitulo 3 de esta tesis se centrara en evaluar el rol de la exposicion
paterna a MTX y su rol en los cambios trascriptomicos y epitranscriptomicos de sncRNAs

espermaticos y las consecuencias de dichos cambios en el desarrollo de la descendencia.

15
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II.- CAPITULO I: ROL DEL FOLATO EN EL CONTROL
EPIGENETICO DE LA ESPECIFICACION DE LAS CELULAS DE
LA CRESTA NEURAL

2.1.- Marco Teorico

2.1.1 Cresta Neural

La cresta neural es una poblacion transitoria de células multipotentes que se origina
a partir del borde de la placa neural y tiene un rol central en el desarrollo embrionario de
los vertebrados (Fig. 1). La cresta neural es considerada uno de los tejidos mas
fascinantes presentes en vertebrados debido a su potencial para generar derivados tanto
mesodermales como ectodermales, y por este motivo algunos autores la consideran la
cuarta capa germinal '°. Ademas, dado que la mayoria de las caracteristicas distintivas de
los vertebrados son derivadas de la cresta neural, estas células tienen importantes
implicancias en la evolucidn de los deuteréstomos y, por lo tanto, se consideran una
sinapomorfia de los vertebrados 4.

La cresta neural fue identificada por primera vez en 1868 por Wilhem His ®° al estudiar
embriones de pollo, se le describié como una curvatura media que rodeaba la placa neural
en estadios tempranos del desarrollo y denominandola un corddn o hilo medio entre el tubo
neural y la epidermis. La cresta neural se desarrolla a lo largo del eje anteroposterior, lo
que influye en sus capacidades de diferenciacion en los diferentes linajes celulares que se
originan a partir de estas. De manera general, la cresta neural esta agrupada en craneal
(cefélica), cardiaca, troncal y sacral de acuerdo con su posicionamiento en el eje
anteroposterior del embrion 8. La formacion de la cresta neural es un proceso progresivo
que envuelve la interaccion combinada de vias de senalizacion y factores de transcripcion.

Este proceso de formacion esta conformado por 4 etapas importantes '666-69: induccion,

16
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especificacion, migracién y diferenciacion. El proceso de induccion comienza entre el final
de la gastrulacién y el inicio de la neurulacion, el cual involucra la interaccion de diferentes
gradientes de morfégenos, tales como BMPs, WNTs, FGFs los cuales se generan a partir
de tejidos circundantes 56571 Este proceso de induccién esta altamente vinculado con el
desarrollo neural en el cual la activaciéon de diferentes redes regulatorias permite un
adecuado control de cada proceso. Entre los diferentes genes involucrados en dichas
redes, el primer y definitivo marcador de la placa neural es el factor de transcripciéon Sox2
7273 Este factor cumple multiples funciones durante el desarrollo de vertebrados, en donde
ademas de ser uno de los factores de pluripotencia y de auto-renovacién 7476, esta
encargado de especificar las células madre embrionarias hacia un destino de neuro-
ectodérmico ’’. El proceso de induccion es relatado con mayor detalle en el capitulo 2.

De manera general, durante el proceso de induccién la presencia de los antagonistas
de BMP como Cerberus, Noggin, Chordin y Follistatin - expresados desde la placa neural
2 — permiten que el morfégeno BMP alcance niveles intermedios en la futura zona del
borde de la placa neural al contrarrestar los niveles altos de BMP provenientes del
ectodermo no neural #’. Estos niveles intermedios de BMP crean una zona de competencia
que promueve la induccién de la cresta neural bajo la influencia de las sefalizaciones WNT
y FGF 7879 Esta regulacion negativa de BMP esta mediada por la sefializacion FGF la cual
regula positivamente a los inhibidores de BMP y negativamente a sus ligandos . Las
interacciones de estas sefales definen el territorio de progenitores ectodérmicos que dara
lugar a la formacion del borde de la placa neural como consecuencia de la activacion de
un conjunto distintivo de factores de transcripcidn conocidos como “genes especificadores
del borde de la placa neural” tales como: Tfap2a, Msx1, Zic1, Gbx2, Pax3/7, DIx5/6,

Gata2/3, Foxi1/2 y Hairy2 17-66.80,
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El proceso de induccion se da juntamente con los eventos iniciales de la formacién
del tubo neural el cual es un proceso critico en el desarrollo embrionario de vertebrados
que involucra aspectos genéticos, morfogenéticos, epigenético, mecanicos y ambientales
81-83 El desarrollo del tubo neural ocurre mediante el proceso conocido como neurulacion;
este proceso se divide en dos tipos: neurulacion primaria y neurulacion secundaria 8. La
neurulacion primaria es un proceso altamente conservado entre los vertebrados '485-8% y
ocurre en 4 etapas: formacion de la placa neural, moldeado de la placa neural, flexion de
la placa neural para formar el canal neural y cierre del canal neural para formar el tubo
neural '>-14%0 | a induccion de la cresta neural se da durante la formacién y moldeado de
la placa neural, e inicios del plegamiento de esta misma. Poco después de haberse
formado la placa neural, las células de esta regién y del borde de la placa comienzan a
alargarse adoptando una forma columnar y se elevan iniciando la etapa de flexion. Durante
la etapa de flexion, el borde de la placa neural forma los pliegues neurales y comienza a
expresar los genes especificadores de la cresta neural iniciando la especificacion.

La especificacion de las células de la cresta neural comienza cuando las células
mas dorsales del pliegue neural expresan los “genes especificadores de la cresta neural”
tales como: SoxE, FoxD3, Snai1/2, Twist, Tfap2, 1d3, cMyc, cMyb, Est1 768 Tipicamente,
estos genes son expresados en los progenitores de la cresta neural antes que inicien su
migracion y su expresion es mantenida o eliminada a medida que la migracion progresa
91 La expresion de estos genes es regulada por los propios especificadores del borde de
la placa neural generando una compleja red regulatoria, la cual garantiza la plasticidad
celular de este grupo de células %%, Los especificadores de la cresta neural pueden
dividirse en dos grandes grupos: tardios y tempranos %. El primer grupo actia para

mantener la capacidad pluripotente de estas células (Tfap2a, cMyb, cMyc, 1d3, Sox10),
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mientras que el segundo grupo es requerido para iniciar el programa de transicion epitelio-
mesénquima y posterior migracion (Est1, Foxd3, Snail2, Sox9, Sox10). El proceso de
especificacion se da a lo largo de las ultimas etapas de formacion del tubo neural e
involucra: la elevacién de los pliegues neurales, la formacion del canal neural y el cierre
del canal neural para dar lugar a la formacion del tubo neural 81:8490.95-98 ' A medida que se
da la expresion de los especificadores de la cresta neural, las células de la linea media de
la placa neural reducen su altura, se anclan a la notocorda, denominandose células del
punto medio de bisagra (MHP, del inglés: medial hinge point) %%, y forman un surco en la
linea media dorsal. Posteriormente, se forman dos nuevos puntos de bisagra en la region
mas lateral de la placa neural [puntos de bisagra dorsolaterales, DLHP (del inglés:
dorsolateral hinge point)], permitiendo que los pliegues neurales se acerquen hacia la linea
media dorsal y formen el canal neural. El final de la especificacion de la cresta neural se
da cuando las células de los pliegues neurales se adhieren entre si y se fusionan
generando el tubo neural . En el caso de la neurulacién secundaria, esta involucra la
condensacion de las células mesenquimaticas para formar un cordéon medular el cual
sufrira ahuecamiento y formara el tubo neural. En ranas y pollos, la neurulacion secundaria
se produce en las vértebras lumbares y la cola °%'%°, La incorrecta formacion del tubo
neural conlleva a la formacion de anomalias congénitas que en conjunto se conocen como
defectos del tubo neural (DTN) 82101 Estos defectos son malformaciones congénitas que
poseen una alta frecuencia (1 de 1000 embarazos) a nivel mundial siendo la principal
fuente de muerte en los recién nacidos; entre las afecciones mas comunes estan la
anencefalia, el mielomeningocele, y la espina bifida 2.

Una vez especificadas, y al final del proceso de neurulacion, las células de la cresta
neural comenzaran el proceso de delaminacion (desde el tubo neural) para iniciar la

migracioén e invadir distintas regiones del embridon. Este proceso de delaminacion se da
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mediante una transicion epitelio-mesénquima (TEM), la cual conlleva una serie de
alteraciones moleculares y celulares que finalizan con cambios en la adhesividad celular.
Estos cambios involucran la disolucién de uniones adherentes y de la membrana basal,
cambios en la organizacion del citoesqueleto y en las cadherinas que expresan 6193, Esto
permite que las mismas se despeguen unas de otras e inicien la delaminacion y dispersion
celular adquiriendo caracteristicas mesenquimaticas. La induccion de la delaminacién y
migracion de la cresta neural esta mediada principalmente por la expresion del gen
Snail/Slug, el cual se regula de diferentes maneras en la region cefélica y troncal '%. En
embriones de pollo, la activacion conjunta de Snail/Slug, Foxd3, Sox9 y Sox10 modulan
las uniones célula-célula (cambio de cadherinas e integrinas), la supervivencia e identidad
de la cresta neural '%. En la region cefalica, la activacion de este grupo de genes esta
mediada por Ets1, Sox9, cMyc asi como por la presencia del supresor de tumor p53;
mientras que en la region troncal, la activaciéon esta mediada por la sefalizacion BMP/Wnt
(Bmp4, Wnt1, Msx1y cMyb) que promovera la activaciéon de Snail2, Foxd3 y miembros de
la familia SoxE 104-106

La migracion de las células de la cresta neural requiere tanto la interaccion entre ellas
mismas como con los tejidos circundantes, la cual se da través de mecanismos fisicos,
quimicos o moleculares. En relacion con las interacciones propias, las células de la cresta
neural estan sometidas a fuerzas de inhibicion por contacto (CIL, del inglés contact
inhibition of locomotion) y a la coatraccién (CoA), las cuales tienen efectos opuestos y
permiten que las células se mantengan juntas y que migren en una misma direccion 107~
199, Por otro lado, la interaccién de la cresta neural y los tejidos circundantes se da
principalmente mediante receptores y ligandos tipo efrinas, endotelina, factores tipo Hox o

reguladores de BMP, los cuales definen las rutas de migracién 04110,
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Una vez que las células de la cresta neural llegan a su destino comienza el proceso
de diferenciacion, el cual esta mediado por redes regulatorias que activan diferentes
circuitos en subpoblaciones de las células migratorias. Estos circuitos estan centrados
alrededor de factores de transcripcién capaces de activar una bateria de genes linaje-
especificos. La activacion de estos depende de la capacidad intrinseca de las
subpoblaciones de células de la cresta neural (craneal, vagal, troncal o sacral) y de las
sefiales del microambiente, y en particular de los tejidos circundantes 111114 | g
diferenciacion de las células de la cresta neural esta directamente vinculada con su
posicionamiento anteroposterior. Las células craneales ingresaran a los arcos faringeos y
daran lugar a mesénquima craneofacial que se diferenciara en cartilago, hueso, neuronas
craneales, glia y tejido conectivo de la cara. Asi mismo, estas células daran origen a las
células del timo, odontoblastos y huesos del oido medio y de la mandibula 6%90.111,114-116_
La cresta neural vagal o cardiaca, localizada entre la craneal y troncal, tiene la capacidad
de generar, melanocitos, neuronas y cartilago. Ademas, estas células generan la totalidad
de tejido conectivo-muscular de la pared de las grandes arterias que se originan desde el
corazon, asi como también al tabique (septum) que separa la circulacion pulmonar de la
arterial 117118 Las células de la cresta neural del tronco generaran los ganglios de la raiz
dorsal que contienen células sensoriales, los ganglios simpaticos, la médula suprarrenal,
los grupos de neuronas que rodean la aorta y los melanocitos ''°. Finalmente, la cresta
neural sacral generara los ganglios parasimpaticos (entéricos) .

Teniendo en cuenta la amplia contribucién de la cresta neural hacia diferentes tipos
celulares a lo largo de cuerpo, un gran numero de enfermedades humanas han sido
asociadas con un inadecuado desarrollo y/o diferenciacion de la cresta neural.
Colectivamente, estas enfermedades y sindromes son conocidas como neurocristopatias

las cuales se pueden clasificar en tres grandes grupos dependiendo de si los fallos ocurren
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durante la especificacion, migracion o diferenciacion (revisado por Noak and Trainor 120)
11,121 Entre las enfermedades generadas por fallos en la especificacion se puede
mencionar al sindrome de Treacher Collins, anemia de Diamond Blackfan y el Sindrome
de Miller, los cuales presentan malformaciones craneofaciales tales como fisuras
orofaciales '%2. En relacion con la migracion, se pueden mencionar el Piebaldismo (falta de
pigmentacion de la piel), la enfermedad de Hirschprung (fallas en la inervacion del tracto
digestivo), el Sindrome de Waardenburg y canceres metastaticos como neuroblastoma y
melanoma, siendo este ultimo uno de los canceres mas agresivos y con una alta tasa de
mortalidad 23724, Finalmente, en relacion con el proceso de diferenciacion se puede
mencionar al albinismo oculocutaneo (falla en diferenciacion de melanocitos) y la
craneosinostosis (fusién prematura de las suturas craneales). Entre las diferentes
neurocristopatias, las malformaciones craneofaciales son un fenotipo recurrente que
incluye la fisura del paladar o del labio, y al mismo tiempo abarcan la tercera parte de los

defectos congénitos del nacimiento adquiriendo una gran relevancia clinica 8125,

2.1.2 Folato y defectos congénitos

El folato o vitamina B9 - y su forma sintética, el acido félico- es una vitamina esencial
para los humanos que es obtenida a través de la dieta por la ingesta de verduras de hojas
verdes, legumbres y citricos %6 . El folato es crucial para la vida como un componente para
reacciones bioquimicas esenciales como la sintesis de novo de ADN, ARN, produccién de
aminoacidos y la sintesis del donador de grupos metilo S-adenosil metionina (SAM) 127.128,
Para poder ejercer estas funciones, el folato entra en el ciclo de un carbdén el cual conecta
el ciclo del folato con el ciclo de la metionina (Fig. 2). Durante el ciclo de un carbon, el

folato (5-metiltetrahidrofolato 5-MTHF, forma activa del folato) transfiere su grupo metilo a
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la homocisteina para generar metionina. Esta reaccion es mediada por la accion de la
enzima metionina sintasa (MS: del inglés Methionine Synthetase) y de su coenzima
cobalamina (derivada de B12). Posteriormente, la metionina es convertida en SAM por la
metionina S adenosiltransferasa (MAT, del inglés Methionine S-AdenosylTransferase) y
sera utilizado para la metilacion de diferentes moléculas dentro de la célula '2%13°, Una vez
que se transfiere el grupo metilo, el SAM se convierte en S-adenosil-homocisteina (SAH,
del inglés S-AdenosylHomocystein) el cual inhibe posteriores reacciones de metilacion. El
radio SAM/SAH es un indicador del potencial de metilacion, donde bajos radios indican un

reducido potencial de metilacion 3.

_ Sintesis de Ciclo del folato Ciclo de la Epigenética
acidos nucleicos metionina

Acido félico

\ DHFR
THF Metionina
M{ Metilacion

ARN’«— Purinas ¢=—— 10- Formil

ADN THF . I -
ARN
MS
Proteinas
SAH
5,10 - ) - /
1 -MetilTHF
ADN <— dTMP 4  MetilenTHF 5'\"3‘1" H Homocisteina
MTHFR
Folato - B9

(dieta)

Fig. 2.- Ciclo del folato. Representacion esquematica de la interconexion entre el ciclo del folato, de la metionina
la sintesis de acidos nucleicos y la epigenética. El acido folico necesita ser reducido por la DHFR para ingresar
en el ciclo del folato mientras que el folato de la dieta si lo hace. DHFR: dihidrofolato reductasa, MTHFR: metilen
tetrahidrofolato reductasa, MS: metionina sintasa, MAT: Metionina S-Adenosiltransferasa. Adaptado de Alam et
al 2020 128
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El folato posee diferentes formas las cuales son denominadas derivados del folato o
folatos, entre ellas se puede mencionar al 5-MTHF, el acido félico y el acido folinico 128132,
El 5-MTHF es la principal forma del folato en la dieta y representa la forma fisioldgica
predominante que es encontrada en la sangre y el cordén umbilical, y la disponibilidad de
esta molécula contribuye altamente a la conversién de metionina a SAM 20132, Por otro
lado, el acido folico es un compuesto sintético el cual es administrado como un suplemento
dietético y su metabolismo requiere de una reduccién inicial (en el higado) por la enzima
dihidrofolato reductasa (DHFR, Dihydrofolate reductase) hasta dihidrofolato vy
posteriormente a 5-MTHF 20133 En relacion con el acido folinico (Leucovorin), esta es una
molécula sintética que puede entrar de manera directa en la ruta metabdlica del ciclo del
folato y ser convertida a 5,10-MTHF y 5-MTHF sin la accion de la DHFR 32134 Todos estos
folatos -que son metabolitos intermediarios en el ciclo del folato y la metionina- estan
ligados entre si y también son el soporte para el ciclo de un carbén.

Una vez que el folato es consumido a través de la dieta, este ingresa en las células
mediante receptores de folato (FOLR1-3, también conocidos como FR alfa, beta, gamma)
y transportadores de folato reducido (RFC o SLC19A1, de Soluto Carrier 19A1) 4128135136
FR alfa y beta son glicoproteinas de la superficie de membrana y poseen una alta afinidad
por el acido folico; asi como un patron de expresion tejido-especifica. FR alfa es localizado
en el plexo coroideo, tubulos proximales del rindn, utero, placenta y retina; mientras que
FR beta esta presenta en la placenta, células hematopoyéticas y tejido como el bazo o
timo 1?8, FR alfa ha sido una de las isoformas mejor caracterizada a nivel funcional,
atribuyéndosele de ser un mecanismo eficiente de reabsorcion de folato a nivel de los
rinones y como ruta primaria para la absorcion de 5-MTHF en el plexo coroideo y las
células epiteliales 3”138, Por otro lado, RFC1 es una proteina transmembrana que funciona

como un intercambiador bidireccional anti porte de folato con fosfatos organicos
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intracelulares '3°. RFC1 posee una baja afinidad por 5-MTHF, asi como por el acido folico;
sin embargo, es el responsable de la mayor parte del transporte a través de la membrana
a nivel sistémico 349.135.139-141 Adicionalmente, FOLR1y RFC1 se expresan en la placenta,
permitiendo un flujo adecuado de esta vitamina hacia el feto y por lo tanto asegurando su
correcto desarrollo 4135136.142,

La importancia del folato en el desarrollo embrionario fue inicialmente abordada en la
década de los 70 cuando Smithells trataba de determinar los posibles agentes causantes
de los defectos del tubo neural '3, Smithells determiné que los hijos de madres gestantes
que eran deficientes de vitaminas (principalmente folato-acido folico) poseian una mayor
recurrencia de estos defectos. Posteriormente, se determiné que el acido félico en una
concentracion de 4 mg era capaz de prevenir los defectos del tubo neural 447, Hoy en
dia, la dosis recomendada para el consumo de acido folico/folato varia entre 0.4-0.8 mg/dia
dependiendo de los factores de riesgo que puedan estar involucrados 46148, Ademas de
los defectos del tubo neural, la deficiencia de folato ha sido relacionado con otros defectos
congénitos como son la fisura del labio/paladar (orofaciales) o defectos cardiacos 49155,
Entre estos, los defectos orofaciales y del tubo neural poseen una alta frecuencia a nivel
mundial (1:1000 y 1:700-1000, respectivamente), por lo que diversos estudios han tratado
de determinar los mecanismos por los cuales la deficiencia de folato es capaz de generar
dichos defectos 145149.151,156,

Los defectos del tubo neural han sido clasicamente divididos en defectos abiertos y
cerrados; pudiendo generarse en la region cefalica y/o en la columna vertebral '#°. Entre
los defectos abiertos se encuentran: la craneorraquisquisis, la anencefalia y el
mielomeningocele o espina bifida abierta; mientras que los defectos cerrados incluyen: la
encefalocele, meningocele y la espina bifida oculta (Fig. 3A) '®'. Ademas, los defectos que

ocurren en la region cefalica con apertura de la béveda craneana son de caracter letal;
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mientras que los defectos a nivel de la columna vertebral o defectos en la regién cefalica
(cerrados) son generalmente compatibles con la supervivencia postnatal 45151 En relacion
con la fisura del labio/paladar, estos defectos se pueden clasificar en: fisura del labio, del
paladar, unilateral o bilateral incompleta del labio y paladar, unilateral o bilateral completa
del labio y paladar, y bilateral completa del labio y paladar (Fig. 3 B) '53. Ademas, se ha
observado que estos defectos estan presentes en individuos que poseen mutaciones en
genes involucrados en el desarrollo de la cresta neural (Msx1, Bmp4, Pax3/7), ylo en el

metabolismo del folato %7,

Unilateral

Labio superior
Paladar duro
Paladar blando

Uvula

Fig.3.- Defectos orofaciales y del tubo neural. (A-C) Representacion esquematica de algunos defectos del
tubo neural. (A) Normal, (B) Meningocele, (C) Mielomeningocele. Tomado de Avagliano et al 2018 15!, (D-l)
Representacion de algunos defectos orofaciales. (D) Normal, (E, H) fisura del paladar, (F, i) fisura del labio, (G,
J) fisura del labio y paladar. Tomado de Dixon et al 2011 %3
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De manera similar a los defectos de tubo neural, la incidencia de la fisura del
labio/paladar puede ser reducida mediante la suplementacion con acido fdlico,
demostrando el importante rol que puede tener esta vitamina en el desarrollo de dichas
estructuras 98159, Esta relacion inicial entre el folato y los defectos asociado a un desarrollo
anormal del tubo neural y de la cresta neural craneal (principalmente) ha incrementado los
esfuerzos para determinar los mecanismos por los cuales el folato afecta el desarrollo de
dichas estructuras.

Como se mencion6 previamente, el folato es la fuente principal para la generacién de
la molécula SAM, la cual es utilizada como sustrato para la metilacion de diferentes
moléculas. Esta reacciéon de metilacion juega un rol critico en dos mecanismos
regulatorios: modificaciones epigenéticas e imprinting, mediante la adiccion de grupos
metilo a las histonas y al ADN 20.127.130 Estos hechos plantean la idea de una posible
relacion entre la deficiencia del folato y mecanismos epigenéticos durante el desarrollo

embrionario.

2.1.3 Epigenética

El término epigenética fue propuesto inicialmente por Waddington (1942) como "la
rama de la biologia que estudia las interacciones causales entre los genes y sus productos,
que dan origen al fenotipo". En otras palabras, la epigenética es el estudio de cambios
heredables en el fenotipo o la expresion génica que no son resultado de cambios en la
secuencia primaria del ADN 69167 Entre los mecanismos epigenéticos mas estudiados se
destacan: la metilacion del ADN, la modificacién postraduccional de las histonas
(metilaciones, acetilaciones, fosforilaciones, entre otras), variantes de histonas,

remodeladores de la cromatina, y ARN no codificantes 2024162-164 A nivel nuclear, los

28



Universidad
Nacional

CONICET “::’7 Universidad CONICET
V de San Martin

o Y | Ndenat o |

I N T E C H I N T E C H

mecanismos epigenéticos modulan la estructura de la cromatina y contribuyen a diferentes
procesos moleculares como la transcripcion, replicacion, reparacién, y procesamiento de
ARN 2°. Por otro lado, el proceso de diferenciacién celular (necesario para el desarrollo
completo de un organismo) ha sido descrito como un proceso gobernado en gran medida
por cambios en el "paisaje epigenético", en lugar de alteraciones en la herencia genética.
En este contexto, la epigenética se define actualmente como "el estudio de cualquier
cambio potencialmente estable y, idealmente, heredable en la expresion génica o el

fenotipo celular que ocurre sin cambios en las bases del ADN" 5.

Metilacién del ADN

La metilacién del ADN regula la expresion génica mediante la adicion o remocion de
un grupo metilo en el quinto carbon del anillo de pirimidina de la citocina 1. La metilacion
de la citosina en el ADN es una modificacion comun en diferentes especies y ocurre
principalmente en los dinucledtidos 5-CpG-3" (CpG). Sin embargo, también se puede
encontrar en otros sitios a los cuales se les refiere como metilacion no-CpG (también
conocidas como metilaciones no candnicas), y cuyo rol ha sido asociado con el desarrollo
embrionario y neurodesarrollo 62167168 E| proceso de metilacién posee tres fases:
establecimiento (metilacién de novo), mantenimiento y demetilacion '%°. La metilacion de
la citocina se da cuando el grupo metilo de SAM es enzimaticamente transferido a la
posiciéon 5 de la citosina generando 5-metilcitosina (5mC). Esta transferencia es catalizada
por las metiltransferasas de ADN (DNMTs, del inglés DNA MethylTransferases), las cuales
poseen un dominio DNMT (dominio MTase, del inglés MethylTransferase) y estan
comprendidas por la DNMT1, 3A, y 3B'7%-'73. De manera general, las metilaciones de novo
estan asociadas con las DNMT3A y DNMT3B; mientras que la metilacion de

mantenimiento esta asociada con las DNMT1. Sin embargo, en humanos existen otras
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DNMTs capaces de realizar metilacion de novo '%°. Las DNMT3A/B poseen un dominio
DNMT (dominio MTase, del inglés “Methyltransferase”) y dos dominios de lectura de
cromatina que son altamente conservados, los cuales interactuan con residuos de lisinas
de la histona para poder generar la metilacion 74175, Por otro lado, la DNMT1 interactta
con otra proteina que reconoce al ADN hemimetilado en la horquilla de replicacion, asi
como con diferentes residuos de lisina, para luego metilar la otra hebra del ADN 176-178,
Finalmente, el proceso de demetilacion activa del ADN es llevada a cabo por las
dioxigenasas de metilcitosina TETs (del inglés, Ten Eleven Translocation), las cuales
oxidan progresivamente la 5mC hasta 5-hidroximetilcitocinas (5hmC), 5-formilcitosina
(5fC) y 5-carbosilcitosina (5caC) 179181,

Alo largo del genoma, la presencia de los nucleétidos CpG es altamente variable, sin
embargo, existen regiones que poseen una alta abundancia de estos dinucleétidos a los
cuales se les denomina islas CpG (CGl, del inglés “CpG Island”) '82. Estas CGls estan
comunmente relacionadas con regiones promotoras (principalmente en genes reguladores
del desarrollo) y otras regiones regulatorias intergénicas 82183, La metilacion del ADN
puede darse en las regiones promotora, enhacers o en el cuerpo de un gene. La metilacion
en la region promotora o en el enhancer de un gen conlleva a la formacién de
heterocromatina silenciandolo e inhibiendo la unién de factores de transcripcion 173.184.185,
Por otro lado, la metilacién en el cuerpo del gen se correlaciona positivamente con la
transcripcion 20,186,187,

Entre las DNMTs, se ha visto que las DNMT3A/B actuan principalmente durante el
desarrollo embrionario para establecer un remodelamiento epigenético que conlleva a la
diferenciacion celular 2%'7'. Es asi que en ratones, la deficiencia de DNMTs o la

desregulacion de la metilacion del ADN es letal o puede generar diversos tipos de cancer,
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respectivamente '°%1°" Todo esto nos indica que la metilacion del ADN cumple un rol
importante en la regulacién de la expresion génica durante el desarrollo temprano.
Metilacién de las histonas

Las colas N-terminal de las histonas estan sujetas a modificaciones
postraduccionales como la metilacién, acetilacion, fosforilacion, ubiquitinacién, entre otros
193,194 Estas modificaciones afectan la estructura de la cromatina y sirven como plataforma
para la unién de factores de transcripcion, remodeladores de la cromatina, y enzimas que
modifican el ADN. Inicialmente, se hipotetizd la existencia de un cédigo o lenguaje de
histonas donde las combinaciones de las modificaciones -ya sea de manera secuencial o
simultanea- podrian determinar la actividad de genes asociados. Sin embargo, la
variabilidad del posicionamiento de dichas modificaciones, asi como su ubicacién dentro
del genoma, muestran que este mecanismo epigenético posee un alto grado de
complejidad '"8. Las modificaciones de las histonas tienen un rol en la expresion génica,
replicacién/reparacién del ADN, compactacion de la cromatina, control del ciclo celular; por
lo que fallos en la regulacién de estas modificaciones puede conllevar a la aparicion de
estados patologicos 193195,

Dentro de las histonas, la histona H3 y los residuos de lisina (Lys o K) son los mas
comunes aceptores de modificaciones postraduccionales, siendo la metilacion una de las
mas comunes "%, La metilacion de las lisinas es un proceso dinamico que involucra la
adicion del grupo metilo por las lisinas metiltransferasas (KMT, del inglés ‘K
MethylTransferases”) y la remocion de este mismo por las demetilasas especificas 197202,
El dinamismo de la metilacion de las histonas sugiere la presencia de una plasticidad
epigenética capaz de responder ante un estimulo externo. El rol de la metilaciéon en
relacion con la expresion génica depende del estado de metilacion (mono-, di-, y

trimetilacion [me1, me2, me3 respectivamente]) y la posiciéon de la lisina 203-205,
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Generalmente las trimetilaciones de las lisinas 4 y 36 de la histona 3 (H3K4me3 y
H3K36me3, respectivamente) son consideradas marcas transcripcionales activas,
mientras que las trimetilaciones de las lisinas 9 y 27 de las histonas 3 (H3K9me3 y
H3K27me3, respectivamente) estan asociadas con estados de silenciamiento de la

transcripcion?%.

Regulacion epigenética de la formacion de la cresta neural

Durante el desarrollo embrionario, las células estan bajo constante modificacion de
la expresion de genes que permiten dirigir los procesos morfogenéticos necesarios para la
formacion adecuada de los diferentes tejidos embrionarios. Durante estas etapas se dan
los eventos de diferenciacion celular donde genes de pluripotencia deben ser silenciados
y genes tejido-especifico deben ser algunos expresados y otros silenciados. En las ultimas
décadas ha habido una miriada de publicaciones dedicadas a la epigenética,
posicionandola como un factor clave en la regulacion fina de la expresion génica y la
diferenciacion celular. En este sentido, la cresta neural no es una excepcion y se ha
demostrado que dichas regulaciones son un factor critico en el control temporal y territorial
de la expresion de genes claves en el desarrollo de estas 21-23:26,66,70,93,103

En la cresta neural, la Dnmt3a ha sido relacionada con la represién del gen neural
Sox2/3 mediante la metilacién de islas CpG en el territorio de los progenitores de la cresta
neural permitiendo la formacion de este grupo celular 222%. Mientras que la Dnmt3b ha
sido relacionada con el control de la migracién de las células de la cresta neural %3,
demostrando el importante rol que cumplen estas dos enzimas durante su desarrollo. Por
otro lado, se ha determinado que la remocion de las marcas de metilacion represivas en
los genes Sox70 y Snai2 (mediante la demetilasa de histonas Kdm4a -dmjd2a) es

necesario para el programa de especificacion de la cresta neural ?5. De igual manera, en
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estadios mas tardios, la demetilasa de histonas Phf8 demetila los promotores de genes
importante para el desarrollo craneofacial ?°’. Estos ejemplos, demuestran que las
modificaciones epigenéticas son una parte integral de la maquinaria de regulacién génica
jugando un rol importante en la modulacion de la expresion durante el desarrollo de la
cresta neural.

Como se menciond previamente, la deficiencia de folato durante el desarrollo
embrionario conlleva a la generacion de defectos congénitos derivados de la cresta neural
5-9208-210. g bien del tubo neural #5151, La presencia de estos defectos origina la pregunta
de ¢por qué el tubo neural y la cresta neural en desarrollo son mas vulnerables a la
deficiencia de folato que otros tejidos? Diversos estudios (en modelos animales) han
mostrado que FolR1y Rfc1 se expresan en estos tejidos durante el desarrollo temprano
8211212 FoIR1 es expresado en el tubo neural 3, pliegues neurales y cresta neural 2324 de
ratones; mientras que en Xenopus, es expresado en la placa neural durante la formacién
del tubo neural 2'5. Contrariamente, en ratén Rfc1 es expresado en el tubo neural y la
regidn craneofacial 2'1216, mientras que en Xenopus su expresion se da en el borde de la
placa neural y la cresta neural 8. Estos patrones de expresion de FolR1y Rfc1 en diferentes
modelos brindan un indicio de la existencia de un requerimiento diferencial de folato en
estos tejidos. Ademas, se ha visto que FolR1y Rfc1 son expresados en la misma region
donde se expresan las metiltransferasas de ADN (Dnmts, siglas en inglés) vy
metiltransferasas de histonas 22223217 sugiriendo un posible vinculo entre el folato, la
metilacion y el desarrollo neural y de la cresta neural. Sin embargo, aun se desconocen
los mecanismos moleculares y epigenéticos afectados por la deficiencia de folato que
podrian estar ligados a la generacion de defectos del tubo neural y de la cresta neural.

Considerando lo previamente mencionado hipotetizamos que los trasportadores de folato
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Jjugarian un rol importante en el control epigenético durante la especificacion neural y de la
cresta neural.

Para ello, nos planteamos el siguiente objetivo general: Evaluar el rol de los
transportadores de folato en el control epigenético de la especificacion neural y de
la cresta neural.

Objetivos especificos:

1.- Determinar el efecto de la deficiencia de folato en los mecanismos epigenéticos:
metilacion de las histonas y del ADN durante el desarrollo embrionario de la
cresta neural.

2.- Estudiar el efecto de la deficiencia de folato en el desarrollo de la cresta neural y

sus derivados orofaciales durante el desarrollo embrionario.

2.2.- Resultados

2.2.1- Efecto de la deficiencia de folato en los mecanismos epigenéticos:
metilacién de las histonas y del ADN durante el desarrollo embrionario de la cresta
neural.

a.- La expresion de FolR1 y Rfc1 se regionaliza a medida que avanza el desarrollo
embrionario

Como un paso inicial en el establecimiento de la importancia funcional del rol de los
transportadores folato durante la especificacion neural y de la cresta neural es que
decidimos evaluar el patron de expresion espaciotemporal de FolR1y Rfc1 en embriones
de pollo. Para ello, realizamos hibridaciones in situ (HIS) con sondas especificas en
embriones colectados desde el inicio de neurulacion (HH5) hasta el inicio de la migracion

de la cresta neural craneal (HH10, estadios segun Hamburguer—Hamilton 2'8).
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Fig.4.- Expresion espacial-temporal de FolR1y Rfc1 durante el desarrollo neural y de la cresta
neural. Las Hibridaciones In situ, en embriones completos, muestran una expresion temprana de los
genes FolR1 (A-C)y Rfc1 (I-K). En estadios tardios, la expresion de FolR1 (D-H) es detectada en el tubo
neural y parte del ectodermo no neural; mientras que Rfc1 (L-P) se detecta en la parte dorsal del tubo,
el ectodermo no neural y en células migratorias (N, punta de flecha). Las lineas punteadas en D, E, L, M
representan la seccion transversal observada en G, H, O, P respectivamente. Q. Representaciéon
esquematica de los estadios HH8 y HH9. TN: tubo neural, CNC: cresta neural craneal, ENN: ectodermo
no neural.
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Las HIS mostraron que tanto FolR1 y Rfc1 son expresados en la placa neural (PN) y
borde de la placa neural (BPN) en los estadios HH5-6 (Fig. 4 A-B, I-J). En HH7, ambos
continuan expresandose en estos mismos territorios y en la region intersomitica de manera
mas notoria (Fig. 4 C, K). En estadios mas avanzado (HH8-9), FolR1y Rfc1 se expresan
a lo largo del tubo neural (Fig. 4 D, E, L, M). Al realizar cortes transversales a la altura de
la regién cefalica (lineas punteadas), observamos que FolR1 se expresa en el tubo neural,
cresta neural premigratoria y ectodermo no neural (Fig. 4 G, H); mientras que Rfc1 es
mayoritariamente detectada en la cresta neural premigratoria (Fig. 4 O, P). En estadio
HH10, se puede observar que FolR1 se expresa exclusivamente en el tubo neural,
mientras que Rfc1 es fuertemente detectada en la cresta neural migratoria (Fig. 4 F, N;
puntas de flechas negras). Estos resultados muestran que ambos transportadores se
expresan durante la etapa de induccion neural y del borde de la placa neural, asi como
también durante la especificacion y migracion de la cresta neural; siendo RFC1 el que

presenta una expresion mas restringida a estas ultimas.

b.- Los transportadores de folato: FoIR1 y Rfc1 son requeridos para la normal

metilacion del ADN e histonas durante el desarrollo de la cresta neural y del

tubo neural

Considerando que el folato es la principal fuente de grupos metilo 6, decidimos

examinar el efecto combinado e individual de la pérdida de funcion de los transportadores
de folato (FolR1y Rfc1) en la metilacion de la histona H3 y del ADN. Para esto realizamos
electroporaciones unilaterales con morfolinos (FolR1-MO y/o Rfc1-MO — estos morfolinos
se unirian a la region cercana al ATG y bloquearian la traduccion de las respectivas
proteinas) antes del inicio de la neurulacion (HH4) y los dejamos crecer hasta el estadio

HH9 (Fig. 5 A). Primero, evaluamos la abundancia de la triple metilacion en diferentes
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lisinas de la histona H3 (H3K4me3, H3K9me3, H3K27me3, y H3K36me3) mediante
inmunohistoquimica (IHC) (Fig. 5 B-K) y western blot (Fig. 5 L). De manera general, la
deficiencia de Folr1 y Rfc1 generd una fuerte reduccion de las metilaciones en

comparacion con el lado no inyectado.

A Morfol_ino A S .
- : ENN
_________ N, CNC
LN Y A
HH4 HH9 [ — |

FolR1-MO+Rfc1-MO

Rfc1-MO ”  FolR1-MO

FolR1-MO

L FlliS Ros kL. Cebells Fig.5.- La pérdida de funcion de FolR1y Rfc1
T  — C— + - reduce la metilacion de la histona H3. (A)

oTub (RN S W L A Representacion esquematica del tratamiento. La
co-electroporacion de FolR1-MO y Rfc1-MO

seguida de inmunofluorescencia (magenta) contra

H3K4me3 (B, F), H3K9me3 (C, G, J), H3K27me3

HiKame3 Sz (D, H, K) y H3K36me3 (E, I) resulté en una
~10KD reduccion de estas marcas epigenéticas en el lado

— ~20kD tratado comparado con el lado control. (L) El
—~10kD western blot reveld una reducciéon similar en la

T 2040 abundancia de la trimetilacion de H3 en el lado
~10KD tratado (+) con FolR1-MO y/o Rf1-MO comparado

— o ~20D con el lado no tratado (-). Alpha-tubulina fue usado

~10kD como control de carga
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Es interesante mencionar que las marcas H3K27me3 y H3K36me3 eran las mas
abundantes en la zona dorsal y en la zona ventral del tubo neural, mientras que H3K9me3
se encontraba mas restringida a la parte dorsal del tubo neural (Fig. 5 C). En relacion con
esto ultimo; observamos que el tratamiento con Rfc1-MO alteraba la marca H3K9me3 en
el tubo neural dorsal y en el ectodermo no neural (Fig. 5 J’), mientras que las células de
la parte ventral del tubo, donde Rfc1 no se expresa, no presentaban alteracion alguna (Fig.
5 J”). De manera similar, el tratamiento con FolR1-MO redujo la metilacion de la
H3K27me7 en todo el tubo neural y el ectodermo adyacente (Fig. 5 D, K’), pero no en el
ectodermo ventral donde la expresion de FolR1 no habia sido detectada (Fig. 5 K”). La
reduccion de la triple metilacion de las lisinas presentes en la histona H3 en el lado
inyectado también fue observada cuando realizamos un ensayo de western blot (Fig. 5 L).
Ademas, pudimos observar que la reduccidn era mayor cuando los embriones eran
tratados con ambos morfolinos. En contraste, no observamos cambios cuando los
embriones fueron tratados con el morfolino control (Control-MO). Todos estos resultados
muestran que la pérdida de FolR1 y/o Rfc1 afecta la metilacion de las lisinas presentes en
la histona H3 de manera exclusiva en los territorios donde estos genes son expresados.

Al observar que la metilacion de las histonas es afectada, nos preguntamos si la
pérdida de los transportadores de folato también podria afectar la metilacion del ADN. Para
ello, realizamos ensayos de dot blot contra la marca 5-metilcitosina (5mC) del ADN
genomico. EI ADN genomico -extraido de los embriones tratados- fue usado para los
ensayos de dot blot, y observamos una reduccion de la marca en los lados que habian
sido inyectados con los morfolinos (Fig. 6 A). La cuantificacion de los dot blots evidencio
una reduccién del 30% y 23% en la abundancia global de 5mC en los lados inyectados
con FolR1-MO y Rfc1-MO, respectivamente (Fig. 6 B). Por otro lado, cuando inyectamos

el Control-MO no observamos una variacion en la abundancia de 5mC (Fig. 6 C, D). Todos
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estos resultados indican que FolR1 y Rfc1 son requeridos para el normal establecimiento

de la metilacién de las histonas y del ADN durante el desarrollo temprano.
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Fig.6.- Pérdida de funcién de FolR1y Rfc1 reduce la metilacion global del ADN. Ensayos de dot blot usando
anticuerpos contra 5mC en ADN extraido de embriones tratados con morfolinos FolR1-MO, Rfc1-MO (A) y morfolino
control (C). Se uso 50, 5y 0.5 ng (A), y 100, 50 y 25 ng (C) de ADNg por dot que fue extraido de los lados inyectados
(+) y no inyectados (-) con los morfolinos. La tincion con bromuro de etidio (A) y azul de metileno (C) demostré que
una similar cantidad de ADNg fue cargado en las membranas. (B, D) Histogramas representando la cuantificacion
de los Dot Blot de (A) y (C) respectivamente. ADNg: ADN gendémico
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2.2.2.- Efecto de la deficiencia de folato en el desarrollo de la cresta neural y sus

derivados orofaciales durante el desarrollo embrionario

a.- La pérdida de los transportadores de folato (FoIR1 y Rfc1) afecta la
especificacion de la cresta neural e induce defectos orofaciales

La expresion del FolR1 y Rfc1 en las regiones donde se formaran las células de la
cresta neural nos hizo preguntar si la pérdida de funcién de los transportadores podria
afectar la especificacion de las células de la cresta neural y sus derivados orofaciales. Para
ello, realizamos electroporaciones unilaterales con morfolinos contra FolR1 y Rfc1
(morfolinos que bloquean la traduccion: FolR1-MO y Rfc1-MO; y morfolinos que afectan el
correcto splicing del ARN mensajero: FolR1-spMO y Rfc1-spMO), y con morfolino control
(Control-MO). La eficiencia de los morfolinos que afectan el splicing fue evaluada por RT-
PCR de tiempo final (Fig. 7). Luego, realizamos nuevamente inyecciones unilaterales de
los morfolinos y evaluamos el efecto en las células de la cresta neural migratoria (HH10)
mediante ISH contra el marcador Sox70 (Fig. 8 A). Nuestros resultados mostraron que la
pérdida de funcién de los transportadores de folato afectaba drasticamente la formacion y
migracién de las células de la cresta neural (Fig. 8 B). Este efecto presentd distinta
severidad, para lo cual catalogamos nuestros embriones en base a la severidad del
fenotipo en: normal, moderado y severo (Fig. 8 C). El analisis estadistico evidencié un
aumento significativo en el numero de embriones que presentaban fenotipos severos y
moderados ante el tratamiento de la pérdida de funcién de los transportadores de folato
respecto al control. Estos resultados demuestran que la pérdida de funcion de los
transportadores de folato es capaz de afectar la especificacidon y/o migracion de las células
de la cresta neural.

Después de delaminar del tubo neural, migrar y llegar a su destino, las células de la

cresta neural se diferencian en varios tipos celulares 6, por lo que cualquier alteracién
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durante su desarrollo puede afectar la correcta formacién de sus estructuras derivados.
Por otro lado, la deficiencia de folato ha sido altamente vinculada con la presencia de

alteraciones orofaciales como fisura del paladar o del labio (labio leporino) %1%5:219,
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Fig.7.- Eficiencia de morfolinos de splicing Folr1-spMO Y Rfc1-spMO. Representacion esquematica del
cuerpo del gen de FolR1 (A) y Rfc1(C) y la regién de union de los morfolinos. FolR1-spMO y Rfc1-Mo parean con
la secuencia que incluye el exon3-intron3 de sus pre-ARN mensajeros. Las flechas verdes indican la region donde
los primers fueron disefiados para detectar el splicing anormal. (B, D) electroforesis horizontal de los amplicones
obtenidos por RT-PCR del lado inyecto con morfolino (+) y del lado no inyectado (-). (B) Se observa la banda de
517pb (ARN maduro) tanto en el lado inyectado como en el no inyectado, mientras que solamente en el lado
inyectado se observa una banda de 381pb (splicing anormal). (D) Se observa la banda del ARNm maduro
(1077pb) solamente en el lado no inyectado mientras que el lado inyectado presenta una banda de 302 pb que

corresponde a un proceso de splicing anormal.

Teniendo en cuenta estos resultados, nos preguntamos si la pérdida de funcién de
los transportadores de folato podria tener un efecto en los derivados orofaciales. Para ello,

realizamos una inyecciéon unilateral de los morfolinos FolR1-spMO + Rfc1-spMO (los
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cuales afectaban en mayor medida a las células de la cresta neural) y evaluamos la
formacion de estructuras orofaciales (Fig. 9 A, B). Nuestros resultados mostraron la
presencia de defectos en la formacién de la prominencia maxilar (mx), la cual estaba
reducida en el lado tratado o estaba casi ausente (Fig. 9 C, D). Este fenotipo fue
particularmente evidente cuando evaluamos la expresion del marcador ectodermal Fgf8
(el cual se expresa en el limite de la regién maxilar-mandibular, asi como en el proceso

fronto-nasal (PFN)) (Fig. 9 E, F).
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Fig.8.- La pérdida de funciéon de FolR1 y Rfc1 genera defectos en la formacion de la cresta neural. (A)
Representacion esquematica del ensayo de pérdida de funcién. (B) La pérdida de funcién de FolR1y Rfc1 usando
morfolinos que bloquean la traduccion y el splicing (MO y spMO, respectivamente) resulté en una reduccioén del
transcripto Sox10 comprado con el lado no inyectado o con embriones inyectados con morfolino control (Control-
MO). (C) La pérdida de funcién de FolR1 y Rfc1 gener6 una gradacion en la reduccion del transcripto de Sox710:
normal, moderada o severa. El asterisco indica el lado inyectado con morfolino. (D) Histogramas representando
la cuantificacion de los fenotipos observados en (C). El analisis estadistico se realizé mediante una tabla de
contingencia seguido de la prueba x?, Los nimeros en la gréfica indica el numero de embriones analizados.
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Es interesante mencionar que la prominencia maxilar y el proceso fronto-nasal son
estructuras importantes para la formacion de estructuras homologas al paladar y la nariz
en humanos. Todos estos resultados demostraron que el receptor FolR1 y el transportador
Rfc1 son requeridos para el normal desarrollo de las células de la cresta neural craneal y

sus derivados orofaciales.

Fig.9.- La pérdida de funcion de FolR1 y Rfc1 genera defectos en el desarrollo de estructuras
orofaciales. (A-B) Embriones en estadio HH16-17 que fueron inyectados unilateral de los morfolinos
FolR1+Rfc1-spMO. (C-D) La pérdida de funciéon de FolR1y Rfc1 genera una reduccion del proceso maxilar
en comparacion con el lado no inyectado. (E-F) Hibridacion In situ contra el marcador Fgf8. El lado inyectado
con los morfolinos presenta una reduccion del transcripto de Fgf8 en la regiéon del proceso fronto-nasal
(cabeza de flecha blanca) y en limite entre el proceso maxilar y mandibular (flecha roja). mx: proceso maxilar,
md: proceso mandibular, hi: hioide, PFN: proceso fronto-nasal.
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Debido a que observamos defectos en la formacion de células de la cresta neural y
en sus derivados orofaciales, nos planteamos la posibilidad que la deficiencia de folato
pueda estar generando un aumento en la muerte celular de las mismas. Para evaluar esta
posibilidad, realizamos IHC contra la Caspasa 3 activada 22°?2! en cortes transversales de
embriones tratados con los morfolinos (Fig. 10). Sin embargo, no encontramos un
incremento en el numero de células apoptoticas, descartando la posibilidad que los

fenotipos observados se deban a una muerte celular exacerbada.

104 Fig. 10.- La pérdida de funcion de FolR1
y Rfc1 no genera un incremento de
apoptosis. (A) Region dorsal del tubo
neural mostrando algunas  células
caspasa3d-clivada+ en embriones
inyectados con FolR1-spMo, Rfc1-spMO o
Control-MO. (B) Histograma representando
la cuantificacion del numero de células
caspasa3-clivada+ observadas en (A). No
2 se encontrd diferencia significativa entre el
lado inyectado (LI) y el lado no inyectado

NGm. cél
apoptoticas

0- T ’ T T (LNI) usando el analisis ANOVA (p value =
N\ NS N N N\ NS 0.7708) n= 5 embriones. LNI: lado no
W = N o™ N
N7 v N/ v D7 N inyectado, LI: lado inyectado
& o N ST ¢ L ot
& < o
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b.- La pérdida de FolR1 y Rfc1 cambia el destino de la cresta neural hacia uno
neural

Los resultados anteriores generaron la pregunta de si los defectos en el desarrollo de
la cresta neural eran debido a fallas en la especificacién o un cambio en el destino celular
de sus progenitores. Para investigar esta interrogante decidimos evaluar la expresion del
marcador neural Sox2. Para ello, los embriones inyectados con los morfolinos (FolR1-MO
y Rfc1-MO) fueron sometidos a HIS contra Sox2 y cortados transversalmente en criostato.
Observamos que la pérdida de funcion de FolR1 o Rfc1 generaba una expresion ectopica
(>80% de embriones) de Sox2 en el territorio de la cresta neural comparado con el lado
control (Fig. 11 A, B - punta de flecha). Adicionalmente; para corroborar que el efecto
observado estaba relacionado con defectos en la abundancia de folato en las células,
decidimos usamos la droga metotrexato (MTX) - droga anti-folato que inhibe el ingreso y
metabolismo del folato en la célula 222224, E| tratamiento con metotrexato también genero
una expansion ectépica de Sox2 hacia el territorio dorsal del tubo neural. Al observar esto,
decidimos evaluar qué pasaba con las células de la cresta neural, para ello, realizamos
también una inmunohistoquimica en los mismos cortes contra el marcador de cresta neural
PAX7. Observamos que al mismo tiempo que se generaba una expresion ectopica de
Sox2, se observaba una reduccién en el numero de células PAX7+ (Fig. 11 C - punta de
flecha); demostrando que la alteracion del ingreso y/o metabolismo del folato afecta el
destino de las células del tubo neural dorsal.

Al observar estos resultados, decidimos evaluar si este efecto también era generado
en nuestros embriones tratados con los morfolinos. De manera similar, los resultados

mostraron que la perdida de FolR1 o Rfc1 expandia la expresion de Sox2 en la parte dorsal
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del tubo y al mismo tiempo disminuia el numero de células PAX7+ respecto al lado control
o con embriones inyectados con el Control-MO (Fig. 12 B, C, D, F). Ademas, observamos
que mientras mayor era la expresion ectopica de Sox2, mas severa era la reduccion del

territorio de células PAX7+ (cresta neural) (Fig. 12 E, ver fenotipo severo).
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Fig.11.- Folato es requerido para la represion de Sox2 en el territorio de la cresta neural. (A) Pérdida de
funcion de FolR1y Rfc1 (lado izquierdo, fluorescencia verde) resulta en la expansion de Sox2 hacia el territorio
de la cresta neural (punta de flecha negra) en el lado inyectado comparado con el lado no inyectado. Las lineas
punteadas indican la regiéon que corresponde a los cortes transversales. (B) Histograma representando la
cuantificacion del numero de embriones tratados con los morfolinos que presentaron expresion normal o ectopica
de Sox2 en el lado inyectado respecto no inyectado en el mismo embrién. En analisis estadistico se hizo con una
tabla de contingencia seguido de la prueba x?2. Los nimeros dentro de la grafica indican el nimero de individuos
analizados. (C) Inhibicién farmacoldgica del ingreso y/o metabolismo del folato por MTX produce una expansion
ectodpica de Sox2 en el territorio de la cresta neural (punta de flecha negra) y una reduccion de células PAX7+.

Para evaluar si el fenotipo observado podia ser rescatado, decidimos realizar una
suplementacion con acido folinico (AF) a los embriones que habian sido electroporados

con los morfolinos 32225, Nuestros resultados muestran que la adicion de AF redujo parcial
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o totalmente la expresién ectopica de Sox2 (Fig. 12 C’, D’, F), llegando incluso a restaurar
el territorio de células PAX7+. Todos estos resultados demuestran que la pérdida de FolR1
o Rfc1 induce una reduccion del territorio de la cresta neural generada por una falla en la
especificacion de los progenitores de la cresta neural (en la parte dorsal del tubo) los

cuales pierden el destino de cresta neural y adoptan uno neural.
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Fig.12.- La pérdida de funcién de FolR1y Rfc1 cambia el destino de la cresta neural hacia uno neural en la
parte dorsal del tubo (A) Representacion esquematica del ensayo de pérdida de funcién de FolR1 y Rfc1 y de la
(A") region dorsal del tubo neural analizada. (C, D) La pérdida de funcion de FolR1 y Rfc1 (FITC) genera una
expresion ectopica de Sox2 hacia el territorio de la creta neural (cabeza de flecha negra) y una reduccioén de las
células PAX7+ comparado con el lado no inyectado o el Control-MO (B). (C’, D") La adicion de acido folinico después
de la inyeccion de los FolR1-spMO o Rfc1-spMO rescata parcial o completamente el fenotipo observado en (C, D).
(E) La reduccion de las células PAX7+ y la expansion de Sox2 se da de manera moderada o severa. Asteriscos
representan el lado inyectado con el morfolino. (F) Histograma representando la cuantificacién del porcentaje de
embriones tratados y que presentaron los fenotipos observados en (E). El nimero dentro de la grafica representa en
numero de embriones con analizados. El andlisis se realizd6 mediante una table de contingencia seguida de la prueba
X?. ENN: Ectodermo no neural, CNC: cresta neural craneal, TN: tubo neural, CE: células inyectadas con morfolino.
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c.- FolR1 y Rfc1 son requeridos para la represion epigenética del gen Sox2 en

la region dorsal del tubo neural

Una cosa que nos llamé mucho la atencion es que los fenotipos que observamos por
la pérdida de funcion de FolR1 y/o Rfc1 fenocopian a los resultados publicados por la
pérdida de funcion de la ADN metiltransferasa 3A (DNMT3A), en donde también se
generaba una expansion ectépica de Sox2 a expensas de una reduccion en el numero de
células de la cresta neural 2. Ademas, en dicho trabajo se demostré que la DNMT3A es
capaz de unirse a regiones regulatorias presentes en el locus de Sox2 (+0.5kb desde el
sitio de inicio de la transcripcion) y de esta forma reprimir su expresion en el territorio de la
cresta neural ?2. Considerando estos antecedentes, y que el folato sirve como donador
universal de grupos metilo para la metilacion del ADN, nos preguntamos si la pérdida de
funcion de FolR1 o Rfc1 podria afectar la metilacién del locus Sox2 en la cresta neural.
Para esto realizamos un secuenciamiento de bisulfito a partir de ADN extraido de tubos
neurales dorsales provenientes de embriones control y tratados con los morfolinos, (Fig.
13 A) y evaluamos el patrén de metilacion de tres regiones en el locus de Sox2 (Fig. 13
B). El analisis de metilacion mostré que el locus Sox2 estaba metilado en la regién 2 del
lado control (la cual corresponde con la regién en donde se demostro la union de la
DNMT3A 2?), mientras que los embriones tratados con FolR1-spMO o Rfc1-spMO
presentaban una reduccion significativa en la metilacién de las CpGs presentes (Fig. 13
B). No se encontraron diferencias significativas en las otras regiones analizadas (regiones
1 y 3). Finalmente, la reduccion en la metilacion de la regién 2 observada en los tubos
neurales dorsales provenientes de embriones tratados con los morfolinos fue rescatada
cuando los mismos fueron crecidos en albumina suplementada con 4cido folinico (Fig. 13

C).
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Fig.13.-Los transportadores de folato FolR1y Rfc1 son requeridos para la metilacion de Sox2 en el territorio
de la cresta neural. (A) Representacion esquematica del ensayo realizado. La region dorsal del tubo neural de
embriones inyectados con los morfolinos (Control-MO, FolR1-spMO, y Rfc1-spMO) fue utilizada para los analisis de
metilacion. (B) Perfiles de la secuenciacion de bisulfito de la metilacion de los CpG en las tres regiones analizadas
(8 secuencias por region) en el locus Sox2. Las metilaciones CpGs son mostradas en graficas de torta: llenas (100%
metiladas) y vacias (0% metiladas). (C) Grafica de puntos de los ratio de CpG metilados y analizados en la region 2
del locus Sox2. Cada punto representa una secuencia individual. Diferentes letras indican diferencias significativas
entre los tratamientos (mean = SEM, analisis ANOVA de una via de ratios de metilacion normalizados seguido de la
prueba de comparacion multiple de Tukey. p value < 0.0001).
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Tomando nuestros resultados en conjunto, planteamos un modelo en donde la
deficiencia de folato durante el desarrollo embrionario reduciria la disponibilidad de grupos
metilo para la metilacion del ADN e histonas, lo cual resultaria en la falta de represion del
gen Sox2 en el territorio de la cresta neural durante el cierre del tubo neural. La expresion
ectopica de Sox2 en la regién dorsal del tubo neural ocasiona un cambio de destino y por
lo tanto afecta el desarrollo normal de sus derivados ocasionado defectos en las

estructuras orofaciales.

2.3.- Discusion y conclusion

La deficiencia de folato ha sido ampliamente relacionada con los defectos del tubo
neural y neurocristopatias 57 5-9145151.208-210 " |os cuales son los defectos congénitos
estructurales mas comunes a nivel mundial. Las neurocristopatias son un grupo de
desérdenes que resultan de fallos en la especificacion, migracion y/o diferenciacion de las
células de la cresta neural. Las principales neurocristopatias relacionadas con la
deficiencia de folato son las anomalias orofaciales: la fisura del labio y del paladar
comunmente conocidas como labio leporino y paladar hendido, respectivamente ''. En
relacion con lo anterior, esta bien establecido que la suplementacién materna con acido
félico durante el periodo preconcepcional reduce el riesgo de tener hijos con estos defectos
congénitos 146158208226 Esto (ltimo sugiere que los defectos del tubo neural y la fisura
orofacial tienen una etiologia multifactoriales, y es claro que los factores ambientales —
incluyendo el folato- pueden modular el riesgo de su ocurrencia. Sin embargo, surge la
pregunta de ¢por qué estos tejidos son particularmente vulnerables a la deficiencia de
folato? En este contexto, concentraciones elevadas de folato han sido detectadas en el

sistema nervioso central durante el desarrollo, %12 |o cual es concordante con la elevada
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expresion de los transportadores de folato en los progenitores neurales y de la cresta
neural de diferentes especies de vertebrados ®2'7. En ese sentido, nuestros estudios
demostraron que dos de los mayores transportadores de folato, FolR1 y Rfc1, son
expresados principalmente en los tejidos neurales y de la cresta neural durante el
desarrollo temprano de embriones de pollo; lo cual es similar a lo que ha sido observado
en otros modelos como ranas o ratones 2'3214216_ Sin embargo, encontramos diferencias
particulares en sus distribuciones: la expresion de FolR1y Rfc1 fue detectada en todo el
tubo neural, mientras que Rfc1 esta mayormente confinado al territorio de la cresta neural
premigratoria y migratoria.

Como mencionamos en la introduccion, el folato es metabolizado hasta la generacion
de SAM, el cual es el unico donador de grupos metilo requerido para la metilacién del ADN,
ARN vy proteinas. En ese sentido, dado que los defectos en el tubo neural y las
neurocristopatias poseen una etiologia multifactorial e influenciados por el ambiente, es
de suponer que los mecanismos epigenéticos, como la metilacion del ADN e histonas,
podrian estar envueltos en su compleja etiologia. En ese sentido, nuestro estudio
demuestra que la metilacion de histonas y del ADN se ve reducida en los embriones
deficientes de los transportadores de folato (FolR71 y Rfc1). Estos resultados estan en
concordancia con otros estudios que han demostrado que los niveles de acido folico se
correlacionan positivamente con el contenido de metilacion del ADN gendmico 126:227-229,
La importancia de la metilacion del ADN e histonas durante el desarrollo neural y de la
cresta en embriones de pollo ha sido demostrada previamente 2-2326. En ese aspecto,
nuestro trabajo demuestra que la pérdida de los transportadores de folato altera la
formacion de la cresta neural impactando en la formacion de estructuras orofaciales como
la prominencia maxilar y el proceso fronto-nasal. Estos resultados concuerdan con otros

estudios realizados en diferentes modelos de vertebrados y humanos, donde la deficiencia
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de folato (por mutaciones o exposicion a quimicos que afectan el ciclo del folato) resultd
en defectos del tubo neural y faciales como fisura del labio o del paladar 8155223,230,231

Uno de nuestros resultados que cobra una gran importancia es el hecho que la
deficiencia de folato es capaz de generar una expansién del marcador neural Sox2 en
perjuicio del territorio de la cresta neural al reducir el numero de células PAX7+. Esto ultimo
concuerda con el rol clave que tiene PAX7 en la especificacion de la cresta neural 232234 y
el rol represivo de Sox2 durante la formacion de la cresta neural 225236 Ademas, un estudio
realizado por Roellig et al. 22" demostro que los progenitores individuales dentro del borde
de la placa neural expresan marcadores de diferentes lineas celulares. Estos progenitores
no poseen un destino celular definido hasta el cierre del tubo neural, por lo que
progenitores que inicialmente son SOX2+ pueden contribuir no solo al tubo neural sino
también a la cresta neural %7, Este trabajo propone que los niveles de los marcadores
PAX7 y SOX2 estan en un equilibrio y que cambios en sus abundancias relativas generan
la inhibicion del otro factor. Es asi que un aumento de la expresion de SOX2 causa una
reduccion de PAX7 e induce el destino neural, mientras que un aumento de PAX7 reduce
los niveles de SOX2 e induce un destino de cresta neural. Esta hipétesis concuerda con
los resultados obtenidos en nuestro trabajo y de manera similar a lo observado por la
deficiencia de la Dnmt3a 2.

En conjunto, nuestros resultados demostraron por primera vez in vivo el mecanismo
molecular por el cual la deficiencia de folato afecta la especificacion de la cresta neural. La
deficiencia de folato genera defectos en la represion (via metilacion del ADN) del gen
neural Sox2 en el tubo neural dorsal cambiando el destino de dichos progenitores y por lo
tanto afectando la especificacion de las células de la cresta neural y por ende ocasionando

defectos en la formacion de sus derivados craneofaciales. Nuestro trabajo aporta a la
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mecanistica molecular destacando a las regulaciones epigenéticas como mediadores de
los defectos ocasionados por la deficiencia de folato en el desarrollo embrionario.

Todos estos resultados han sido publicados (Alata Jimenez et al.,

Developmental Biology 2018). https://doi.org/10.1016/j.ydbio.2018.08.001
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lll.- CAPITULO Il: ROL DEL TRANSPORTADOR Rfc1EN LA METILACION
DEL ADN Y POTENCIALIDAD CELULAR DE LOS PROGENITORES DEL
BORDE DE LA PLACA NEURAL

3.1.- Marco Teorico

3.1.1 Borde de la Placa Neural (BPN)

Formacion del Borde de la Placa Neural

El borde de la placa neural es una region cuyo desarrollo es sumamente complejo,
asi como también atrayente para las areas de la biologia del desarrollo y la biomedicina.
Los motivos que la hacen sumamente atractiva son: 1.- los linajes generados en esta
region daran lugar a diferentes tipos celulares, incluyendo: células madre neuroepiteliales
del sistema nervioso central, células de la cresta neural, progenitores placodales y células
madre epidermales. 2.- la segregacion de estas células se da rapidamente,
aproximadamente 12 horas en amniotas y mucho mas rapido en peces y anfibios, por lo
que esta sometida a una muy precisa regulacion. 3.- las sefales secretadas para su
induccién actuan a cortas distancias y en muy corto tiempo, sin embargo, actuan
cooperativamente para su segregacion celular. 4.- la formaciéon del BPN permitié la
aparicion de dos novedades evolutivas: la cresta neural y las placodas sensoriales 238,

Durante la gastrulacion se da la formacién de las tres capas germinales: el
ectodermo, mesodermo y endodermo. Posteriormente, el epiblasto (ectodermo primitivo)
se somete a una refinada segregacion territorial generando la placa neural (PN), el borde
de la placa neural (BPN) y el ectodermo no neural (ENN) (Fig. 14). La PN es especificada
en el territorio antero-medial y formara el sistema nervioso central 22%-242; por otro lado, el
BPN alberga progenitores de la cresta neural (CN) y las placodas sensoriales %243-246;

mientras que el ENN dara lugar a la epidermis. Las células de la CN y la placoda son
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caracteristicas unicas de los vertebrados y han contribuido a la formacion de diferentes
estructuras craneales mas especializadas dando lugar a la hipotesis de la “nueva cabeza
o new head”, que fueron claves para el éxito evolutivo de este grupo ?*’. En el caso de las
placodas, estas generaran el epitelio olfatorio, el oido interno, formaran parte de las
neuronas de ganglios sensoriales craneales y el lente del ojo. Mientras que las células de
la cresta neural, como ya mencionamos en el capitulo anterior, se diferencian en neuronas
y glia de los ganglios autbnomos y sensoriales, células pigmentarias, y elementos del
esqueleto craneofacial, entre otros derivados '>248, El desarrollo de la cresta neural y de la
placoda depende del correcto establecimiento del BPN y por lo tanto cualquier alteracion
del desarrollo de esta estructura puede afectar la formacién de sus derivados.

La formacién del BPN inicia con el proceso de induccion, el cual involucra la
interaccion entre las sefales morfogenéticas BMPs (del inglés Bone Morphogenetic
Proteins), FGFs (del inglés Fibroblast Growth Factor), WNTs (del inglés Wingless-INT) y
Notch/Delta entre los estadios de blastula tardia y gastrula temprana 7994238 Estos
morfégenos provienen de diferentes regiones el embrion: BMP y Wnt desde la region mas
lateral del ectodermo, FGF desde la region media del ectodermo y mesodermo paraxial, y
Notch/Delta desde la regién media del ectodermo 233:234.249,250,

Inicialmente, el establecimiento del gradiente de estos morfogenos permite la
expresion de diferentes marcadores moleculares que definiran dos dominios. En primer
lugar, los morfégenos FGFs o WNTSs, y los antagonistas de BMPs induciran la expresion
de los marcadores pre-neurales Otx2, Sox3, ERNI y Gemini en la parte dorsal del
ectodermo formando el dominio neural o futura placa neural 25252, Mientras que en las
regiones del embrion donde las sefiales WNT y BMP4 estan presentes, se da la expresion
de marcadores no neurales tales como Ap2, DIx, Foxi, Gata2/3 y Msx definiendo el dominio

no neural 2532% A medida que el epiblasto contintia recibiendo estas sefializaciones, se
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comienza a establecer la regiéon neural definitiva que es caracterizada por la expresion del
gen neural Sox2 2%, Simultdneamente, en los bordes de la region neural comienzan a
expresarse los componentes mas tempranos del borde de la placa neural denominados
“‘especificadores del borde de la placa neural” compuesta por genes de las familias Pax,

Zic, DIx, Msx1/2 y Ap2 (Fig.14) 15.17.6694.234.238.256-256,

Blastula Gastrula temprana Neurula Temprana

Fgf
) aWnt
aBMP |BMP
Preneural Neural Neural
Sox3, Geminin, Otx2 Sox2/3, Zic Sox2/3
Cresta neural
No neural Snail, Twist, FoxD3, Sox9
Ap2, Dix, Gata2/3, Foxi, Msx Pre placoda
No neural Six, Eya
Ap2, Dix, Gata2/3, Foxi, Msx
No neural

Ap2, Dix, Gata2/3, Foxi3

Fig. 14.- Patron ectodermal temprano en la parte anterior del epiblasto. En el estadio de blastula tardia,
el epiblasto medio comienza a mostrar diferencias moleculares con los tejidos circundantes: la region medial
expresa marcadores pre-neurales (salmoén) y la region lateral (azul) expresa genes epidermales/no neurales.
A inicios de gastrula, la zona transitoria entre el ectodermo neural y el no neural (llamado borde de la placa
neural- amarillo) comienza a definirse. En estadios iniciales de neurula, el borde de la placa neural segrega en
dos poblaciones espacialmente diferentes: progenitores del ectodermo pre-placodal (purpura) y progenitores
de la cresta neural (verde). Adaptado de Thawani y Grooves, 2020 238

Es importante resaltar que, una vez establecida la region neural, las interacciones
mutuamente represivas entre los genes neurales (ejem. Sox2) y los genes del borde de la

placa neural permiten refinar sus limites 2532%°  |nmediatamente, después del
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establecimiento inicial del BPN, en la region mas lateral de este dominio, comienzan a
expresarse miembros de la familia Six y Eya definiendo la region pre-pacodal donde se
encontraran los progenitores placodales 269253259 Por otro lado, en la regién mas cercana
a la placa neural comienzan a expresarse genes especificadores de la cresta neural tales

como Msx1, Pax3/7, FoxD3, c-Myc 83106:260,261

Heterogeneidad Molecular del Borde de la Placa Neural

Estudios de marcaje celular realizados en embriones de pollo y pez cebra han
mostrado que las células del BPN se caracterizan por ser una poblacion heterogénea de
progenitores que coexpresan genes neurales (Sox2, Sox3), placodales (Six, Eya) y de
cresta neural (Pax7, Msx1) 71.83237.238.261-264 | 3 heterogeneidad del borde la placa neural
ha sido analizada en detalle mediante analisis transcriptdmicos en embriones de pollo a lo
largo de la gastrulacién y neurulacion 7183261 Estos estudios mostraron que no es posible
definir el borde de la placa neural mediante la expresién de un uUnico marcador, incluso
hasta en estadios de neurula tardia. Si bien el borde de la placa neural se caracteriza por
la expresion de Pax3/7, Ap2a o Msx1/2, estos estudios transcriptomicos muestran que no
existe un grupo de células que expresen unicamente estos marcadores. Por el contrario,
se observa que en etapas de gastrula tardia, cuando se esta definiendo la zona pre-neural,
existe un grupo de células que coexpresan marcadores neurales, no neurales y de borde
83,261 Esta coexpresion se mantiene aun hasta estadios de neurula tardia.

La heterogeneidad a lo largo de la gastrulacién y neurulacion temprana les otorga a
estos progenitores del BPN propiedades similares a las células madre cuando transicionan
desde un estado naive hacia un estado primed 89237265-268 Esta caracteristica particular
nos indica que las células del borde de la placa neural poseen una competencia celular

diferente a otras regiones del ectodermo. En este sentido, es importante mencionar que la
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competencia celular se define como la capacidad de una célula particular para responder
a una sefal inductora, adoptando un destino o grupo de destinos definidos 2%°. La
regulacion de la competencia celular puede estar dada por diferentes factores como
receptores, componentes especificos de sefalizacion celular, o factores de transcripcion.
Sin embargo, estudios realizados en células progenitoras y células madre han mostrado
que el estado epigenético de la cromatina también pueden ser un factor regulador de la
competencia celular y restriccion celular 15270271 En ese sentido, uno de los procesos
dinamicos mas importantes que cumple un rol fundamental durante la restriccion celular

en el desarrollo embrionario es la metilacion/demetilacion del ADN 169272,

3.1.2 Dinamica de metilacion del ADN y potencialidad celular

Después de la fecundacion, el cigoto atraviesa una serie de transiciones de
potencialidad celular caracterizado por cambios transcripcionales a gran escala, y que van
acompanados de cambios epigenéticos. Es asi como el cigoto pasa desde un estado
pluripotente naive a un estado pluripotente primed implicando una ganancia global de
metilacion de manera de novo 273274 En general, el estado naive se caracteriza por carecer
de la marca H3K27me3, poseer hipometilacion global del ADN (incluyendo promotores y
de enhancers), asi como expresar genes de pluripotencia (NANOG, KLFs, ESRRbD).
Mientras que el estado primed, posee alta abundancia de la marca H3K27me3,
hipermetilacién global del ADN en enhancers y promotores, y expresan marcadores
especificos (OTX2, ZIC2) 275276,

La metilacion en la posicién 5 de la citosina (6mC) es una de las modificaciones
epigenéticas mejor estudiada y conservada %'. Como ya se mencioné en el capitulo

anterior, esta modificacion es generada por las DNMTs y su ubicacion en el genoma
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permite tanto la represion y activacion génica 62190277 E| rol de la metilacion del ADN
durante el desarrollo embrionario ha sido vinculado con la mantencion o salida de estados
pluripotentes de las células madre embrionarias, asi como con el compromiso celular
29,2712,218-280 | g gusencia o fallas en el correcto establecimiento de esta marca epigenética
genera la completa inhibicién de la diferenciacion celular y por ende en la especificacion
de las capas germinales ?8'. Sin embargo, durante estas transiciones las metiltransferasas
de novo (DNMT3A/B) no son las unicas que incrementan su expresion; sino que también
aumentan los niveles de las demetilasas TETs (del inglés Ten-Eleven Translocation) 282283
(Fig. 15 A). Como se mencioné anteriormente, las enzimas TETs (TET1/2/3) promueven
la remocion de la marca 5mC mediante oxidaciones sucesivas: primero se oxida el 5mC
hasta 5-hidroximetilcitosina (5ShmC), 5-formilcitosina (5fC) y 5-caboxicistosina (5caC) 8.
Esta ultima, es luego reemplazada por una citosina no modificada por la maquinaria de
reparacion por escision de base (BER, siglas en inglés) 181:284.285

En mamiferos, la metilacién global del ADN cae drasticamente desde un 70%
(cigoto) hasta un 25% (pre-implantacién embrionaria). Sin embargo, una vez que se da la
implantacion embrionaria (salida del estado de pluripotencia celular), las células
comienzan el proceso de metilacion global mediante la reduccion de la expresion de las
TET1/2 e incremento la expresion de las DNMT3A/B 282286 (Fig. 15 B). En ese sentido, se
ha observado que la pérdida de estas enzimas (al igual que fallos en la metilacién) conlleva
a la muerte embrionaria con severos defectos en la gastrulacion; sugiriendo que la
dinamica de metilacion/demetilacién del ADN es un proceso esencial para la continuidad
del desarrollo embrionario 190282.287,

Durante estas transiciones de pluripotencia, la alta actividad de las DNMTs y TETs
conlleva a rapidos cambios de metilacion/demetilacion del ADN que generan oscilaciones

en el genoma, permitiendo que diferentes regiones de la cromatina se encuentren
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accesibles simultaneamente 31288292 Este comportamiento fue mayormente observado en
cultivos celulares durante la transicion desde un estado naive (caracterizado por una
hipometilacion global del ADN) hasta un estado primed (caracterizado por poseer una
hipermetilacién heterogénea del ADN) debido a la presencia simultdnea de DNMTsy TETs
31, Es importante mencionar que las oscilaciones en la metilacion del ADN se daban en
regiones de poca a mediana densidad de sitios CpG, como es el caso de los enhancers,

sugiriendo que las oscilaciones de metilacion del ADN se dan de manera diferencial en el

genoma 2%,
A TDG + o B
REB < Nivel de metilacion global Z
/ DNMTs o del ADN 2
5caC g ori = g
Dinamica o 2
de la = x
metilacién = Clllm - . i
TETs del ADN Naive ESCs Primed ESCs EBs
\ - TETs Tets i N D mts
5hm

Fig. 15.- Dinamica de metilacion del ADN. (A) Representacion esquematica del ciclo de metilacion del ADN.
Las DNMTs metilan las citosinas generando 5mC, posteriormente las TETs realizan una serie de oxidaciones
generando especies intermediarias que culmina en 5caC el cual es convertido a C por accion de la TDG y de
sistema REB. (B) Representacion de los cambios de metilacién durante la salida de pluripotencia celular. En
cultivos celulares, la transicion celular desde el estado naive hasta un estado mas diferenciado (EBs) va
acomparfiado de un incremento en la metilacion del ADN (5mC) lo cual se correlaciona con una disminucion de
las Tets y un incremento de las Dnmts. Sin embargo, en el estado transitorio primed, las Tets y las Dnmts
coexpresan creando una oscilacion en los niveles de 5mC en el genoma el cual se va perdiendo a medida que
la expresion de una aumenta y del otro disminuye. TDG: Timinida DNA glicosilasa, REB sistema de reparacion
por escision de base Adaptado de Rulands et al 2018 3.

Si bien la dinamica de metilaciéon del ADN ha sido evidenciada experimentalmente
en células madre pluripotentes, se considera que este fendmeno podria estar sucediendo
en otros sistemas donde exista una coexpresion de las DNMTs y TETs 289, Esto ultimo se

relaciona con la importancia que tiene la metilacion del ADN en los enhancers durante el
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priming de linajes celulares, ya que alteraciones en la metilacién de dichas regiones puede
conllevar a fallos en el priming transcripcional y por lo tanto generar un cambio de linaje
celular 2%42%_ En ese sentido, los cambios rapidos de metilacién del ADN esculpirian el
paisaje epigenético permitiendo que cada célula de una poblacion coexprese diferentes
factores de transcripcion (heterogeneidad); posteriormente, la disminucién de la dinamica

de metilacion del ADN y presencia de inductores externos reduciria esta heterogeneidad
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Fig. 16.- Dinamica de metilacion del ADN y heterogeneidad celular. Esquema representando el posible
rol de la dinamica de metilacion del ADN en la heterogeneidad celular. La coexpresiéon de las Dnmt3a/3b y
las Tet1/2, en células saliendo de un estado de pluripotencia, genera una elevada tasa de cambio entre C,
5mc y 5hmC. Esta elevada tasa de cambio permite que diferentes factores de transcripcion se unan al ADN
simultaneamente. A medida que avanza el desarrollo, se rompe la simetria generando que determinados
estados de la C se mantengan y otros se pierdan. Finalmente, esta diferencia genera que especificos factores
de transcripcion se unan al ADN. FT: Factor de transcripcion. Adaptado de Parry et al 2018 28°

Como mencionamos previamente, las células del borde de la placa neural poseen la
capacidad de coexpresan diferentes marcadores celulares manteniendo un estado similar
al primed. Sin embargo, hasta el momento no se ha estudiado el rol que tienen la
metilacion/demetilacion del ADN y la segregacion de linajes celulares en el borde de la
placa neural. Es importante destacar que el proceso de metilacién del ADN es dinamico y
depende de la disponibilidad de las metiltransferasas, de las demetilasas y del sustrato

necesario para la metilacion (SAM). Teniendo en cuenta estos antecedentes,
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hipotetizamos que la metilacion/demetilacion del ADN tendria un rol preponderante
durante la adquisicion de la identidad celular de los progenitores del borde de la placa
neural. Para ello nos plantemos como objetivo general: Evaluar el rol de la
metilaciéon/demetilacion del ADN durante la especificacion de los progenitores
celulares en el borde de la placa neural en embriones de pollo.

Objetivos especificos:

1.- Caracterizar la distribucién espacio-temporal de las metiltransferasas,
demetilasas, transportadores de folato, abundancia de 5mC y 5hmC durante el
desarrollo del borde de la placa neural.

2.- Determinar el efecto de la deficiencia del transportador de folato Rfc7 en la
regionalizacion de las marcas epigenéticas 5mC y 5hmC durante el desarrollo del
borde de la placa neural.

3.- Estudiar el efecto de la deficiencia del transportador de folato Rfc1 en la metilacién

del ADN y en la potencialidad celular de las células del borde de la placa neural.

3.2.- Resultados

3.2.1.- Distribucion espacio-temporal de los genes involucrados en la dinamica
de metilacién del ADN y abundancia de 5mC y 5hmC durante el desarrollo del

borde de la placa neural

a.- Patrén de expresion de las Dnmts, Tets, FolR1 y Rfc1 durante el desarrollo

embrionario temprano

Considerando: 1.- el rol de la dinamica de metilacion/demetilacion del ADN durante
los cambios de pluripotencia celular, 2.- las células del borde de la placa neural poseen
caracteristicas pluripotentes durante su especificacion y 3.- el folato es la fuente principal

para la metilacion del ADN, decidimos evaluar la dinamica temporo-espacial de la
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expresion de las enzimas encargadas de la metilacion (Dnmts), demetilacion (Tets) del
ADN y de los transportadores de folato (FolR1y Rfc1) durante el desarrollo del BPN. Para
ello, realizamos hibridaciones in situ con sondas especificas para Tet1, Tet2, Tet3,
Dnmt3a, Dnmt3b y de los transportadores Rfc1, FolR1 durante la induccion y
especificacion temprana del BPN en embriones de pollo (desde gastrula [HH4] hasta
neurula tardia [HH7]) (Fig. 17 A-A3). Observamos que las Dnmts tenian una expresion
similar a lo largo de los estadios evaluados, presentandose tanto en la placa neural (PN)
como en el borde de la placa neural (BPN). Sin embargo, la Dnmt3a (Fig. 17 B-B®) poseia
una mayor expresion en el BPN (flechas), mientras que la Dnmt3b (Fig. 17 C-C3?)
presentaba una mayor expresion en la PN (cabeza de flecha). En el caso de las Tets; Tet1,
Tet2 presentaban una expresion tanto en la PN como en el BPN (Fig. 17 D-D3, E-E3). Sin
embargo, a partir del estadio HH6 comienza a darse una expresion diferencial: en HHG,
Tet1 presenta una fuerte expresion en la regién anterior de la PN, y en la regién posterior
del BPN (Fig. 17 D3, flecha); mientras que la Tet2 tiene mayor expresién en la PN (Fig. 17
E2, cabeza de flecha); en HH7, Tet2 presenta una alta expresion en la PN (Fig. 17 E3,
cabeza de flecha). La expresion de Tet3 fue evidenciada solamente en el estadio HH7 en
los pliegues neurales mas anteriores (Fig. 17 F3). Por otro lado, el analisis de expresién
en estadios tempranos de los transportadores de folato evidenci6 que FolR1 es
preferentemente expresado en la PN (Fig. 17 G-G®), mientras que Rfc1 se expresa tanto
en la PN como en el BPN (Fig. 17 H-H®). En conjunto, los patrones de expresion de las
metiltransferasas y demetilasas, asi como también de los transportadores de folato,
sugieren que los tejidos de placa neural y borde de la placa neural requeririan eventos

dinamicos de metilacién durante su desarrollo temprano.
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Fig. 17.- Patron de expresion espaciotemporal de los principales genes involucrados en la dinamica de
metilacion/demetilacion del ADN durante el desarrollo del borde de la placa neural. Hibridaciones in situ
de las metiltransferasas Dnmt3a (B-B3), Dnmt3b (C-C3); demetilasas Tet1 (D-D3), Tet2 (E-E3), Tet3 (F-F3) y
transportadores de folato FolR1 (G-G2), Rfc1 (H-H®) durante los estadios de gastrula (A-H) y neurula (A'-H3).
La demetilasa Tet3 recién fue detectada en el estadio HH7 (F3), mientras que los demas genes fueron
detectados a lo largo del desarrollo del borde la placa neural. PN: placa neural, BPN: borde de la placa neural.

b.- Distribucion y abundancia de las marcas 5mC, 5hmC durante Ia

especificacion temprana del BPN

Al observar la presencia de Dnmt3s, Tets y transportadores de folato durante la
induccién del BPN (HH6), nos preguntamos si esto podria estar generando cambios

territoriales en la abundancia de las marcas 5mC y 5hmC. Para ello, realizamos
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inmunofluorescencia contra 5mC y 5hmC (Fig. 18 B) en embriones de pollo en el estadio
HH6 y evaluamos sus abundancias utilizando sus intensidades de fluorescencia
normalizadas de acuerdo con Roellig et al. 2*”. La expresion de la proteina SOX2 fue usada
para definir la extensién territorial del BPN y de la PN. Observamos una intensidad
diferencial de las marcas de 5mC y 5hmC en la placa neural, borde de la placa neural y el
ectodermo no neural. Especificamente, 5mC present6 una mayor intensidad de
fluorescencia en la placa neural con una disminucion hacia el ectodermo no neural;
mientras que 5hmC presentaba una mayor intensidad en el BPN la cual disminuia tanto
en la placa neural como en el ectodermo no neural (Fig. 18 C). Para tener una mejor
resolucion de estos cambios a nivel celular, decidimos analizar la intensidad de
fluorescencia en células individuales localizadas en la placa neural y el BPN. Nuestros
resultados mostraron que la intensidad de 5mC era mayor en la PN (0.3047 + 0.0606) que
en el BPN (0.2366 + 0.0705) (Fig. 18 D). Sin embargo, no encontramos diferencias
significativas en la intensidad de 5hmC entre las células localizadas en la PN (0.3194 +
0.0782) y en el BPN (0.3475 £ 0.902). Esta falta de diferencia podria ser el resultado de la
variabilidad observada en las células individuales que estan localizadas en el BPN.
Tomados en conjunto, nuestros resultados nos sugieren la existencia de una variabilidad
territorial en la abundancia de la metilacién del ADN, la cual podria estar involucrada en la

expresion diferencial de genes para establecer las identidades celulares.
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Fig. 18.- Patrén de intensidad de las marcas 5mC y 5hmC en la PN y el BPN. (A) Representacion esquematica
del estadio analizado. Las lineas punteadas representan la regidon del embrién que corresponde a la seccion
transversal evaluada en (B-D). (B) Inmunofluorescencia contra las marcas epigenéticas del ADN. El marcador
neural SOX2 fue utilizado para determinar las regiones de PN, BPN y ENN. (B’-B’”’) Magnificacion de la region del
BPN mostrando una mayor intensidad de 5hmC. (C) Perfil de intensidad de las marcas 5mC y 5hmC a lo largo del
ectodermo, observado en (B). (D) Histograma representando el promedio de intensidad de 5mC y 5hmC en células
individuales de la PN y del BPN. Se cuantifico la intensidad normalizada de las marcas epigenéticas en los nucleos
(2-3 secciones por embrion, n=4), el andlisis estadistico se realizé mediante la prueba t de student (unpaired) con
dos colas. PN: placa neural, BPN: borde de la placa neural, EEN: ectodermo no neural
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3.2.2 Efecto de la deficiencia de Rfc1 en las marcas epigenéticas 5mC y 5ShmC
durante el desarrollo del borde de la placa neural
a.- Abundancia de 5mCy 5hmC en embriones deficientes de Rfc1
Teniendo en cuenta la premisa anterior, decidimos evaluar si la deficiencia de folato
era capaz de generar una alteracién en el perfil de intensidad de 5mC y 5ShmC en la PN y
el BPN. Realizamos electroporaciones unilaterales de los morfolinos Rfc1-spMO y Control-

MO (Rfc1 mostré una mayor expresion durante el desarrollo de la PN y el BPN), y

realizamos IHC sobre cortes transversales (Fig. 19 A).
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Fig. 19.- La pérdida de funcion de Rfc1 no altera la abundancia global de 5mc y 5hmC en la PN y
BPN. (A) Representacion esquematica del ensayo de pérdida de funcién. Los morfolinos Control-MO y
Rfc1-MO fueron inyectados unilateralmente, se dejaron crecer y fueron cortados transversalmente. La linea
punteada indica la region del embridon que fue analizada en los cortes. (B-C) Histogramas representando

el radio de abundancia entre el lado inyectado y el lado no inyectado para 5mC (C) y 5hmC (D). El analisis
estadistico se realiz6 mediante la prueba multiple de t student con un Q de 1%.
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Los resultados mostraron que la pérdida de funciéon de Rfc1 no genera una alteracion
global en la intensidad de las marcas 5mC y 5hmC en los territorios analizados (PN y BPN)
en comparacion con los tratados con el Control-MO (Fig. 19 B, C). Todos estos resultados
nos muestran que globalmente la marca 5mC es diferencialmente abundante entre la PN

y el BPN la cual es mantenida a pesar de las perturbaciones ocasionadas.

3.2.3 Efecto de la deficiencia del transportador Rfc1 en la metilacion del ADN y

potencialidad de las células del borde de la placa neural.

a.- La deficiencia del transportador de folato Rfc1 genera regiones

diferencialmente metiladas que afectan la especificacion del BPN

Teniendo en cuenta que la pérdida de funcién de Rfc1 no generaba una alteracion
de 5mC/5hmC de manera global, decidimos evaluar si la pérdida de funcion de este
transportador generaba alteracion de metilacion del ADN en regiones especificas del
genoma. Para ello, electroporamos embriones de manera bilateral con Control-MO en un
lado y Rfc1-spMO en el otro lado, posteriormente los embriones fueron cortados a la mitad
para el analisis diferencial de metilacién por Representacion Reducida de Secuenciacion
por Bisulfito (RRBS: del inglés “Reduced Representation Bisulfite Sequencing”) (Fig. 20
A). El analisis de metilacién global, y en concordancia con los datos obtenidos por
inmunofluorescencia, no mostro diferencias significativas al analizar las metilaciones en
CG, CHG y CHH (H representa cualquier base menos G) en diferentes regiones asociadas
a genes (rio arriba 2kb, exdn, intrén, rio abajo 2kb) (Fig. 20 B-D). Por otro lado, y como
era de esperar, la mayoria de las metilaciones identificadas se daban en los sitios CG

(~98%), mientras que los sitios CHG y CHH no superaban el 1% (Fig. 20 B). El perfil de
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metilacion que se encontraba en regiones asociadas a un gen era muy similar entre los
sitios CG, CHG y CHH, siendo las regiones intronicas las que poseian mayor metilacion y
las cercanas al sitio de inicio de transcripcion las de menor metilacion (Fig. 20 C, D). En
relacion con los sitios no CpG, los contextos CHG y CHH poseian un mayor

enriquecimiento de A en el segundo nucledtido (Fig. 20 C’, C”’).
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Fig. 20.- La pérdida de funciéon de Rfc1 no altera la abundancia global de 5mC en el genoma. (A)
Representacion esquematica del ensayo de pérdida de funcién para el analisis por RRBS. (B) Grafico de torta
mostrando la abundancia de 5mC en los contextos CG, CHG, CHH en los lados inyectados con Control-MO y
Rfc1-spMO. (C) Perfil de distribucion de la marca 5mC a lo largo de diferentes regiones gendmicas y en los
contextos CG, CHG, CHH. (D) Grafico de violin de la marca m5C en las diferentes regiones genémicas.

Lo siguiente que decidimos evaluar fue la presencia de regiones diferencialmente
metiladas (RDMs) debido a la perdida de funcion de Rfc1. Identificamos 3541 RDMs, de

los cuales 2374 estaban asociados a genes: 1211 regiones estaban hipermetiladas y 2330
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regiones estaban hipometiladas en comparacion con el control (Fig. 21 A, B). La mayoria
de los RDMs estaban localizados en el cuerpo del gen (60%, 2145 RDMs) y una menor
proporcion en la region promotora (16%, 590 RDMs). Dentro del cuerpo del gen, la
proporcion de RDMs en los intrones y exones era muy similar (38%, 1348 RDMs y 31%,

1116 RDMs, respectivamente) (Fig. 21 C).
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Fig. 21.- La pérdida de funcion de Rfc1 genera Regiones Diferencialmente Metiladas (RDMs) a lo largo del
genoma. (A) Heatmap de RDMs en la metilacién CG entre embriones deficientes de Rfc1 (Rfc1-spMO) y controles
(Control-MO). Cada fila en el heatmap corresponde a un dato puntual de una regién simple mientras que las columnas
corresponden a los tratamientos. El dendograma ramificado corresponde a la relacion entre los datos puntuales
determinada por agrupamiento usando 3541 RDMs. Las regiones hiper e hipometiladas son mostradas en un
continuo de rojo a azul respectivamente. (B) Gréfica de violin comparando las regiones hipermetiladas (1121) e
hipometiladas (2330) en los RDMs entre los embriones Control y deficientes de Rfc1. (C) Distribucién de los RDMs
alo largo de elementos génicos. 2145 se encontraban en el cuerpo del gen, 1348 en intrones, 712 en los promotores,
590 en la regidn 2k aguas arriba del cuerpo del gen y 493 en la regién 2k aguas abajo del cuerpo del gen. (D) Grafico
de barras mostrando la Ontologia Génica (GO) de los genes asociados con RDMs. El nimero dentro de cada barra
indica el total de genes relacionados con el GO. El eje horizontal indica el grado de significancia de la prueba (adjP).
(E) Grafico de puntos mostrando las vias enriquecidas de genes asociados con RDMs. El eje vertical representa la
via y el eje horizontal representa el cambio. El tamafio de los circulos indica el nimero de genes afectados en la via
y el color corresponde a los diferentes rangos de p-value. El analisis estadistico de los RDMs fue realizado usando
una prueba doble (prueba MWU y 2D KS) seguida de una correccién multiple (adj. p-value). La significancia del
enriquecimiento GO y KEGG fue evaluada por la prueba Hipergeométrica seguida una correccion del p-value.

Posteriormente, evaluamos si lo genes asociados a RDMs estaban relacionados con
procesos del desarrollo embrionario mediante un analisis de Ontologia Génica (GO, siglas
en inglés). El analisis de GO mostré que los genes enriquecidos en RDMs estaban
involucrados en procesos bioldgicos tales como especificacion de patrones embrionarios,
factores relacionados con el desarrollo neuronal, regulacion negativa de la diferenciacion
neuronal, entre otros (Fig. 21 D). Adicionalmente, usando la Enciclopedia Kioto de Genes
y Genomas (KEGG, siglas en inglés) evaluamos las rutas moleculares, bioldgicas o
interacciones moleculares en las que estaban involucrados los genes enriquecidos en
RDMs. Este analisis nos mostré que diferentes rutas de sehnalizacion como WNT,
Hedgehog, MAPK y NOTCH estaban enriquecidas y tenian RDMs asociados (Fig. 21 E).

El proceso de formacion del BPN involucra la interaccion entre diferentes vias de
sefalizacion 2%. Entre estas, la sefalizacion NOTCH ha sido establecida como un
componente importante durante las etapas iniciales de induccion 2%2%7 por lo que una
alteracion en esta via podria generar defectos en el BPN. Teniendo en consideracion esto,

y que la via NOTCH habia sido identifica por el KEGG, decidimos evaluar como se
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distribuian los RDMs alrededor del locus de Notch1. El locus Notch1 contenia 4 RDMs en
el cuerpo del gen (dmr_1419, 172, 1420 y 1208) y 3 upstream (dmr_3487, 2706 y 519)
(Fig. 22 A). Entre estas, 5 RDMs eran hipometiladas (dmr_2706, 3487, 1419, 172y 1208)
y 2 eran hipermetiladas (dmr_519 y 1420). Ademas, observamos que varias de estas
RDMs estaban localizadas en regiones genomicas que estan asociadas con: una
variabilidad en la accesibilidad a la cromatina (ATAC-seq), la presencia de la marca de
enhancer H3K27ac, y/o union del factor de transcripcion pionero TFAP2A durante los
estadios embrionarios HH6 a HH9 (datos obtenidos de Rothstein & Simoes-Costa %) (Fig.
22 B). Particularmente, encontramos que la dmr_ 2706 estaba flanqueada por dos
regiones de cromatina abierta que variaban significativamente entre los estadios (Fig. 22
B; barras azules) HH6 hasta HH9 (p-value: 1.62E-08, FDR: 3.57E-05; p-value: 4.64E-08,
FDR: 6.62E-05; respectivamente). Esta dmr_2706 hipometilada sugeriria que en nuestros
embriones deficientes de Rfc1 la cromatina podria mantenerse abierta. Por otro lado, la
unién del factor de transcripcion pionero TFAP2A (implicado en el remodelamiento
epigenomico durante la especificaciéon de la cresta neural®®®) presenta una unién
diferencial entre los estadios (p-value: 0.00755, FDR: 0.105), la cual coincide con la
dmr_519 identificada en nuestro estudio (Fig. 22 B; barra naranja). Ademas, identificamos
una region que presentaba cambios significativos en la abundancia de H3K27ac (p-value:
1.62E-08, FDR: 3.57E-05; p-value: 4.64E-08, FDR: 6.62E-05) la cual se superponia con la
dmr_1208 localizada en uno de los intrones del gen Notch1 (Fig. 22 B; barra roja).

La via de senalizacion NOTCH1 ha sido descrita como un factor clave en la
segregacion de la PN/BPN en vertebrados. La interaccién entre NOTCH1 con DELTA1
regula la expresion de BMP4 en la epidermis, y es por lo tanto indirectamente requerido

para la induccién del BPN entre los limites de la PN y el ectodermo no neural 29:297.299,
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Fig. 22.- La pérdida de funciéon de Rfc1 genera RDMs en el locus Notch1. Visualizacion IGV de los perfiles de
cobertura RRBS de embriones en HH7, ATAC-seq, H3K27ac, y TFAP2A CUT&RUN de embriones en HH6 y HH9
(datos obtenidos de Rothstein et. al 2020). El analisis de elementos diferencialmente accesibles (sombreado en
azul), abundancia de H3k27ac (sombreado en rojo), o unién de TFAP2A (sombrado en naranja) comparando HH6E y
HH9 fue determinado usando DiffBind con una distribucién binomial negativa (FDR < 0.1). HH6, HH9: estadios
embrionarios de pollo segun Hamilton y Hamburguer.

Basandonos en estos precedentes y nuestros resultados que demuestran la
presencia de varias RDMs en la vecindad del locus Notch1, nos preguntamos si la
deficiencia de Rfc1 podria afectar el patron de expresion de Notch1 y por lo tanto de Bmp4.
Observamos que la perdida de Rfc1 incrementd y expandio la expresion de Notch1y Bmp4
en el lado inyectado con RFC1-spMO comprado con el lado control en un numero
significativo de embriones (Fig. 23 A, C; cabeza de flecha). En conjunto, estos resultados
indican la existencia de una correlacion entre la metilacién del ADN en regiones genémicas
especificas y la expresiéon del gen Notch1 durante el desarrollo. Sin embargo, se requiere

mas estudios para poder confirmar la mecanistica de causalidad entre estos dos eventos.
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Fig. 23.- La pérdida de funcion de Rfc1 genera una expresion ectépica de Notch1y Bmp4. Hibridaciones in
situ de Notch1 (A) y Bmp4 (B). La deficiencia de Rfc1 genera una expresion ectépica de Notch1y Bmp4 comparado
con el lado no inyectado y/o inyectado con el morfolino control (Control-MO) del mismo embrién. Las cabezas de
flecha negra apuntan la expresién incrementada y ectdpica en el lado deficiente de Rfc1. La cuantificacion del
porcentaje de embriones (inyectados unilateral y bilateralmente con los Control-MO y/o Rfc1-MO) con los fenotipos
observados en (A) y (B) esta representada en los histogramas (C) y (D), respectivamente. Los nimeros dentro de
las barras indican el numero de embriones con los fenotipos observados en (A) y (B). El analisis estadistico fue
desarrollado con una tabla de contingencia seguida de la prueba exacta de Fischer.
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b.- La deficiencia de transportador de folato Rfc1 aumenta la bipotencialidad de

las células del BPN
Teniendo en cuenta el hecho que la deficiencia de Rfc1 expandid el territorio de
expresion de Notfch1 y Bmp4 (importantes sefiales involucradas en la especificacion del
BPN), decidimos evaluar las consecuencias que esto tenia sobre la especificacion de los
progenitores del BPN. Para ello, los embriones inyectados unilateralmente con Rfc1-spMO
fueron sometidos a una coinmunofluorescencia contra SOX2 (marcador neural) y PAX7
(marcador del BPN). Nuestros resultados demostraron que la pérdida de Rfc1 expandia el
territorio del BPN comparado con el lado control (Fig. 24 A, D). Este fenotipo fue observado

en el 80% de embriones (Fig. 24 B), los cuales poseian una expansion de 1.35 veces en
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comparacion con el lado control (Fig. 24 C). Dentro del BPN coexisten células que
inicialmente coexpresan factores de transcripcion de diversos linajes celulares (estado
primed), luego estas células comenzaran a segregarse debido a la persistencia y represion
de estos factores linaje-especificos. Sin embargo, es sabido que la minima perturbacién al
estado homeostatico de estas células puede redirigir y cambiar el destino celular 237,
Basandonos en esta idea y en nuestros resultados, decidimos evaluar si la expansion del
BPN se generaba a expensas del territorio neural. Para ello, realizamos un conteo de las
células que expresaban PAX7, SOX2 o ambos marcadores a la vez en los embriones
deficientes de Rfc1 (Fig. 24 E). En primer lugar, no observamos diferencia significativa en
el numero de células exclusivamente SOX2+, mientras que el numero de células
exclusivamente PAX7+ se encontraba significativamente reducido comparado con el
control. Esto ultimo resultd contradictorio con los resultados anteriores (Fig. 24 A-D), sin
embargo, cuando evaluamos el numero de células que expresaban simultdneamente
SOX2+/PAX7+ encontramos que dicho numero se encontraba aumentado
significativamente en comparacion con el lado control (Fig. 24 E). Estos resultados
sugieren que la expansion del BPN por la deficiencia de Rfc1 seria una consecuencia del
incremento en la potencialidad celular de sus progenitores al mantener la coexpresion de
SOX2 y PAXT.

Tomando en conjunto todos los resultados de esta seccion, planteamos un modelo
donde la falta de Rfc1 afecta la metilacién del ADN en regiones especificas que se
correlacionan con desregulacion de vias envueltas en el desarrollo temprano del BPN, tal
como la via Notch1-Bmp4. Estos cambios finalmente podrian afectar la potencialidad
celular de los progenitores que residen en las zonas de contacto de los territorios de la PN

y el BPN, y que finalmente conllevan a mantenerlos en un estado “primed” (Fig. 25).
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Fig. 24.- La pérdida de funcion de Rfc1 incrementa la potencialidad de las células del BPN. (A)
Inmunofluorescencia contra los marcadores Pax7 (BPN) y SOX2 (PN) en embriones tratados con Control-MO y
Rfc1-spMO. Las flechas blancas sefialan la expansion ectopica de células Pax7+. (D) IHC contra los marcadores
SOX2 y PAX7 en cortes transversales de embriones tratados con los morfolinos. La orientacion de los controles
ha sido invertida para la comparacion. (B, C) Histogramas representando la cuantificacion de los embriones con
el fenotipo observado en (A) y (D). Los niumeros dentro de las barras indican el nimero de embriones que
presentaron los fenotipos observados. (E) Grafico de puntos mostrando el nimero de células que exclusivamente
son PAX7+, SOX2+ o PAX7+/SOX2+ en embriones tratados. Analisis estadistico para (B), (C) se realizo
mediante una tabla de contingencia seguido de la prueba exacta de Fisher. Para (E), se realiz6 el analisis de
ANOVA de una via seguido de la prueba de comparacién multiple de Tukey.
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3.3.- Discusion y conclusiones

La especificacion territorial y restriccion de los destinos celulares desde una célula
madre hasta los tipos celulares especializados a menudo involucran varios cambios
epigenéticos, donde la metilacion/demetilaciéon del ADN juega un rol critico. Durante el
desarrollo temprano, los progenitores que residen en el BPN se segregan de la placa
neural y el ectodermo no neural, pero mantienen la potencialidad para diferenciarse en
células neurales, de la cresta neural, placodales y epidermales 2*7. Estos estados de linaje
entremezclados han sido también descritos durante la determinacion del destino celular
en el sistema hematopoyético 390392, En mamiferos, la transicién que sufre una célula
madre hacia un estado pluripotente-primed va acompafada de la metilaciéon de novo
generando una ganancia global de 5mC 278:303-305 Este proceso también ocurre en cultivos
in vitro durante la transicion de las células en estado naive hacia el estado primed 283306~
308 Todos estos estudios muestran que la dinamica de la metilacién/demetilacion del ADN
es un componente importante durante las transiciones que sufre una célula para adquirir
una nueva potencialidad celular.

Durante nuestro trabajo, demostramos que el cambio de la metilacion de ADN,
llevados a cabo posiblemente por la presencia de DNMTs y las TETS, es requerido para
segregar e inducir la especificacion del BPN. Particularmente, demostramos que el
transportador de folato RFC1 seria uno de los factores claves para proveer el sustrato de
metilacién requerido en regiones gendmicas especificas durante el desarrollo del BPN. Es
importante mencionar que la alta abundancia y variacion de la marca 5hmC en el BPN
podria estar ligada a un incremento y/o retencion de la potencialidad celular 27:3%.280 gsj
como en la reprogramacion de la memoria epigenética 282°3%° otorgandole la capacidad

de poder generar diferentes linajes celulares. Ademas, los niveles de 5mC/5hmC en el
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BPN podrian sugerir un sistema dinamico con un constante cambio de modificaciones de
las citosinas que podria conllevar hacia un estado epigenético heterogéneo que puede
afectar la expresion génica y por ende los destinos celulares. Esta idea es concordante
con un estudio reciente que demostro que la heterogeneidad de la metilacion del ADN se
origina durante la transicién de un estado de pluripotencia naive hacia un estado primed
31 indicando que los cambios dinamicos en la metilacion podrian influenciar las decisiones
tempranas del destino celular durante el desarrollo embrionario temprano. En este sentido,
la falta de folato (fuente para la generacidon de grupos metilo) podria alterar esta
heterogeneidad en los niveles de metilacion del ADN de regiones gendmicas especificas
y por lo tanto en la potencialidad celular.

Entre las metilaciones no canodnicas, la metilacién en el contexto CA fue la que
mostré mayor abundancia. Este tipo de modificacion ha sido descripta con mayor
preferencia en promotores 31 y se correlaciona negativamente con la expresion génica
311312 Aunque la metilacion CA es afectada por la deficiencia de folato 3'° y ha sido descrita
como un componente que juega un rol critico en otros contextos celulares 3''-313, Sin
embargo, se requieren mas experimentos para poder determinar el rol de este tipo de
metilacion en el desarrollo del BPN.

El rol del folato en la metilacién del ADN ha sido ampliamente estudiado en humanos,
sin embargo, se ha descrito efectos contrarios 16329314 Algunos estudios han mostrado
que la deficiencia/suplementacion de folato no siempre altera la metilacion global del ADN
298,314-319 en cambio, si puede afectar la metilacion en determinados tejidos 298319
poblacion de células 3", o genes especificos 314315317320 Estos estudios concuerdan con
nuestros resultados en donde la deficiencia de Rfc1 genera RDMs en genes especificos.
Es importante destacar, que las RDMs representaban sitios hiper e hipometilados, siendo

estos ultimos los mas abundantes, lo cual también fue descripto en madres con deficiencia
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de folato 318:320.321 Esto sugiere que la deficiencia/suplementacion de folato puede afectar
el estado de metilacion de una manera heterogénea dependiendo de las regiones
genomicas afectadas. Como se ha comentado previamente, la deficiencia de folato esta
asociada con defectos del tubo neural debido a la desregulacién de genes implicados en
su diferenciacion 3'°. En relacion con esto, nuestro estudio demostré la presencia de RDMs
en varios genes asociados con el desarrollo neuronal, con patrones de desarrollo
embrionario, asi como procesos epigenéticos. Particularmente, la especificaciéon del BPN
requiere la interaccion de diferentes morfégenos como BMPs, FGFs y WNTs 233:234,249,250
que permiten la segregacién molecular de los tejidos de la placa neural y el ectodermo no
neural. En adicién a esto, se ha visto que Notch1 participa en la induccién del BPN
mediante la regulacion de los niveles de Bmp4 y estableciendo un adecuado gradiente
durante la formacion de este territorio 296297299 En relacion con esto, nuestro estudio
demostré que la deficiencia de Rfc1 genera 7 RDMs en el gen de Notch1. Varios de estos
RDMs estan localizados en regiones gendmicas que poseen un cambio en la accesibilidad
a la cromatina, que son blancos del factor pionero TFAP2A o que contienen la marca
H3K27ac (marca epigenética caracteristica de regiones enhancer) durante la
especificacion del BPN . Estos resultados, en conjunto con la observacion de la
expansion territorial de la expresion de Notch1y Bmp4, concuerdan con el rol descripto de
la via Notch1-Bmp4 la cual es capaz de inducir la generacion de células de la cresta neural
en regiones ectopicas 79-2°6:29.322.323 Eg importante mencionar que la deficiencia de RFC1
puede alterar la disponibilidad de la molécula SAM, por lo que podria generar otros
defectos relacionados con la metilacion (histonas y/o ARNs) y de esta forma también
alterar la via Notch1-Bmp4 o alguna otra via relacionada.

Finalmente, nuestro modelo deficiente de RFC1 mostré que el territorio del BPN

sufria una expansion en los embriones tratados; sin embargo, esta expansion no ocurrié a
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expensas del territorio neural. Esta expansion generd un aumento significativo de células
que coexpresaban los marcadores SOX2 (neural) y PAX7 (BPN). En ese aspecto, las
células del BPN poseen inicialmente esta capacidad de coexpresar los marcadores de
diferentes linajes celulares, conocido como estado primed 89237:266_ Sin embargo, a medida
que avanza el desarrollo pequefios cambios en los niveles de estos factores de
transcripcion linaje-especificos pueden desbalancearse e iniciar la salida del estado
primed hacia un destino celular especifico. Nuestros datos sugieren que la deficiencia de
folato es capaz de mantener o expandir el estado primed de las células progenitoras que
residen en los limites entre la placa neural y el BPN. Ademas, nuestros resultados
concuerdan con la observacion que la dinamica de la oscilacion de la
metilacion/demetilacion genera una heterogeneidad epigenética durante el desarrollo la
cual es requerida para las transiciones de estadios naive, primed y diferenciado 3'.

En conjunto, nuestros resultados caracterizaron la presencia de metilasas y
demetilasas en el BPN durante su delimitacion territorial. Ademas, proponemos un modelo
en donde la pérdida de funcién de Rfc1 generaria cambios en la metilacién de regiones
especificas del ADN, las cuales mantendrian el estado primed de los progenitores
ubicados entre los limites de la placa neural y del BPN. Los resultados que se obtuvieron
en esta seccion ya fueron publicados (Alata Jimenez, et al., Frontiers Cell and

Developmental Biology 2022). hitps://doi.org/10.3389/fcell.2022.834625
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Fig. 25.- Esquema representativo del modelo propuesto. Los niveles bajos de folato durante los
estadios tempranos de desarrollo del BPN afecta la metilacion del ADN vy la expresion del gen Notch1
que genera un aumenta y expande la expresiéon de Bmp4. Como consecuencia, un mayor nimero de
progenitores en estado “primed” son mantenidos debido a la coexpresion de marcadores del BPN y la
PN en los limites de estos territorios.

3.4.- Materiales y Métodos del Capitulo | y Il

Embriones

Huevos fértiles de pollo fueron obtenidos comercialmente e incubados a 37°C hasta
que los embriones alcanzaron los estadios deseados. Los embriones de pollo fueron
clasificados acorde al criterio de Hamburguer y Hamilton 2'8. Para las hibridaciones in situ,
los embriones fueron fijados toda la noche a 4°C en PBS (pH.7.4) que contenia 4% de
para-formaldehido (PFA), deshidratados y almacenados en metanol. Para los ensayos de
Inmunohistoquimica, los embriones fueron fijados por 15 min en 4% PFA en PBS e

inmediatamente procesados.
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Electroporacion de morfolinos y vectores

Se uso dos sets de morfolinos anti-sentido contra el receptor FolR1 y el transportador
Rfc1: FolR1-MO; Rfc1-MO; FolR1-spMO y Rfc1-spMQ) 2%, La inyeccion de los morfolinos
marcados con el fluorescente verde FITC (0.8mM FolR1-spMO; 0.75 mM Rfc1-spMO; 1mM
FolR1-MO; 1mM Rfc1-MO y 0.7mM Control-MO) mas 300ng/uL de ADN plasmidico (usado
como carrier) fue realizada de manera unilateral en estadio de gastrula. La electroporacion
fue realizada con 5 pulsos de 50ms a 5.5V y con intervalos de 100ms entre cada pulso.
Los embriones fueron cultivados en albumina en placas de cultivo de tejidos hasta los
estadios deseados. Todos los embriones fueron monitoreados y aquellos con poca y/o

parchada fluorescencia o con anormalidades morfologicas fueron descartados.

Hibridacion in situ (ISH)

Las ISH de embriones completos fue llevada a cabo segun descripciones anteriores
324 Brevemente, sondas marcadas con digoxigenina fueron sintetizadas a partir de ADNc
de los genes FolR1, Rfc1, Sox10, Fgf8, Sox2, Dnmt3a, Dnmt3b, Tet1, Tet2, Tet3, Bmp4 y
Notch1 usando plasmidos lineales. Las sondas hibridadas fueron detectadas usando un
anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina (1:2000, Roche) en
presencia de los sustratos NBT/BCIP (Roche). Los embriones fueron fotografiados usando
un estereoscopio ZEISS SteReo Discovery V20 Stereomicroscope (Axiocam 512 color) y

el software ZEISS ZENZ2 (blue edition).

Crioseccionamiento
Para los analisis histolégicos, los embriones fueron incubados en sucrosa 5% (en
PBS) por 2 h a temperatura ambiente y subsecuentemente transferidos a sucrosa 15% e

incubados toda la noche a 4°C. Finalmente, fueron incubados en 7.5% gelatina/15%
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sucrosa por 3 h a 37°C y congelados con nitrégeno liquido y guardados a -80°C para el
criocorte. Se obtuvieron cortes transversales de 10-15um que fueron usados para la
obtencion de fotos o para inmunotincion. Para la obtencion de fotos, los cortes fueron
lavados dos veces por 10 min en PBS con 5% Triton (PBS-T) a 42°C, luego lavados por 5
min en PBS-T y montados con Perma-Fluor Mounting Medium (Thermo Electron

Corporation).

Inmunohistoquimica (IHQ)

Cortes transversales de embriones electroporados fueron desgelatinizados, lavados
en PBS-T y subsecuentemente bloqueados con 5% SBF (Suero Fetal Bovino) en PBS-T
por 3 h a temperatura ambiente. Para la Fig. 5,10, 11 y 12, las secciones fueron incubadas
con los anticuerpos primarios toda la noche: conejo anti-H3K4me3, -H3K9me3, -
H3K27me3 y -H3K36me3 (1:500, todos de Abcam), conejo anticaspasa 3 clivada (1:250,
Cell Signaling), raton anti-PAX7 1gG1 (1:20; Developmental Studies Hybridoma Bank). Los
anticuerpos secundarios usados fueron: cabra anti-conejo Alexa Fluor 594 (1:1000;
Molecular Probes) y cabra anti-mouse IgG1 Alexa Fluor 568 (1:300; Molecular Probes), los
cortes transversales fueron montados y fotografiados utilizando el software NIS-Elements
AR (Nikon) en un microscopio (Eclipse E600; Nikon) usando objetivos de planos de
10x0.25 y 40x0.65.

Para la Fig. 18 los embriones completos y las secciones transversales fueron
incubadas con el anticuerpo primario por 2 dias a 4°C. Se usaron: ratobn monoclonal anti-
5mC (1:500, Abcam, ab10805), conejo policlonal anti-5hmC (1:500, Active Motif, Cat
N°39791), cabra policlonal anti-hSOX2 (1:500, Santa Cruz, Y-17). Para la Fig. 24 se usé
conejo monoclonal anti-SOX2 (1:1000, Abcam, ab92494) y ratbn monoclonal 1gG1 anti-

PAX7 (1:10, Developmental Studies Hybridoma Bank). Los anticuerpos secundarios
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usados fueron burro anti conejo 594, burro anti-ratén 488, burro anti-cabra 647, cabra anti-
conejo 594, y cabra anti-raton IgG1 647 (1:500, todos de Molecular Probes) y se incubaron
durante 1 dia a 4°C. Después de varios lavados, los embriones y las secciones
transversales fueron montadas y fotografiadas usando el microscopio invertido Carl Zeiss
Axio observer 7 (Axio observer Colibri 7, Axiocam 305 color, Axiocam 503 mono) y el

software Carl ZEISS ZEN2 (blue edition).

Western blot

Embriones electroporados unilateralmente fueron cortados a la mitad, las mitades
inyectadas y no inyectadas de los embriones fueron lisadas y homogenizadas usando un
pestle y 150 uL de buffer de extraccion (50mM Tris-HCI, pH 7.5; 100mM NaCl; 5mM EDTA)
que fue suplementado con inhibidores de proteasas (Complete Protease Inhibitor, Roche)
y 1% de NP-40. Subsecuentemente, las muestras fueron centrifugadas por 5 min a 1000g
a 4°C, y el sobrenadante que contenia las proteinas fue colectado. Las proteinas fueron
cuantificadas por Bradford, una cantidad igual proteinas totales fue corrida en un SDS-
PAGE y transferidas a una membrana para el blotting. Los anticuerpos primarios conejo
anti-H3K4me3, -H3K9me3, H3K9me3, H3K36me3 (1:1000, todos de Abcam) y raton anti-
tubulina (control de carga, 1:2000, Sigma-Aldrich) fueron incubados toda la noche a 4°C.
Finalmente, los anticuerpos secundarios conjugados cabra anti-raton HRP o anti-conejo
HRP (1:10000, ambos) fueron incubados por 45 min a temperatura ambiente para el
posterior revelado usando los reactivos ECL Plus de acuerdo con las instrucciones del

fabricante (GE Healthcare).
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DNA Dot-Blot

El ADN gendmico (ADNg) de los lados inyectados y no inyectados con los morfolinos
(del mismo embrion) fue denaturado y se realizé diluciones seriadas que fueron colocadas
en una membrana de nylon (Amershan Hybon-N+ Nylon Membrane, GE Healthcare). La
membrana fue crosslinkeada con luz ultravioleta, bloqueada con 5% de leche (libre de
grasa) en TBS-T (TBS + 0.1% Triton) por 1 h a temperatura ambiente, y se incubd con el
anticuerpo primario ratéon anti-5mC (1:1000, Abcam) toda la noche a 4°C. Después de
varios lavados con TBS-T, la membrana fue incubada con el anticuerpo secundario anti-
mouse IgG conjugado con HRP (1:10000, Molecular Probes) durante 1 h a temperatura
ambiente, el revelado se realiz6 utilizando el reactivo ECL Plus (GE Healthcare) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Para asegurar el uso de cantidades iguales de ADNg total
en la membrana, el mismo blot fue incubado con Bromuro de Etidio, visualizado por

exposicion a luz UV y fotografiado.

Tratamientos quimicos

El experimento de rescate se realizé mediante la adicion de acido folinico (FA, Sigma
F7878) diluido en la solucion de Ringer y afiadida a la albumina (concentracion final 45uM)
durante el cultivo de embriones después de la electroporacion 325, EI Metotrexato (MTX,
Sigma A6770) fue diluido en 0.1% de DMSO (Dimetilsulfoxido) en solucién de Ringer y

afiadido a la albumina (concentracion final 10uM) durante el cultivo de embriones.

Secuenciacion por bisulfito
El tratamiento con bisulfito y la recuperacion de las muestras se realizé con el kit
EpiTect Plus Bisulfite Conversion (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Brevemente, seis tubos neurales dorsales de lados tratados con Control-, FolR1-, Rfc1-
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spMO o rescatados con AF fueron lisados y convertidos con bisulfito y el ADN obtenido
fue recuperado en una columna EpiTect. Se realizé una PCR tiempo final anidada o semi
anidada 2% para analizar tres regiones en el locus Sox2. Los productos obtenidos fueron
corridos en un gel de agarosa, purificados y clonados en el vector pGEM-T Easy

(Promega). 8 clones individuales fueron secuenciados para cada muestra.

Cuantificacion de intensidades de las marcas 5hmC y 5mC

La cuantificacion de la intensidad de las marcas 5hmC y 5mC para la Fig. 17 fue
realizada utilizando el programa ZEN 3.0 blue edition. Brevemente, usando los archivos
Zeiss.czi se genero una figura oval fija (46.09 um?) que fue colocada sobre los nucleos a
lo largo de la placa neural y del borde de la placa neural (se utilizo la tincién con DAPI para
identificar los nucleos). Se midieron las intensidades de fondo y se definié un area de
referencia (ovalo de 167.61 um?) ubicada cerca de la linea primitiva para la marca 5mC y
en la parte media del borde de la placa neural para la marca 5hmC; adicionalmente, se
midio la intensidad del fondo para. Todos los datos de cada seccion se colocaron en una
hoja de calculo de Excel donde el fondo fue sustraido tanto de las marcas y del area de

referencia. La intensidad fue normalizada a la intensidad del area de referencia

Intensidad experimental . . :
(—EEEE AAPETRTE ) | os valores de todas las células por embrién (2-3 secciones por
Intensidad de la referencia

embridn, n=4) fueron promediados y la significancia fue calculada utilizando la prueba t de
Student.

La cuantificacién de la intensidad de las marcas 5hmC y 5mC para la Fig. 19 fue
realizada utilizando el programa Fiji usando los archivos Zeiss.czi de los lados inyectados
con los morfolinos y sus respectivos lados no inyectados. Brevemente, usando los archivos

Zeiss.czi se trazo una linea - longitud era de 9100 p y un ancho de 150 - desde la linea
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media del corte transversal hasta la region del ENN. Se calcul6 el ruido de fondo y se
sustrajo de las lecturas obtenidas, adicionalmente se seleccioné el area de referencia
generando una regién de 5128 uym? de manera similar a como se mencionoé previamente.

La intensidad fue normalizada a Ila intensidad del area de referencia

Int idad i tal . ., .
(—Rsaad eXPeTTMEA" ), una vez obtenidos los valores se procedié a hallar el ratio entre el
Intensidad de la referencia

lado inyectado y el lado no inyectado del mismo corte. Se utilizaron de 3-6 cortes
transversales por embridon con un n=5 para los Control-MO y n=4 para los Rfc1-spMO. Se
promedio los valores obtenidos por embridon y se calculd la significancia utilizando la

prueba multiple de t Student con un Q de 1%.

Representacion Reducida de la Secuenciacion por Bisulfito (RRBS-Seq)

El ADNg de dos replicas independientes y compuestas por ~18 embriones
electroporados con Rfc1-spMO y Control-MO (cada replica) fue extraido utilizando
Purelink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. El
ADNg fue enviado a la empresa CD Genomics para la construccién de la libreria, la
secuenciacion y el analisis bioinformatico. Brevemente, las muestras de ADN fueron
digeridas con la enzima Mspl. Los fragmentos de ADN fueron reparados en los extremos
por la adicién de una cola de Adeninas y ligadas con el linker de secuenciamiento, donde
todas las citosinas se encontraban metiladas. Los fragmentos de ADN entre 150-300 pb
fueron seleccionados y tratados con bisulfito utilizando EZ DNA Methylation Gold Kit (Zymo
Research). Finalmente, la amplificacion por PCR fue realizada para obtener la libreria final
de ADN y el secuenciado fue realizado con el equipo lllumina HiSeq PE150. La conversién
con bisulfito fue >99.5% para todas las muestras. Los estadisticos basicos de calidad de

las lecturas crudas fueron generados con FastQC tool
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(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastq). Los adaptadores de

secuenciacion y los datos de baja calidad (secuencias en los cuales el contenido de N era
mayor del 5% del total de la longitud de la secuencia) fueron removidos utilizando el
software Trimmomatic (V0.36) 3%6. Las secuencias obtenidas fueron mapeadas al genoma
de referencia galGal5 con el software BSMAP 327 | La informacion estadistica de los
alineamientos fue colectada y solamente las lecturas que tuvieron un mapeado Unico
fueron mantenidas para los siguientes analisis; adicionalmente, solo las citosinas
metiladas con una profundidad de cobertura de la secuencia de al menos 5 fueron usadas.
Los niveles de metilacion de las citocinas individuales fueron calculados como la relacion
de la profundidad secuenciada de las citocinas CpG (metiladas y verificadas) respecto a
la profundidad total secuenciada de las citosinas CpG individuales. El software metilene
(V0.2-7) fue usado para identificar RDMs (regiones diferencialmente metiladas) por un
algoritmo de segmentacion binaria combinado con un test estadistico de dos dimensiones
328 El andlisis de enriquecimiento de la Ontologia Génica (GO,

http://www.geneontology.org/) -de los genes relacionados con los RDMs- fue aplicada para

determinar procesos bioldgicos de interés. Se eligié la ruta de estimacién con un valor Q <
0.05 como enriguecimiento significativo con los genes relacionados a los RDMs. Basados
en los resultados de la anotacion de los RDMs y la base de datos de Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes (KEGG) 3%, el analisis de enriquecimiento funcional fue realizado
en los genes cuyo cuerpo geénico, sus regiones aguas arriba (upstream) y aguas abajo
(downstream) (ambas de 2kb de longitud) se superpusieran con los RDMs. Los datos
obtenidos del secuenciamiento se encuentran en el repositorio del NCBI bajo el numero

de acceso PRINA784944 (https://www.ncbi.nim.nih.gov/bioproject/784944).
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Analisis diferencial de union (DiffBind) de la vecindad del locus Notch1

El analisis diferencial de las marcas H3K27ac, ATAC-seq se realiz6 usando los
archivos .BED y .BAM para los estadios HH6 y HH9 que fueron proporcionados por
Rothstein (2020). Se usoé el programa DiffBind en R y se realizé acorde al manual del
programa usando la version galGal5 del genoma de pollo. Brevemente, se cre6 una tabla
gue contenias los nombres y las rutas de ubicacion de los archivos. Se filtraron las regiones
genomicas que no brindan datos confiables usando el comando >dba.blacklist. Una vez
filtrada estas regiones, se realizé el conteo de picos que se superponen con el genoma el
comando >dba.counts. Seguidamente se realiz6 la normalizacion de datos con el comando
>dba.normalize y el modelado con el comando >dba.contrast. Finalmente, el analisis
diferencial se realizé usando el comando >dba.analyze usando los métodos de edgeR y
DESeqg2 que estan incluidos en el paquete DiffBind. Los resultados fueron exportados en
un archivo .csv y se buscé aquellas zonas que presentaban una diferencia significativa
entre los estadios HH6 y HHO y que estuvieran cerca de la vecindad del gen Notfch1 usando

las coordenadas cromosomicas.
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IV.- CAPITULO Ill: EFECTO DE LA EXPOSICION PATERNA A
METOTREXATO EN EL DESARROLLO DE LA DESCENDENCIA'Y
ABUNDANCIA DE sncRNAs ESPERMATICOS DEL PADRE

4.1.- Marco Teorico

4.1.1 El folato y el efecto materno en el desarrollo

El embarazo representa un periodo de crecimiento tisular rapido tanto de la madre
como del feto, el cual esta altamente asociado con un incremento en los requerimientos
energéticos y nutricionales. La nutricibn materna durante el embarazo, como parte de “los
primeros 1000 dias”, es una ventana de tiempo critica para el 6ptimo desarrollo del feto
330 Durante este periodo, el folato juega un rol importante como sustrato fundamental para
el metabolismo C1 (red de vias metabdlicas que involucra la sintesis de nucledtidos,
reparacion del ADN, reacciones de metilacion y sintesis de neurotransmisores). Ademas,
a medida que avanza el embarazo, existen periodos donde los niveles maternos de folato
caen abruptamente hasta un 50% - debido a la demanda que tiene esta vitamina para
promover el crecimiento tisular- por lo que el consumo de suplementos es necesario para
evitar una serie de defectos congénitos 331:332,

En humanos, el efecto adverso de la deficiencia de folato fue establecido inicialmente
por Lucy Wills cuando determiné que extractos de levadura eran efectivos para el
tratamiento de anemia macrocistica en mujeres embarazadas 333. Ademas, como se
mencionod en el capitulo |, la deficiencia del folato ha sido ampliamente vinculada con la
alta frecuencia de defectos craneofaciales 915315 Asi como el hecho que la
suplementacion periconceptional con acido félico es capaz de reducir esta prevalencia a
nivel mundial 3233209210334 Estas observaciones realizadas en humanos también fueron

corroboradas en ratones, donde la deficiencia materna de folato o acido folico generaba
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malformaciones craneofaciales como fisuras del labio y/o paladar 32:33,150,334,335
Interesantemente, las ratonas que recibian suplementacion con acido félico tenian crias
que se caracterizaban por tener un mejor neurodesarrollo, asi como un incremento en la
proliferacién y diferenciacion neuronal de los progenitores neurales 33337 En conjunto,
todas estas observaciones indicaban que niveles adecuados de folato tenian la capacidad
de proteger el desarrollo del embridn.

De manera general, la fortificacion con acido félico ha permitido reducir la incidencia
de estos defectos a nivel global: en Estados Unidos se logré reducir un 35%, en Canada
un 46%, mientras que en Latinoamérica y el caribe la reduccion solo llego hasta un 10%
35338 En ese sentido, en Argentina se establecid la fortificacién de harina con 2.2mg/kg
acido folico observandose una reduccion de un 50% en relacién con los defectos del tubo
neural 3%, Si bien la fortificacion fomento la reduccién de estos defectos, todavia existe
una prevalencia de 1.69% de defectos orofaciales (fisura del labio y/o paladar) y del tubo
neural mientras que a nivel mundial es de 4.5% 340-342_ Estas altas prevalencias, aun luego
de la fortificacion en harinas y las suplementaciones maternas, nos indica que podrian

existir otros factores que podria estar actuando como agentes etioldgicos.

4.1.2 Herencia epigenética paterna
Un factor importante en el desarrollo de un organismo es la interaccién con el
ambiente, el cual es uno de los mayores mecanismos de evolucion que potencia las
variaciones fenotipicas que pueden ser transmitidas de generacion en generacion. Este
tipo de herencia de padres a hijos es denominada herencia transgeneracional y puede ser
inducida por contaminantes, alimentacidn o traumas 3843:54.57.343344 Considerando que los

defectos parentales son transmitidos a la descendencia a través de los gametos, el
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desarrollo de la herencia transgeneracional requiere que la linea germinal sea afectada y
transmita las “vivencias” de los padres.

Durante décadas se ha relacionado la salud de la descendencia con el nivel
nutricional de la madre antes, durante y después del periodo de gestacion, y por lo tanto
las suplementaciones alimenticias para su cuidado estan muy bien establecidas
35,148,331,345 A pesar de estos esfuerzos y sin contar defectos genéticos, alun existe una
prevalencia de los defectos asociados con la deficiencia de folato 338-342:346.347 Por |o tanto,
debe existir otro agente etioldgico con la capacidad de generar un anormal desarrollo de
la descendencia. En ese sentido, el genoma del esperma ha sido considerado
transcripcionalmente quiescente y solamente ha sido visto como contribuyente para
restaurar la diploidia del cigoto. Sin embargo, en los ultimos afios se ha demostrado que
las experiencias paternas pueden afectar el normal desarrollo de la descendencia
sugiriendo la presencia de un posible mecanismo no genético de herencia paterna 48348,

Esta idea de la herencia de caracteres adquiridos fue inicialmente debatida, sin
embargo, comenzo a adquirir interés debido a la acumulacién de evidencias obtenidas en
diferentes animales 4044.349-351 En estos estudios se demostrd que la exposicion ancestral
a toxinas, estrés mental y cambios en la dieta pueden ser heredados. La hipotesis de
herencia de caracteres adquiridos ha estado bajo debate principalmente por la existencia
del evento de reprogramacion epigenética que sufre tanto el cigoto como las células
germinales °'. Si bien se ha observado que la metilacién del ADN del esperma puede sufrir
alteracion después de una exposicidon a un estresor ambiental, la presencia de dichos
cambios no llegaba a mantenerse en las siguientes generaciones 3%2. Ademas, se observo
que las concentraciones paternas de folato (fuente dietaria de grupos metilo) tienen la
capacidad de afectar el epigenoma del esperma y por ende podrian afectar el desarrollo

de la descendencia 3°33%, Sin embargo, se sabe que muchas de las regulaciones
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epigenéticas, tales como las modificaciones postraduccionales de las histonas y las
metilaciones del ADN, tendrian poca influencia debido al cambios de histonas por
protaminas y al reinicio de la metilacion del ADN durante la espermatogénesis y el
desarrollo temprano 5'2723%  Ademas, se determind la existencia de variaciones
estocasticas en la metilacion del ADN espermatico capaces de generar una mayor
variacion que un estresor externo 3%:3%7  Por lo tanto, deben existir otras moléculas
capaces de transmitir esta informacion a la descendencia. En ese sentido, en la ultima
década, las nuevas tecnologias han permitido descubrir y evidenciar que el gameto
masculino posee informacion hereditaria en forma de ARNs pequefios no codificantes
(sncRNAs, del inglés small non-conding RNAs) 4%%0:52.3% | as principales poblaciones de
sncRNAs identificadas en el esperma son: microARNs (miARNs), fragmentos de tARNs

(tsARNs), piwiARNs (piARNSs) y fragmentos de ARNr y de ARNm (Fig. 26) 50:359.360,

Otros Fig. 26.- Abundancia de
sncRNAs durante la
espermatogénesis de
mamiferos. Esquema
representativo mostrando la

PIRNA abundancia de los principales

biotipos de sncRNAs a lo largo de

la espermatogénesis. En las

primeras etapas de la
mMiRNA espermatogénesis la poblacion de
piRNAs es la mas abundante en
comparacion con los miARNSs y los
tsARNs. Sin embargo, a medida
que la espermatogénesis progresa,
la abundancia de los piARNs
Espermatogénesis Maduracién disminuye y la poblacion de

tsARNs aumenta drasticamente
llegando a su pico durante la
maduraciéon en el epididimo. Por
. . . otro lado, la abundancia de los

microARNs se mantiene estable
durante todo este proceso. miARN:
microARN. Adaptado de Qi Chen et
al 2016 4°

tsRNA

Relativa distribucian espaciotemporal

Espermatide Espermatide

Espermatogonia Espermatocito
P g P redonda elongada

Espermatozoide

Testiculo Epididimo
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Uno de los primeros experimentos que directamente demostré la relacion entre los
ARNs espermaticos y la herencia de caracteres fue realizado en ratones donde
inyecciones cigoticas de ARN espermaticos del padre generaban una descendencia que
reproducia las alteraciones metabdlicas y conductuales observadas en los padres °. Es
decir, los sncARNs son potenciales y atractivos transportadores de la informacién no
genética en el espermatozoide. Particularmente, los tsARNs y microARNs son los biotipos
de sncARNs mas abundantes en los espermatozoides maduros 4°3%, postulandolos como
mediadores moleculares de las experiencias paternas tales como dietas hipergrasas
41,4254 hipoproteicas %°, estrés 4647 y la sensibilidad odorifica ante quimicos °” capaces de
afectar a la descendencia 41:46:54.56,57.360.361 | o5 tsARNs incrementan su abundancia a
medida que la espermatogénesis avanza y en ratones se ha determinado que los mismos
serian cargados en el epididimo, mediante epididisomas (vesiculas extracelulares)
359,360,362 Todos estos estudios desafian la ampliamente aceptada teoria de la barrera de
Weismann donde se dictaba la imposibilidad de un flujo de informacién desde el soma a
la linea germinal, mientras que a la una vez desacreditada teoria de pangénesis de Darwin
comienza a recibir atencion 3334 Asi mismo, se pone en evidencia el rol de la nutricién
paterna en relacidén con la calidad espermatica como una rama emergente con potencial

mediador de la salud de la descendencia 365366

Biogénesis y funcion de los tsARNs

Los tsARNs han sido identificados en un amplio rango de especies a lo largo de los
tres dominios incluyendo Archea, Bacteria y organismos unicelulares donde las vias de
sncARNSs tipo miARNSs, siARNSs (del inglés “small interference RNA”) o piARNs no estaban
presentes %7:368 Estas observaciones han posicionado a los tsARNs como la mas antigua

clase de sncARNSs para la funcionalidad y comunicacion intra e intercelular previo a la
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emergencia de sncARNs mas especializados 8. Los tsARNs se encuentran dentro de la
familia de tRFs (del inglés {RNA Fragments) o fragmentos derivados de tARN. En general,
los tRFs se pueden categorizar en seis grupos (dependiendo de su sitio de inicio y el final
de su posicién): tRF-5, tRF-3, mitad 5’ de tARN, mitad 3" de tARN, tRF-1, y tRF interno 36°,
Los tRF-5s comienzan en el extremo 5°del tRNA maduro hasta el brazo D o hasta el tallo
previo al anticodén, los tRF-3s derivan del extremo del 3'-CCA del tARN maduro. Las
mitades 5 y 3’ de tARN también son llamados ARN derivados del tARN o tsARNs son
generadas por el clivaje en el anticodon de los tARNs maduros. Los tRF-1s son generados
a partir del 3" trailer precursor de tARNs y lo tRF internos provienen del loop anticodén
(Fig. 27 A, B). La formacioén de los tsARNs esta mediada principalmente por la actividad
de la RNasa angiogenina (presente solo en mamiferos), asi como por otras RNasas tipo
Dicer, ARNasa T2, L; las cuales actuan preferentemente sobre el anticodon y el codo del
tRNA bajo condiciones de estrés 368370-378

Los tsARNs son ubicuamente expresados y su generacion es conservada entre
organismos como respuesta ante condiciones de estrés tales como el estrés oxidativo,
falta de nutrientes, estrés hiperosmotico, e infeccion viral 374.376.379.380Sin embargo, estos
tsARNs también existen en condiciones homeostaticas como en el sistema
hematopoyético, higado fetal y placenta, fluidos espermaticos, cerebroespinal y orina asi
como en vesiculas extracelulares 3%°. Los tsARNs generados bajo condiciones
homeostaticas y de estrés pueden ser diferenciados por la longitud de su secuencia: los
primeros poseen una longitud corta de 15-22nt, mientras que los generados bajo estrés se
encuentra entre los 31-40nt 367:374.375.378.379_F| ro| funcional de los tsARNs ha sido vinculado
con la regulacion negativa de la traduccion y formacion de granulos de estrés, el
silenciamiento de ARN mensajeros, regulacion positiva de la traduccion promoviendo la

biogénesis de los ribosomas o estimulando la traduccién global 378381-384 Todas estas

95



CONICET e | i i ~ -
“7 Hg'c‘i'sasa'dad CONICET == Universidad
__JldeSanMartin . ey ™% | | Nacional

Martin &
I N T E C H I N T E C H

caracteristicas le dan un importante rol a los tsRNAs como mecanismo de respuesta
biolégico ante diferentes condiciones?’7-279,

Por otro lado, se ha visto que la biogénesis, estabilidad y funcionalidad de los ARNs
es altamente dependiente de su estado de modificaciones postranscripcionales,
principalmente metilaciones (Fig. 27 C, D) %6263 | os tARN poseen mas de 90 diferentes
modificaciones y en promedio (en humanos) cada molécula posee de 11-13
modificaciones permitiéndoles tener toda una variedad de regulacion postranscripcional
385 |as diferentes modificaciones presentes en el tARN pueden ser clasificadas en dos
grupos: modificaciones del nucleo y del anticodén. Esta clasificacion se origina por el
rearreglo que adquiere el tARN en su forma 3D-L 3%. Las modificaciones del nuicleo son
simples (metilaciones) y estan mayormente implicadas en el plegamiento y estabilidad de
los tARNs; mientras que las del anticodon son complejas (inosina, isopentil) y estan mas
implicadas en la regulacién de la sintesis de proteinas 37-389 Entre las modificaciones del
nucleo se puede mencionar m'G9, m?G10, m?2G26, m°C37, m°C48, m°C49, m’G46,
m’G49, m°C52, m'A57, m'A58; mientras que en el anticodon se tiene m°C34, tSA37 (t:
treonilcarbamoil), i°A37 (i: isopentil), 137(l: Inosina), m°C38 3%.

En eucariotas, las metilaciones observadas en los tARNs son generadas
principalmente por 3 enzimas: la NSUN2, 6 (NOL1/NOP2/SUN) y la homdloga a la
metiltransferasa de ADN DNMT2 (del inglés DNA MethylTransferase 2) 3°'3%2, Una de las
grandes diferencias entre estas metiltransferasas de ARN es su especificidad a nivel de la
posicion del nucledtido, como a nivel del biotipo de tARN que metila. La DNMT2 genera
metilaciones en las posiciones C37 y C38 mientras que la NSUN2 genera una metilacion
mas ubicua (C34, C40, C48, C49 y C50). Por otro lado, la actividad de la DNMT2 es
especifica de los tARNs-AspC®UC, -Gly©CC, -Val*C mientras que la NSUN2 actiia sobre

diferentes tARNs 392,
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Fig. 27.- Biogénesis de tsARNs y modificaciones postranscripcionales del tARN. Esquema
representativo de la formacioén de los diferentes tipos de tRFs que se genera por el clivaje del tARN. Los 3’
y 5’ tsARNs se generan por un clivaje en el anticodén (A) mientras que los otros tipos de tRF se generan por
clivaje en los brazos T y D (B). (C) Ubicacion de las principales metilaciones tARN involucradas en la
respuesta a estrés. Las principales metilaciones que son susceptibles al estrés se encuentran en el brazo
variable (C48, C49) y en el brazo del anticodon (C34, C37, C38) y son generadas por NSUN2 y DNMT2. (D)
La estructura 3D del tARN posee dos regiones expuestas que son susceptibles al clivaje por ARNs bajos
condiciones de estrés: el codo del tARN y el anticodon. Adaptado de Chen et al 2021 38°,
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La importancia de estas modificaciones ha sido observada en los tsRNAs
espermaticos al incrementar tanto su estabilidad asi como su funcionalidad. Es mas, la
transmisién de desordenes metabdlicos adquiridos por via paterna es dependiente de la
presencia de modificaciones postranscripcionales %#%. Especificamente, se observé que
las modificaciones m'A y m°C son las mas abundantes en la fraccién de tsRNAs y su
abundancia se ve afectada como respuesta ante un estrés 4%, Asi mismo, se determino
que el incremento de estas metilaciones esta acompafiado por un incremento en la
expresion de la metiltransferasa Dnmt2, destacando el importante rol que posee esta
enzima. Esto ultimo fue corroborado cuando se observé que la pérdida de la Dnmt2
suprime la habilidad del esperma de recapitular los desérdenes del padre en la
descendencia %63%,

Todos estos antecedentes nos fomentan a explorar la intrigante posibilidad que la
deficiencia paterna de folato pueda impactar en el desarrollo de la descendencia, y que
esto pueda ser debido a cambios en la metilacion y abundancia de los sncRNAs

espermaticos.

4.1.3 Metotrexato, folato y desarrollo embrionario

El metotrexato (MTX, formalmente conocido como amenotopterin y su analogo
cercano aminopterin) fue una de las primeras drogas disefiadas de manera inteligente para
el tratamiento contra el cancer e inhibir enzimas dependientes de folato. Sin embargo, hoy
en dia es una droga de primera linea contra la artritis reumatoidea, artritis idiopatica juvenil
y psoriasis, asi como enfermedades inflamatorias, esclerosis multiple, lupus eritematoso
sistémico y otras enfermedades conectivas 39439, La forma nativa del metotrexato posee
un glutamato; sin embargo, dentro de la célula, el metotrexato puede sufrir la adicion de

varios glutamatos (poli glutamato) y permanecer en el tejido por semanas 3%°-3%, La version

98



Universidad

CONICET Universidad CONICET

,\,-§ D Nacional . ,\ Nacional
(&, de San Martin (\ de San Martin
I N T E C H I N T E C H

con poli glutamato es la forma activa de esta droga e inhibe proteinas dependientes de
folato como MTHFR (Metilen-tetrahidrofolato reductasa), RFC1 (Transportador de folato
reducido) y DHFR (dihidrofolato reductasa) 395:399:400,

El uso del MTX ha sido relacionado con un elevado indice de anomalias congénitas
en nifios nacidos de madres expuestas. La exposicion intrauterina a MTX ha sido ligada
con defectos craneofaciales y de extremidades, asi como también retardo en el desarrollo
224 El uso de drogas anti-folato también contribuye a la generacion de anormalidades
cardiovasculares, del tubo neural, y del tracto urinario 4°4%2, Particularmente, el MTX es
un potente agente abortivo utilizado en embarazos ectépicos, y por lo tanto su utilizaciéon

estd completamente contraindicada al menos 3 meses antes de la concepcidn 403,

MTX Fig. 28.- Mecanismos de
transporte del metotrexato y
RFC1 s enzimas diana. El transporte del
/ \ metotrexato a través de las
membranas biolégicas es mediado
- FOLR1/2 Por el transportadore de folato
reducido (RFC1) y los receptores de
\ folato (FR). Dentro de la célula, el

MTX

'4

metotrexato es convertido a su forma
de poli glutamato (MTXglu) lo cual
reduce su eflujo incrementando su
tiempo de vida media. ElI poli

— MTXglu (1-7) glutamato intracelular inhibe varias

DHFR J_ enzimas del ciclo del folato como la
dihidrofolato  reductasa (DHFR),

MTHFR metilen tetrahidrofolato reductasa

SAM (MTHFR) culminando finalmente con

una reduccion de la molécula SAM y
por lo tanto de reacciones de

REACCIONES metilacion. Adaptado de Yosha
RE Bedoui et al 2019417
METILACION

Por otro lado, investigaciones previas han identificado una variedad de hechos

relacionados con el uso de MTX y un probable efecto genotdxico en el esperma, el cual
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puede resultar en enfermedades cronicas o anomalias congénitas 374%. Sin embargo, la
mayoria de los estudios realizados son de caracter epidemioldgico o recopilacion de datos,
por lo que la etiologia investigada podria enmascarar otros factores externos no
controlados como la dieta, el consumo de alcohol y estilo de vida en general 36404-406,
Ademas, son muy pocos los estudios en animales modelos por lo que existe la necesidad
de entender los posibles efectos del MTX en la descendencia de manera in vivo 4%’ Hasta
la fecha no hay ningun tipo de contraindicacion que haya sido sugerida para los hombres
que toman MTX mientras tratan de concebir un hijo. En ese sentido, el uso de animales
modelos, como el pez medaka (Oryzias latipes), ofrecen una alternativa para estudiar el
efecto paterno de la exposicion a metotrexato en la descendencia.

El pez medaka posee un corto periodo generacional por lo que el estudio del efecto
paterno del MTX en la descendencia es sumamente factible. Esta especie posee un
desarrollo embrionario de aproximadamente 9 dias, luego del cual se convierten en larvas
juveniles y llegan a la madurez a los 3-4 meses 4%, Durante el desarrollo temprano, los
embriones de medaka se caracterizan por poseer un corion translucido permitiendo hacer
un seguimiento a su desarrollo. Esta caracteristica - similar al pez cebra- ha permitido que
sea utilizado como un modelo para el estudio del desarrollo embrionario, toxicologia,
carcinogénesis y comportamiento %413, |a popularidad de este modelo se incremento
cuando su genoma estuvo disponible 414, Una caracteristica importante de los peces es la
fecundacion externa, que permite evaluar el efecto directo de la linea germinal quitando el
componente de interaccion madre-feto como ocurre en mamiferos. En general, medaka se
ha convertido en un interesante modelo para el estudio del efecto epigenético
transgeneracional 413415,

Teniendo en cuanta estos antecedentes, hipotetizamos que el tratamiento con drogas

anti folato, como el metrotexato, es capaz de alterar la abundancia y las modificaciones
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postranscripcionales de los sncRNAs espermaticos capaces de afectar el desarrollo de la
descendencia. Para ello utilizaremos como modelo animal al pez medaka y planteamos el
siguiente objetivo general: Determinar el efecto del tratamiento con metrotexato
sobre la abundancia y modificaciones postranscripcionales de sncRNAs
espermaticos y sus consecuencias en el desarrollo de la descendencia.
Objetivos especificos:
1.- Analizar el efecto de la exposicion paterna a metotrexato en el desarrollo de la
descendencia.
2.- Determinar el efecto de la exposicion paterna a metotrexato en la abundancia de
sncRNAs espermaticos y sus modificaciones postranscripcionales.
3.- Evaluar el impacto de los sncARNs paternos (afectados) en el desarrollo de la

descendencia

4.2.- Resultados

4.2.1 Efecto de la exposicion paterna a metotrexato en el desarrollo de la

descendencia

a.- La exposicion paterna a metotrexato induce malformaciones de los

cartilagos craneales en la descendencia

Para investigar el impacto del tratamiento paterno con drogas anti-folato sobre la
progenie, decidimos realizar inyeccion intraperitoneal de MTX?22395416 en peces machos
adultos de medaka en las dosis de 10mg de MTX por Kg de peso corporal (10MTX) y
50mg/Kg (50MTX). Después de 7 dias, fecundamos oocitos obtenidos de hembras control
(sin contacto con los machos) con el esperma extraido de machos tratados y control (Fig.
29 A). Lo primero que nos preguntamos fue si el tratamiento con MTX podria afectar la

fecundidad, sobrevida y eclosién de la descendencia (Fig. 29 B-E). Nuestros resultados
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mostraron que ninguno de estos parametros se veia afectados significativamente ante los

tratamientos con MTX.
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Teniendo en consideraciéon esto, decidimos evaluar en primera medida si el tratamiento
paterno con MTX es capaz de afectar los cartilagos craneales en la descendencia. Para
ello, realizamos tinciones con azul alcian en larvas provenientes de la fecundacion in vitro
que tenian 3 dias pos-eclosion (dpe) y realizamos la medicion de 3 cartilagos dorsales

(orbital anterior, barra epifisial y orbital anterior), 4 cartilagos ventrales (Meckel, ceratohial,
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basibranquia y palatocuadrado), el area del cartilago de Meckel y el angulo del ceratohial

(Fig. 30 A-J).

A C barra epifisial (be) D orbital posterior (op)
240 L 260 ns
=
240
20 [
E T | £
5 S ‘
R 3
e 2 | oo
5 2 200
3 K]
180, L
180
ctrl 10mg/Kg MTX  50mgiKg MTX
Crrl 10mg/Kg MTX  50mg/Kg MTX ctrl 10mg/Kg MTX ~ 50mg/Kg MTX
meckel (mk) F ceratohial (ch) G i basibranquia (bb)
E w0 500 ewep <0000t B
= *xx20<0.0001 ns ns
1
120 400 E
= ) e
2 \ 5, 300, T:’ ot
3 100] S %
2 | 9 20 §
5 { g —— g s
80
100 200
ctrl 10mg/Kg MTX  50mglKg MTX ctr 10mg/Kg MTX  50mg/Kg MTX o 1omg/KgMTX.  Bomp/icg MIX
H palatocuadrado (pc) area de meckel (amk) J angulo del ceratohial (ach)
™ 15000 [

"

280,

| T — B
. e
%0
260 10000. y 4
g ) r— < wy © 4
——r iR e 4
) & D 1 7
( s000{ © 7
220 | ) ]
/ 1
I /
a o a

cul 10mg/Kg MTX 50mgiKg MTX ctrl 10mgiKg MTX 50mg/Kg MTX cirt 10mg/Kg MTX 50mg/Kg MTX

Longitud (um)
Area
Angulo (%)

Fig. 30.- La exposicion paterna a MTX reduce la longitud de cartilagos craneales de la descendencia. (A) Vistas
dorsal y ventral de la cabeza de medaka mostrando los cartilagos analizados. (B-J) Graficos de violin representando
la longitud de los diferentes cartilagos craneales, angulos y areas en el control (Ctrl), 1T0MTX y 50MTX. El analisis
estadistico fue desarrollado usando ANOVA de una via seguida de la prueba de comparacién multiple de Tukey.
Numero de embriones analizados: Control (n=14), 10MTX (n=14), 50MTX (n=26). NS: p > 0.05

De los cartilagos dorsales, pudimos observar una reduccion significativa en la
longitud del orbital anterior (también conocida como taenia marginalis anterior) en el grupo
de 50MTX (115.02 um £ 9.03) cuando era comparado con el grupo 10MTX (130.02 ym +
10.22) y el control (125.98 ym £ 15.77). En el lado ventral, el ceratohial se encontraba
reducido casi en la mitad de su longitud tanto en el grupo 10MTX (192.99 ym + 7.55), como
en el grupo 50MTX (185.42 um + 8.71) comparado con el control (363.64 ym + 18.96). No

encontramos diferencias significativas en las demas mediciones realizadas.

103



CONICET Hni\{ersildad
oo L,
I N T E C H

Lo siguiente que evaluamos fue la morfologia de los cartilagos seleccionados y
encontramos que tanto el orbital anterior y el basihial presentaban una forma anormal (Fig.
31). El orbital anterior presentaba una forma serpenteante en lugar de una forma curvada
(Fig. 31 B). Este fenotipo fue significativamente prevalente en el grupo de 50MTX (Fig. 31
C). Sin embargo, el cartilago afectado de manera mas drastica fue el basihial, cuyos
fenotipos presentaban una forma de espatula curvada (moderado) o una forma de garfio
(severo) (Fig. 31 D, punta de flecha). La cuantificacion de los fenotipos observados reveld
que la severidad del fenotipo incrementaba significativamente tanto en el grupo 10MTX
como 50MTX comparado con el control (Fig. 31 E). Ademas, observamos que el fenotipo

moderado y severo presentaban una mayor prevalencia en el grupo 50MTX en

comparacion con el grupo 10MTX.

A oa normal

D Normal

oa afectado

Moderado

Severo

Fig. 31.- La exposicion paterna a MTX genera malformaciones en los cartilagos craneales de la
descendencia. (A, B) Vistas dorsales de un embrién normal y afectado en el orbital anterior (0a). EI embrion
afectado (B) presenta un orbital anterior con forma curvada. (C) Histograma representado la cuantificacion de los
porcentajes de embriones que presentaron los fenotipos de (A) y (B). (D) Vista lateral de una larva mostrando el
cartilago basihial normal (forma de pala), con deformidad moderada (forma curvada) y severa (forma de garfio).
(E) Histograma representando la cuantificacion del porcentaje de embriones que presentaron los fenotipos
observados en (D). Los numeros en las barras en (C) y (E) representan el nimero de larvas analizadas. El analisis
estadistico fue realizado usando una tabla de contingencia seguida de la prueba exacta de Fisher y cada

tratamiento fue comparado con el control independientemente.
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De manera general, todos estos resultados soportan la idea que la exposicidn paterna
a MTX puede afectar el desarrollo de los cartilagos craneales de la descendencia,
indicando que el esperma puede transportar informacion que estaria involucrada en la

herencia de los fenotipos observados.

4.2.2 Efecto de la exposicion paterna a metotrexato en la abundancia de sncARNs
espermaticos y sus modificaciones postranscripcionales.
a.- La exposicién paterna a MTX altera la abundancia de sncARNs en el esperma
En la ultima década, los sncARNs han sido indicados como portadores de
informacion epigenética a través de generaciones y como mediadores de los atributos
heredados por via paterna 4146.56,57,360,361418  pPgrg evaluar si el tratamiento con MTX es
capaz de afectar el contenido de sncARNSs, realizamos secuenciados masivos de ARNs
pequefios (~18-30 nt de longitud) a partir del esperma de machos control y 10MTX.
Nuestros resultados identificaron diferentes biotipos de sncRNAs que incluyen: ARNr (ARN
ribosomales), tARNs (ARN de transferencia), miARNs (microARNs), ARNs pequefos
nucleolares (snoARNs), ARNs pequefios nucleares (snARNs) y otros ARNs (miscARN)
(Fig. 32 A). El analisis comparativo mostré que los ARNr eran los mas abundantes tanto
en el control (84.39% + 3.90) como en el tratamiento con 10MTX (70.96% + 15.27). El
segundo biotipo mas abundante fue el de los tARN, este biotipo mostrd un enriquecimiento
en respuesta al tratamiento (25.68% * 13.99) comparado con el control (9.37% = 2.80).
Por otro lado, los miARNs se encontraban reducidos en el tratamiento con 10MTX (1.62%
+ 0.75) comparado con el control (3.84% + 1.48). Al observar que los tARNs eran una de
las poblaciones de sncRNAs mas afectadas, decidimos evaluar cuales eran los mas

abundantes (Fig. 32 B). Nuestros resultados mostraron que de los 625 tARNs identificados
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en el genoma de medaka (http://lowelab.ucsc.edu/GtRNAdb/Olati2/), 9 tARNs eran los mas

abundantes: tARN-GIuCYC, -AspCUC, -GlyCCC, -GIyUCC, -LysCUU -GlyCCC -GluYYC, -AsnCll y
-Ala¥®C. Los demas tARNs poseian una abundancia menor al 1% que en conjunto
sumaban 11%. Algunos de los mas abundantes correspondian al del acido aspartico (con
el anticodon Asp®UC), acido glutamico (GIuCYC y GIuYUC), lisina (Lys®UV) y glicina (Gly®CC),
los cuales fueron significativamente enriquecidos ante el tratamiento con MTX (Fig. 32 C-
D). Todos estos resultados demuestran que la exposicion paterna a MTX afecta la

abundancia relativa de tRNA especificos en el esperma.
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Fig. 32.- Exposicion paterna a MTX afecta los sncARNs espermaticos. (A) Histograma representando la
comparacion de los sncRNAs espermaticos entre los machos control (Ctrl) y 10MTX (MTX1-3). (B) Histograma
mostrando los biotipos de tARNs del esperma de machos tratados con MTX. (C) Grafico de volcano
representando los sncARNs diferencialmente expresados entre el control y MTX. El analisis de expresion fue
realizado usando DESeq2 el cual usa la prueba de Wald con dos colas. (D) Grafico MA mostrando las cuentas
normalizadas (base mean) para los diferentes sncARNSs. Las lineas punteadas representan los valores umbrales
para los valores significativos de regulacion positiva y negativa (+= 1logzfold change y -logioPvalue 21.3).
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b.- Las mitades 5’ tsARNs son preferencialmente acumuladas en el esperma ante el

tratamiento con MTX

Uno de los mecanismos de respuesta de las células ante estrés, u otros factores
externos, es el clivaje de los tARN en mitades 5" y 3" (5'tsARNs y 3'tsARNs) 5456:62.419,
Particularmente, el ARN espermatico posee una gran abundancia de fragmentos de tsARN
los cuales poseen potenciales roles regulatorios en el desarrollo embrionario temprano
49,54,56,359.361 ' Tenjendo en cuenta esto; evaluamos la presencia de 5° y 3'tsARNs vy
observamos que los fragmentos 5tsARN correspondientes a los tres tRNAs mas
abundantes (5" tsARN de Asp®YC, LysCUY y GIlyCCtC) se encontraban significativamente
incrementados en el esperma del grupo tratado con 10MTX; mientras que los fragmentos
3'tsARN no presentaban cambios (Fig. 33). Adicionalmente, evaluamos el porcentaje de
abundancia de las mitades 5 respecto a sus correspondientes mitades 3’ y observamos
un incremento significativo para el tARN-Asp®UYC y -GIly®°C en el tratamiento con
metotrexato (Fig. 34 A). Es importante mencionar que para algunos tARNs (por ejemplo:
tARN-GIUCYC, -GIuYUC y -GlyYcC) las lecturas mapeadas para el control y MTX estaban
conformadas mayoritariamente por sus mitades 5°, mientras que sus correspondientes
mitades 3’ eran casi indetectables. En otros casos, los porcentajes de abundancia de
mitades 5’y 3" era similares y no cambiaban ante el tratamiento (tARNs-ProYG¢ y -ArgUcV)
o bien disminuian significativamente las mitades 5° (Fig. 34 B).

Estos resultados sugieren que el tratamiento con MTX podria estar cambiando el
procesamiento o estabilidad de tARNs especificos que culminaria con una abundancia
diferencial de sus mitades 5’ y 3'. Los fragmentos 5tsARNs pueden ser generados en
diversos tejidos y lineas celulares con un tamafio que se encuentra entre los 15-22 nt 367,

Sin embargo, cuanto los tejidos o lineas celulares estan expuestas a un factor estresante,
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los 5’ tsARNs generados poseen un mayor tamario (31-40 nt) 374375, Para evaluar esto,
comparamos la distribucién de la longitud de los fragmentos derivados de tARNs en ambas
condiciones y observamos un cambio hacia fragmentos mas largos en el grupo tratado con

MTX (promedio 29nt) en relacién con el control (promedio 24nt) (Fig. 34 C).
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Fig. 33.- La exposicion paterna a MTX induce una expresion diferencial de tARNs especificos. (A) Grafico de
volcano representando la abundancia de las mitades 5" y 3" de los tARNs que fueron diferencialmente expresado en
los machos tratados versus los controles. El analisis diferencial de expresion fue realizado usando DESeq2 el cual
usa la prueba de Wald con dos colas. (B) Grafico MA mostrando las cuentas normalizadas (base mean) para las
diferentes mitades 5’y 3'de los tARNs. Las lineas punteadas representan los valores umbrales para los valores
significativos de regulacién positiva y negativa (+= 1logzfold change y -logioPvalue 21.3).

Esto puede visualizarse si analizamos de manera individual los tARNs GIuCYc,
AspC®YC, y Lys®Y donde sus mitades 5tsARNs se encontraban incrementados
significativamente (Fig. 35 A-C) y el tamafo de las lecturas mapeadas era mayor que en
los controles (Fig. 35 D-F). Para poder descartar que esta diferencia en los tamafos entre
el grupo 10MTX y el control se deba a un sesgo en la seleccion de tamafo cuando se
realizaron las bibliotecas, evaluamos la distribucion de tamanos de las lecturas que
mapean ARNr en ambos grupos (Fig. 36). El analisis mostré que la cobertura y la longitud

de los fragmentos mas abundantes derivados de ARNr eran ligeramente mas largos (dos

nucleotidos mas grandes en promedio) en el tratamiento con MTX (Fig. 36 B), pero no tan
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dramatico como lo observado para los tsARNs. Todos estos resultados sugieren que la

exposicion paterna a MTX altera la abundancia y el sitio de clivaje de tARNs en el esperma.
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Fig. 35.- La exposicion paterna a MTX induce un clivaje diferencial en los tARNs con expresién diferencial.
(A-C) Histogramas mostrando la cobertura de lectura de los tARNs mas abundantes y con in incremento
significativo de las mitades 5°. El histograma muestra una mayor lectura para la mitad 5" en los machos tratados
con MTX. (D-F) Histogramas representado la distribucién de las longitudes de los tARNs mapeados en (A-C). La
longitud de la secuencia es mucho mayor en los tratados con MTX que los controles. Los graficos representan
tres réplicas biologicas independientes (n=3) compuesta de un pool de esperma de 9 machos. Los valores son
las medias + SD.
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Fig. 36.- La exposicion paterna a MTX no afecta el clivaje de los ARNr. (A) Histograma mostrando los biotipos
de ARNFr del esperma de machos control y tratados con MTX. (B) Histograma mostrando la variaciéon de la longitud
de los ARNr mapeados en los controles y machos tratados con MTX. La linea punteada representa la longitud media
de los ARNr para los controles y tratados con MTX. Los graficos representan tres réplicas biolégicas independientes
(n=3) compuesta de un pool de esperma de 9 machos. Los valores son las medias + SD.

c.- La exposicion paterna a MTX incrementa la modificacion m5C en ARNs

pequenos

Los tRNAs sufren diferentes modificaciones postranscripcionales que son
importantes para su clivaje especifico, estabilidad y funcionalidad 387420, asi como para la
transmision de experiencias paternas hacia la descendencia 8163421422 Por |o tanto,
decidimos evaluar por UHPLC-MS-MS el estatus de metilacion de dos poblaciones de
ARNs aislados a partir de machos tratados con MTX y control: 1- ARNs de 20-50 nt
(mayoritariamente enriquecida en mMIARN y tsARNs), y 2- ARNs de 50-90 nt
(mayoritariamente enriquecida en tRNAs maduros). Dentro de la poblacién de 20-50 nt, no
observamos diferencias significativas entre los grupos MTX y control (Fig. 37 A). Sin
embargo, en la poblacion de 50-90 nt, encontramos que el tratamiento con MTX generaba

un incremento significativo en la abundancia relativa de diferentes modificaciones (Fig. 37
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B). Entre las modificaciones mas abundantes analizadas (m1A y m5C), solamente m5C
se encontraba incrementada significativamente en las muestras tratadas con MTX. Entre
las otras modificaciones menos abundantes, observamos que m2G, m7G y m2’2G estaban

incrementadas significativamente en el grupo MTX.
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Fig. 37.-La exposiciéon paterna a MTX altera las modificaciones postranscripcionales en la fraccion de tARNs
espermaticos y la expresion testicular de las metiltransferasas de ARN. Histogramas comparando la metilacion del
ARN en controles y tratados con MTX usando HPLC-MSMS en las fracciones de 20-50 nt (A) y 50-90nt (B). Los datos
representan dos réplicas biolégicas independientes (n=2) compuesta por ARN aislado del esperma de 9 machos. El analisis
estadistico fue realizado usando la prueba no pareada y de dos colas de t de student. Los valores representan media +
SD. (C) Representacién esquematica de la ubicacion de los nucleétidos modificados en la estructura secundaria y terciaria
del tRNA. (D) RT-gPCR para las metiltransferasas de m1A (TRMT6), m5C (DNMT2 y NSUN2) en el testiculo de controles
y machos tratados con MTX. La expresion génica fue normalizada usando los genes de expresion constitutiva Rpl7 y Ef1.
El analisis estadistico se realizé6 usando la prueba no pareada y de dos colas t de student. Cada punto representa una
muestra bioldgica independiente compuesta del ARN aislado del testiculo de un macho. Los valores son la media + SD.

Es importante mencionar que los tRNAs presentan 4 sitios susceptibles a metilarse
en 5mC (Fig. 36 C) en la region 3’ y que los mismos estan relacionados con el clivaje

enzimatico en mitades tsARNs®*%423 Dada las diferencias observadas en algunas

112



CONICET e | i i ~ -
“7 Universi dad CONICET ‘ == Universidad

~y Nacional v
de San Martin ~=w | | Nacional
\’X \_,’\

I N T E C H I N T E C H

modificaciones postranscripcionales, decidimos evaluar la expresion de metiltransferasas
de ARN en el testiculo de machos control y tratados con MTX (Fig. 36 D). Particularmente,
nos enfocamos en las metiltransferasas de ARN que generan las marcas mas abundantes.
La expresion de la Trmt6 -la cual cataliza la metilacion m1A- no presentaba un cambio
significativo. Por otro lado, al evaluar la expresion de la Dnmt2 y Nsun2 (ambas catalizan
la metilacion m5C), observamos que la Dnmt2 se encontraba sobre expresada
significativamente, pero no la Nsun2. En conjunto, estos resultados sugieren que el
tratamiento con MTX incrementaria la expresion de Dnmt2 y por ende la metilacién en 5mC
de los tRNAs, lo cual podria conllevar a un aumento en el clivaje de los tARNs en mitades

tsRNAs, siendo las mitades 5tsARNs las mas estables respecto a las mitades 3'tsARNSs.

4.2.3 Impacto de los sncARNs paternos (afectados) en el desarrollo de la
descendencia

a.- Inyeccion cigética del ARN espermatico procedente de machos tratados

con MTX recapitula parcialmente el fenotipo craneofacial.

Para poder determinar el potencial rol de los ARNs pequeios espermaticos alterados
como posible causante de los defectos craneofaciales observados, realizamos inyecciones
cigodticas de diferentes fracciones de ARN. Para ello, el ARN extraido de machos tratados
con MTX y controles fue corrido en un gel de poliacrilamida y las fracciones
correspondientes a 20-50 nt y 50-90 nt fueron recuperadas (Fig. 38 A, B). Posteriormente,
estas fracciones fueron inyectadas independientemente o en combinacion (20-90nt) en

oocitos fertilizados provenientes de parejas wild type (Fig. 38 C-E).
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Fig. 38.- Aislamiento de las fracciones de ARN espermatico e inyeccion cigoética. Geles de poliacrilamida
representado la corrida electroforética antes (A) y después (B) del aislamiento de las fracciones de ARN de 20-
50nt y 50-90nt. (C-D) Representacion esquematica de la inyeccion cigética de las diferentes fracciones de ARN
aislado de machos control y tratados con MTX.

Inicialmente, no observamos diferencias en los porcentajes de eclosiéon (Fig. 39 A-
C) y de supervivencia (Fig. 39 D-F) entre las inyecciones cigoticas de ARN provenientes
del esperma de machos tratados con MTX o los controles. Considerando que nuestros
resultados anteriores mostraron que los cartilagos ceratohial y basihial eran los mas
afectados, nos enfocamos en analizar estos cartilagos. Pudimos observar que la inyeccién
de las fracciones 20-50 nt, 50-90 nt o la combinacion (20-90 nt) generaba una reduccién
significativa de la longitud del ceratohial (Fig. 40) en las dos dosis de tratamiento con MTX

comparadas con el control.
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Fig. 39.- La inyeccion cigética de ARNs espermatico paterno no afecta los parametros poblacionales.
Histograma representando la tasa de supervivencia (A-C) y de eclosion (D-F) de los embriones después de la
inyeccion cigética de las fracciones de 20-50, 50-90 y 20-90 nt de ARN asiladas de machos control y tratados
con MTX. El analisis estadistico se realizd usando la prueba de dos colas t de student comparado con el control
de manera independiente. Cada punto representa una réplica biolégica independiente. Los valores son la
media + SD

Por otro lado, cuando evaluamos el fenotipo del basihial no pudimos observar la
malformacion severa (forma de garfio — Fig. 31 D”’); sin embargo, observamos que las
larvas poseian el cartilago curvado (afectado) con la punta del basihial hacia arriba o abajo
(Fig. 41). Notablemente, la inyeccion de la fraccion 20-50 nt de los tratamientos 10MTX y

50MTX, pero no la de 50-90 nt, incrementdé significativamente el numero de larvas
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afectadas (Fig. 41 D, E). De manera similar, la inyeccién de la fraccion de ARN 20-90nt

genero un efecto similar que la fraccion 20-50nt (Fig. 41 F).
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Fig. 40.- La inyeccion cigética de ARN derivado del esperma de

machos tratados con MTX reduce la longitud del ceratohial. (A)

Vista ventral de la cabeza de una larva sometida a la tinciéon con alcian
blue resaltando el cartilago ceratohial. Graficos de violin representando

la longitud del ceratohial de larvas provenientes de huevos fertilizados
e inyectados con las fracciones de 20-50 nt (B), 50-50 nt (C) y 20-90

nt (D) de ARN que fueron obtenidas machos control y tratados con
10MTX, 50MTX. El analisis estadistico se realizé6 usando ANOVA de
una via seguido de la prueba de comparacion multiple de Tukey.
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Fig. 41.- Lainyeccion cigética de ARN derivado del esperma de machos tratados con MTX recapitula
parcialmente la deformacion del ceratohial. (A-C) Vistas laterales de las larvas mostrando el basihial con
su forma normal (A) o afectado con la punta hacia arriba (B) o hacia abajo (C). Histogramas representando
la cuantificacion del porcentaje de larvas que presentaron los fenotipos descritos en (A-C) de cigotos
inyectados con las fracciones de 20-50 nt (D), 50-50 nt (E) y 20-90 nt (F) de ARN que fueron obtenidas
machos control y tratados con 10MTX, 50MTX. Los numeros en las gréaficas representan el numero de
larvas analizadas. El andlisis estadistico se realizdé usando una tabla de contingencia seguida de la prueba
de Fisher.
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Todos estos resultados sugieren que los ARNs espermaticos provenientes de machos
expuestos a MTX son suficientes para alterar el desarrollo de cartilagos craneales

especificos en la descendencia.

4.3.- Discusion y conclusiones

El MTX es un antagonista del folato que inhibe el ingreso/metabolismo de folato
previniendo que este cumpla su rol bioldégico. Por mas de 30 afos, esta droga ha sido
usada para tratar enfermedades inmunoldgicas (incluyendo la artritis reumatoidea), cancer
de sangre y 6rganos, enfermedades dermatoldgicas, y terminacion del embarazo 224424, El
MTX se encuentra completamente contraindicado en mujeres embarazadas debido al
riesgo de aborto y al aumento de la incidencia de generar anormalidades congénitas. El
efecto directo del MTX sobre el desarrollo embrionario ha sido bien documentado en
diversos modelos bioldgicos, incluyendo peces 134402425426 Gin embargo, no existen
estudios que demuestren la influencia paterna de la exposicion al MTX en la
descendencia.’®! En ese sentido, nuestro estudio es uno de los primeros que se enfoca en
evaluar el posible efecto paterno del MTX en el desarrollo de la descendencia.

Nuestro estudio demostré que el tratamiento paterno con MTX, al menos durante el
tiempo y las dosis utilizadas, no era capaz de afectar la fertilidad de los mismo ni tampoco
la supervivencia hasta el momento de la eclosion de la progenie. Estudios realizados en
ratones, los cuales fueron sometidos a dietas deficientes de folato durante toda su vida,
generd un bajo conteo de esperma, asi como también consecuencias negativas en la
progenie y cambios epigenéticos 427428 Sin embargo, esos resultados podrian deberse a

que los individuos tuvieron una deficiencia de folato durante el desarrollo embrionario y
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post embrionario, lo cual podria haber comprometido la formacién de las células
germinales y la espermatogénesis adulta.

Por muchos afos, se considerdé que el espermatozoide solamente contribuia en la
restitucion del genoma diploide en el cigoto y que las experiencias paternas, a diferencia
del rol materno, no afectaban el normal desarrollo de la descendencia. Ademas, se
consideraba que el esperma era transcripcionalmente quiescente y que su contribucién
era exclusivamente genémica. Sin embargo, en los ultimos afios se ha revelado que los
espermatozoides contienen y transfieren al oocito una variedad de ARNs 50.360,362,429
capaces de transmitir experiencias paternas 4142545657 En este aspecto, nuestro trabajo
aporta mas evidencias que valorizan el rol que tienen los ARN presentes en el esperma y
su rol en el desarrollo embrionario. Particularmente, los ARNs pequefios, incluyendo tsarns
y miRNAs, fueron algunos de los mas abundantes y cambiantes ante el tratamiento con
MTX. Estos mismos sncARNs han sido propuestos como mediadores de las experiencias
paternas en mamiferos 49.56.358.359.362 En especial, y al igual que lo evidenciado en nuestro
trabajo, la abundancia de las mitades de tsARNs serian poblaciones dinamicas que
responderian a una variedad de estresores ambientales 5456376 Particularmente,
observamos una alta abundancia de ciertos 5'tsRNAs, siendo 5'tsARN-AspCUC el mas
abundante. Este mismo tsARN se encontr6 aumentado en el esperma de machos
sometidos a diferentes factores externos tales como dieta alta en proteina, dieta alta en
grasa, estrés odorifico, entre otros %43%°, Estos resultados resaltan que ciertos tRNAs
presentan una mayor susceptibilidad a ser clivados, y que sus mitades 5’ presentarian una
mayor vida media comparado a sus respectivas mitades 3’.

Los tsARNs pueden ser generados a través de multiples clivajes, donde factores
regulatorios como las modificaciones del ARN o ARNasas especificas tienen un rol

importante en la especificidad y estabilidad 62, Notablemente, encontramos que los
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5'tsARNs de Asp®UC y Gly®CcC son mas largos (~35nt) en el esperma de machos tratados
con MTX. Esta observacion se correlaciona con estudios previos que han mostrado que
en promedio las mitades de tsARNs rondan entre los 15-22 nucledétidos, mientras que en
respuesta a un agente estresor el tamano de los mismo cambia a un rango de 31-40
nucledtidos 367374375 Es importante destacar que los tsARNs presentan un alto nimero de
modificaciones que contribuyen a su funcién, biogénesis, estabilidad, carga de
aminodacidos y traduccion 4?2, En este contexto, diversos estudios han demostrado que la
adicion de 5mC -controlada por la actividad de la DNMT2 y NSUN2- incrementa la
estabilidad de los tARNs mientras que su delecion hace que los tARNs tengan mayor
probabilidad de ser clivados bajo condiciones de estrés °661.63 Sin embargo, nuestros
resultados mostraron que las fracciones de 50-70 nucledtidos (conteniendo
mayoritariamente tARNs) del esperma de machos tratados con MTX poseian niveles
significativamente mayores de metilacion en m5C, m2G, m7G, y m2'2G; mientras que la
fraccion que contenia a los tsARNs/miARNs (20-50 nt) no mostraba diferencias en la
metilacion. Estos resultados, y el hecho que la mayoria de las modificaciones en m5C han
sido descritas en el extremo 3’ del tARN (posicion 38C, 48C, 49C, 50C), nos hacen
especular que después de ser clivados, los fragmentos 3'tsARNs podrian ser
preferentemente degradados debido a la presencia de dichas modificaciones 4. La
observacion de un aumento significativo en la abundancia de 5mC en nuestra fraccién de
50-90nt de los machos tratados con MTX fue en concordancia con los altos niveles de
expresion de Dnmt2 (también conocida como Trdmt1), pero no de NsunZ2. La Dnmt2 esta
estructuralmente relacionado con otras DNA metiltransferasas, aunque solamente metila
al tARN-Asp en la posicion 38 de loop anticoddn 43!, Notablemente, encontramos que el
5'tsARN-Asp®UC era el segundo tARN mas abundante en los machos tratados con MTX y

presentaba un incremento significativo en relacion con su mitad 3'tsARN. De manera
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opuesta, estudios realizados en mosca y mamiferos demostraron que la modificacion m5C,
mediada por la DNMT2, aumenta la estabilidad de los tARNs y protege al tARN-Asp del
clivaje realizado por angiogenina %4663 Sin embargo, es importante mencionar que la
endonucleasa evaluada en Drosophila fue una angiogenina humana recombinante, lo cual
no refleja las condiciones fisioldgicas reales. Ademas, se ha demostrado que la presencia
de angiogenina no es suficiente para la generacion de tsARNs y que otras ARNasas (Dicer,
ARNasa T2, L) pueden también clivar a los tARNs 368369432 En ese sentido, los peces no
poseen angiogenina y por lo tanto otras ARNasas cumplirian esta funcion 433435,
Finalmente, es importancia mencionar que la actividad, estructura y los dinucledtidos
blancos en donde ocurre el clivaje son diferentes entre las ARNasa de peces y mamiferos
433-436 Por otro lado, la presencia de m5C u otras modificaciones puede afectar de manera
diferencial la actividad de ARNasas, siendo en algunos casos activadora y en otros
inhibidora 38. Como resultado, las modificaciones podrian actuar como una especie de
‘codigo de barras” capaces de regular el clivaje y estabilidad de tARNs especificos,
resultando en la acumulacion de tsARNs en el esperma capaces de afectar el fenotipo de
la descendencia.

En resumen, nuestros datos sugieren que la exposicién paterna a MTX influencia la
metilacion de los tARNs espermaticos debido a una alteracidn en la expresion de ciertas
metiltransferasas de ARN. Estos cambios epitranscriptomicos podrian causar el clivaje
selectivo de los tARNs y el mantenimiento de las mitades 5’ de los tARNs. La acumulacién
de estas mitades, y posiblemente las modificaciones presentes en ellas, podrian afectar
cascadas transcripcionales en el cigoto, que culminaria afectando el normal desarrollo de
las estructuras craneofaciales (Fig. 42). La comprension de como las modificaciones de

los tARNs y sus fragmentos derivados impacta en las cascadas transcripcionales que
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ocurren durante el desarrollo embrionario temprano proveera conocimientos importantes
para la prevencion y/o tratamiento de diferentes enfermedades.

Todos estos resultados ya fueron publicados (Alata Jimenez, N., Castellano, M.,
Santillan, E.M. et al. Alata Jimenez et al., Nature Communications (2023),

https://doi.org/10.1038/s41467-023-37427-7 ).
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Fig. 42.- Modelo propuesto. La exposicion paterna a MTX mediante inyeccion genera un
incremento en la metilaciéon de los ARN de transferencia ocasionando un incremento en el
clivaje de este y posterior generacion de mitades 5. Finalmente, La fecundacion de un
oocito por los espermatozoides cargados diferencialmente con las mitades 5" de los tARN
genera un defectos en el desarrollo de algunos cartilagos craneales
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4.4.- Materiales y Métodos

Oryzias latipes (medaka): adultos y larvas
Crianza del pez medaka
Los peces medaka (Oryzias latipes) (linea hi-medaka ID:MT835) suministrados por

el National BioResource Project (NBRP) Medaka (http.//www.shingen.nig.ac.jp/medaka/)

fueron mantenidos y alimentados de acuerdo a los protocolos estandares para medaka 4%.
Los peces fueron manipulados acorde a Care and Management of Laboratory Animals

(http://www.ufaw.org.uk) y regulaciones internas (CICUAE-UNSAM 33/2022). Los peces

adultos fueron divididos y climatizados en peceras de 4L durante 3 semanas bajo un
constante fotoperiodo de (14L:100) y temperatura controlada (26+0.5°C), antes de los

procedimientos experimentales.

Diserio experimental

Peces adultos fueron divididos en 3 grupos compuestos por 3 réplicas independientes
que tenian 9 machos y 2 hembras cada pecera (~200 mg de peso corporal). Después del
periodo de aclimatacion, cada macho fue inyectado intra-peritonealmente con la solucién
control (PBS/1%DMSO), 10mg/Kg de peso corporal de Metotrexato (MTX) (10mg/Kg MTX)
o 50mg/Kg MTX (Sigma-Aldrich, A6770, diluido en PBS/1%DMSOQO). Los machos fueron
anestesiados con 1% de solucion de benzocaina (Parafarm), secados gentilmente con un
papel toalla, colocados (con la parte ventral hacia arriba) en una esponja con la aleta anal
y la papila urogenital expuesta. Inmediatamente, utilizando una jeringa de 10uL (Hamilton),

los peces fueron inyectados con la ayuda de un estereoscopio binocular (Nikon, SMZ745)
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y luego regresados a sus respectivas peceras. El séptimo dia post inyeccién se realizo la

recoleccion de esperma para la fertilizacion in vitro y para la extraccion de ARN.

Fertilizacion In Vitro

Para la recoleccion de esperma se anestesio al pez y se le colocé en una esponja
con el lado ventral hacia arriba de acuerdo al protocolo publicado para medaka 4%. Una
micro pinza fue usada para aplastar gentiimente la regién abdominal del pez; el semen
liberado fue colectado mediante el uso de una micropipeta (~0.5uL/pez), y juntado para
una posterior fertilizacion in vitro y extraccion de ARN. Para la fertilizacion in vitro, 0.2uL
de esperma fue usado para fertilizar un pool de 24-37 oocitos los cuales fueron colectados
de hembras maduras y no tratadas. Los oocitos fecundados fueron inmediatamente
transferidos e incubados en placas Petri de 60mm que contenian medio para embriones
(17mM NacCl, 0.4mM KCI, 0.27mM CaCl>2H20, y 0.66mM MgSOs; pH 7) hasta el dia 3 post

eclosion (dpe).

Tincién azul Alcian

Los cartilagos de los embriones procedentes de la fertilizacion in vitro fueron
analizados en el dia 3 post eclosién utilizando la tincién con azul Alcian. Para ello, las
larvas fueron fijadas en 4% de para-formaldehido en PBS durante toda la noche,
posteriormente se realizé 3 lavados con PBSw (PBS-0.1% Tween-20). Los embriones
fueron incubados en la soluciéon de blanqueamiento (0.5X SSC, 5% formamida, 10%
peroxido de hidrogeno) y expuestas a la luz durante 2 h. Posteriormente, las larvas fueron
lavadas varias veces con PBSw e inmediatamente incubadas en una solucion de azul
Alcian (01% p/v azul Alcian, 0.37% v/v HCI, 70% v/v etanol) por 1h en agitacion, luego se

realizé 5 lavados con 10% v/v HCI, 70% v/v etanol por 30 min cada lavado y en agitacion;
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el ultimo lavado se realiz6 toda la noche a temperatura ambiente. Después, las larvas
fueron lavadas 6 veces con 50% v/v glicerol, 0,5% v/v KOH por 30 min cada lavado y en
agitacion, el ultimo lavado también se realizé toda la noche a temperatura ambiente.
Finalmente, las larvas fueron lavadas 4 veces con la misma solucion y se dejaron en 90%
glicerol y, 10% etanol para la obtencion de fotografias y el analisis de fenotipos. Las larvas
fueron fotografiadas con vista ventral, lateral y dorsal utilizando un estereoscopio trinocular
(SteReo Discovery v20. Zeiss) y el analisis de las imagenes se hizo usando el software

Imaged 4.

Extraccion de ARNs pequerios y preparacion de la libreria

Los ARNs pequerios fueron aislados del esperma utilizando lllustra RNAspin Mini
RNA isolation kit (GE Healthcare) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
adaptadores 3’ fueron ligados utilizando adaptadores barcode SRBC para cada muestra,
adicionalmente marcadores de 18-mer y 30-mer fueron ligados y usados como control de
ligacién y marcadores para el tamafo correcto del producto. Los ARN pequefios ligados
en el 3’ fueron seleccionados por tamafno mediante el uso de un gel de 15% poliacrilamida
desnaturalizante con urea a potencia constante de 40-50 W durante 30 min y tefiildos con
SYBR Gold (0.05% v/v en TBE 0.5X); los ARN ligados en el 3’ con tamafios entre 18-30
mers fueron cortados. Los ARNs fueron purificados utilizando Zymo PAGE Elution kit
(ZR™ small RNA PAGE recovery kit) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La
muestra con los RNAs pequeios fue eluida en el mix 5’ linker que contenia los adaptadores
5. Los ARN ligados en el 3’ + adaptador 5’ fueron desnaturalizados por 5 min a 70°C,
colocados en hielo inmediatamente, ligados con T4 RNA ligasa (NEB) e incubados a 16
grados toda la noche. Los ARNs pequefos y ligados fueron purificados usando perlas

MBS, brevemente: el buffer MBS y las perlas MBS fueron mezcladas en un vortex, se
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afadio isopropanol y se incub6 a temperatura ambiente. Las perlas fueron separadas en
un magneto y el sobrenadante fue removido, después de varios lavados con etanol, el ARN
fue eluido con agua ultrapura y transferido a tubos de PCR.

Para la transcripcion reversa, se us6 small-RNAseq RT primer para cada muestra y
un control negativo se incluyd (sin transcriptasa reversa); para la obtencion de la sintesis
de la primera cadena se utilizé Superscript Il reverse transcriptase (Invitrogen). La
amplificacion de la libreria de ADNc (ADN complementario) se realizé mediante el uso de
KAPA HiFi Real Time Library Amplification Kit (Roche), la PCR se realiz6 usando TruSeq
Universal Adapter primer (Solex PCR fwd) y TruSeq Index reverse primer
(Solexa_IDX_rev), este ultimo incluye la identificacion para cada muestra. Brevemente, el
master mix, los primers TruSeq Index reverse primer fueron afiadidos a los tubitos de PCR
que contenian los ADNCc, luego el KAPA HiFi HS RM y los TruSeq Universal Adapter fueron
afadidos al mix. El programa de ciclado fue: desnaturalizacién a 98°C por 45 s; 20 ciclos
de 98°C por 15s, 65°C por 30s, 72°C por 30s, 72°C por 10s; y una extension final a 72°C
por 1 min. Los ADNc amplificados fueron purificados usando un gel de agarosa Low-Range
Ultra Agarose (Bio-Rad) de acuerdo con las instrucciones del fabricante a voltaje contaste
de 80-100 V y usando el marcado de peso molecular GeneRuler 50bp DNA Ladder
(ThermoFischer Scientific). El gel fue visualizado en un transiluminador UV de onda larga,
las bandas de ADN entre 150-200pb fueron cortadas usando una hoja de bisturi limpia y
colocadas en un tubo Falcon de 15ml. Finalmente, el ADN fue purificado usando
Zymoclean Gel DNA recovery kit (Zymo Research) de acuerdo con las instrucciones del

fabricante. La secuenciacion se realizé usando el equipo lllumina HiSeqV4 SR50

Analisis Bioinformatico
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Los adaptadores fueron removidos de las lecturas usando CUTADAPT y el resultado
fueron lecturas = 15pb; las lecturas cuyos adaptadores no fueron identificados se
descartaron. El resultado de 15bp fue usado para el analisis diferencial de la expresion de
sncRNAs (miRNAs, tRNAs, snRNAs, snoRNAs y rRNAs), la expresion diferencial de
tRNAs, mitades 5’ y 3’ de tRNAs por estrategias diferentes.

Primero, la expresion diferencial de sncRNAs fue analizada en las lecturas donde los
nucleétidos al azar en el 5’ (4pb) y 3’ (6pb) fueron cortados usando FASTQ Trimmer. Las
lecturas obtenidas que poseian <19pb fueron descartadas usando Filter Fastq y las
lecturas restantes fueron alineadas contra el genoma del pez medaka (Assembly
ASMO00223467v1) con RNA STAR (permitiendo multimapeo de lecturas, 1 mismatch, y no
permitiendo intrones). La expresion de sncRNAs fue analizada usando FeatureCounts
(permitiendo multimapeo de lecturas para el conteo, y asignando la fraccién 1/n para las
lecturas multimapeadas) con Ensemble annotation (Release v102). La expresion
diferencial de los sncRNAs fue calculada usando DESEQ2.

Segundo, para analizar la expresion de las mitades 5’ y 3’ de los tRNAs, 3 pares de
bases adicionales fueron removidas del extremo 3’ de las lecturas mediante el uso de
FASTQ Trimmer. Las lecturas que tenian menos de 15pb fueron descartadas usando Filter
Fastq. El resultado fue alineado y analizado como se menciond previamente usando
archivos GTF con coordenada gendmicas para las mitades 5 o 3’ del tRNA. Para
determinar la longitud de la secuencia mapeada, archivos BAM fueron filtrados (usando
archivos GTF que contenian coordenadas gendémicas para la longitud total de los tRNAs),
las lecturas fueron extraidas, convertidas a fasta y sus longitudes computarizadas con un
script desarrollado en el laboratorio. La cobertura de las lecturas de los tRNAs fue

calculada con BamCoverage (bin size 1, no smoothing).

126



CONICET | i i - ——
W Universidad CONICET ‘ - ‘Uni‘(evsidad

& zleacsi:ranarﬁn & zlacslu:a:\lna "
I N T E C H I N T E C H
UHPLC-MS-MS

El analisis de los ribonucleotidos modificados del ARN espermatico fue realizado
mediante el uso de UHPLC-MS-MS. Para tal fin, ~1.5ug de ARN total fue extraido de dos
replicas independientes las cuales estaban conformadas por un pool de esperma
procedente de ~ 9 machos control y ~ 9 machos tratados con 10MTX, y corrido en un gel
desnaturalizante de poliacrilamida (15%, 7M Urea). El gel fue tefiido con Bromuro de Etidio
(Invitrogen) y los ARNs que tenian un tamafio entre 20-50nt y 50-90nt fueron cortados y
recuperados usando ZR small-RNA™ PAGE Recovery Kit (Zymo Research) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Aproximadamente 100ng de ARN fue obtenido de cada
fraccion y fue utilizado para el analisis por UHPLC-MS-MS. El ARN purificado (de cada
muestra) fue digerido hasta nucledsido por 2h a 37°C usando Nucleoside Digestion mix
(NEB, M069S). La cuantificacién fue desarrollada como se menciona previamente 4%, La
detencion por espectrometria de masa fue realizada usando un espectrometro de masa
triple de cuatro polos Agilent 6470 en un electro spray ionizante en modo positivo, y los
datos fueron cuantificados en el modo monitoreo de reaccién dinamica multiple (dMRM),
por el monitoreo de las transiciones 2689511136 para adenosina (A), 2829511150 for N6-
metiladenosina (m1A), 2443511112 para citidina (C), 2589511126 for C5-metilcitidina
(m5C), 2849511152 para guanosina (G), 2983511166 para N7’-metiladenosina (m7G) y
N2-metilguanosina (m2G), 3129511180 para N2,N2-dimetilguanosina (Mm2'2G),
2829511136 para 2’-O-metiladenosina (Am), 2589511112 para 2’-O-metilcitidina (Cm) y
2989511152 para 2’-O-metilguanosina (Gm). Para cuantificar las concentraciones de
varias modificaciones de metilacion, se usé nucledsidos puros de A, C, G, m1A, m5C,
m7G, m2G m2'2G, Am, Cm y Gm para generar las curvas estandares de calibracion a

través de diluciones seriadas
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Cuantificacion de ARN por RT-PCR

Para la cuantificacion de la expresion génica se utilizo testiculos disectados de
machos adultos (control y 10MTX). Para este propodsito, cada testiculo completo fue
individualmente triturado (n= 8 machos) en 300uL de TRIzol Reagent (Life Technologies)
y el ARN total (~800ng/testiculo) fue extraido y retrotranscripto 4%°. La expresion de los
genes seleccionados fue medida por qPCR usando Fast Start Universal SYBR green
Supermix (Roche Diagnostics, USA) en un Thermal Cycler StepOne Plus (Applied
Biosystem, USA), usando la proteina ribosomal L7 (rpl7) y el factor de elongacion alfa
(ef1a) como genes de referencia y con el calculo de la media geométrica descrito por Arias
Padilla et al. 4. Cada muestra fue corrida en duplicado y una reaccién de PCR sin la
adicion de templado fue usada como control negativo. El protocolo de amplificacion
consistié de un ciclo inicial de 1 min a 95°C, seguido de 40 ciclos de: 15sa 95°Cy 30 s a
60°C. Después de la amplificacion, una curva de melting fue realizada para 1 ciclo de: 15s
a 95°C. 60s a 60°C y 15s a 95°C permitiendo la confirmacion de la amplificacion de un
solo producto. Los niveles de expresion génica fueron calculados por el método
comparativo de ciclo umbral (Ct) 2-24Ct (donde AACt= ACt muestra - ACt referencia). La
eficiencia de amplificacién estuvo en el rango de 95-100% para todos los genes
estudiados. Los niveles de expresiéon en cada grupo fueron normalizados al control y fue

representada como veces de cambio 440,

Inyeccion cigotica de ARN
El ARN fue extraido de un pool proveniente del esperma de machos (n=9 para
Control, 10MTX y 50MTX) y corrido en un gel denaturante de poliacrilamida (15%, 7M

Urea). Los ARNs que se encontraban entre los 20-50nt y 50-90nt fueron cortados y
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recuperados del gel usando ZR small-RNA™ PAGE Recovery Kit (Zymo Research)
siguiendo las indicaciones del fabricante. Huevos fertilizados (provenientes de parejas wild
type) fueron inyectados en el estadio de 1 célula con 45.1pg de ARN purificado de 20-50nt,
50-90nt o una combinacion de ambos (20-90nt). Después de esto, los cigotos inyectados
fueron transferidos a una placa Petri que contenia medio embrionario y se les dejé crecer
hasta los 3 dias post eclosidon. Los embriones fueron monitoreados cada dia y la tincion
con alcian blue se realizd para las larvas de manera similar a como se mencioné

previamente. Las larvas tafnidas fueron analizadas como previamente se describid.
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V.- RELEVANCIA DEL ESTUDIO

El folato es una vitamina que ha sido ampliamente estudiada debido a los defectos
generados ante su deficiencia. Sin embargo, los mecanismos involucrados en la generacion de los
defectos asociados a la carencia de folato auin no han sido comprendidos completamente. En ese
sentido, los estudios basicos son una fuente invaluable de conocimiento para poder comprender
el rol funcional de esta vitamina.

Esta tesis resalta la importancia que tiene el folato en la regulacién epigenética del desarrollo
de la cresta neural, cuyos derivados orofaciales son altamente afectados. Ademas, demostramos
que la eficiencia de folato es capaz de generar un cambio en los destinos celulares a través de la
alteracion de la metilacion en regiones genémicas especificas en etapas tempranas del desarrollo
embrionario. Todos estos resultados permiten comprender que durante las etapas tempranas del
desarrollo embrionario las células son susceptibles a sufrir un cambio de sus destinos ante la
presencia de niveles suboptimos de folato, lo que finalmente conlleva a defectos en estructuras
derivadas de la cresta neural.

Por otro lado, los defectos congénitos asociados al folato han sido relacionados con la salud
de la madre y el rol del padre ha sido poco estudiado. En ese sentido, nuestro estudio es uno de
los primero en demostrar que la exposicion a metotrexato, un potente antagonista del folato puede
generar la aparicion de defectos congénitos a través de mecanismos epitranscriptomicos.
Considerando que el metotrexato es una droga ampliamente utilizada para el tratamiento de
diferentes enfermedades, nuestro estudio pone en evidencia el efecto intergeneracional del
metotrexato a través del padre. Con esta premisa, resaltamos la importancia que tiene la salud
nutricional paterna en el desarrollo de la descendencia, asi como la necesidad de profundizar los
estudios para establecer pautas clinicas para hombres que estén siendo tratados con el

metotrexato y deseen tener hijos.
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