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1. RESUMEN
Las células de la cresta neural (CCN) conforman una poblacién transitoria presente solo
en etapas tempranas del desarrollo embrionario de vertebrados. Estas células se
caracterizan por su multipotencia y capacidad migratoria, y es sabido que defectos
durante su desarrollo conlleva a severos trastornos congénitos conocidos como
neurocristopatias. Para iniciar su migracion, las CCN sufren un proceso de transicién
epitelio-mesénquima (TEM), similar al que ocurre durante el inicio de la metastasis
tumoral. Se ha determinado que la regulacién epigenética de ciertos microARNs
conforma un paso clave para el inicio de la TEM tumoral, sin embargo, no se ha
estudiado la participacion de estos mecanismos durante el desarrollo normal de las CCN
en un sistema in vivo. En este contexto, considerando las similitudes de la TEM entre
las CCN y el cancer, nos planteamos como objetivo determinar la existencia de una red
regulatoria epigenética-microARN que desempefie un papel importante en la migracién
de las mismas. En este trabajo de tesis reportamos que miR-203, supresor de tumores
con funciones conocidas en metastasis, regula a dos factores claves de la TEM en las
CCN, Phf12 y Snail2. La expresién de este microARN es reciprocamente inversa con
los ARN mensajeros de PHF12 y SNAIL2 e interactia directamente con sus 3'UTRs.
Nuestros experimentos de ganancia y pérdida de funciéon, demostraron que el
mantenimiento ectopico de miR-203 inhibe la migracion, mientras que su inhibicidén
funcional promueve la delaminacién prematura de las CCN. Ademas, se demostré que
la represiéon de miR-203 para dar inicio a la TEM esta mediada por la metiltransferasa
de ADN DNMT3B, cuyo reclutamiento a las regiones reguladoras de este microARN
esta dirigido por el propio SNAIL2 en un circuito de retroalimentacion negativa. Luego,
cuando las CCN se encuentran migrando, hemos observado que la metilaciéon de miR-
203 es rapidamente revertida, y esto ocurre de manera coincidente con la deteccién en
la expresion de los genes TET involucrados en la demetilacion del ADN. Finalmente,
hemos evidenciado que miR-203 vuelve a expresarse en las CCN que requieren su
condensacion para formar el ganglio trigémino. Considerando nuestros resultados en
conjunto, planteamos la existencia de una dinamica en la expresion de miR-203,
regulada epigenéticamente, durante la delaminacién y condensacién de las CCN.
Colectivamente, los resultados de esta tesis tienen implicancias importantes para

comprender los errores que puedan conducir a una migracion anormal de las CCN.

Palabras clave: epigenética, microARNs, metilacién, cresta neural
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2. Abstract
Neural crest cells (NCC) are a transient population present only in early stages of
vertebrate embryonic development. These cells are characterized by their multipotence
and migratory capacity, and it is known that defects during their development lead to
severe congenital disorders known as neurocristopathies. To start their migration, NCCs
undergo an epithelial-mesenchymal transition (EMT) process, similar to the one that
occurs during the beginning of tumor metastasis. The epigenetic regulation of certain
microRNAs has been determined to be a key step in the initiation of tumor EMT.
However, the participation of these mechanisms during the normal development of NCCs
in an in vivo system has not been studied. In this context, considering the similarities of
the EMT in NCCs and cancer, we aim to determine the existence of an epigenetic-
microRNA regulatory network that plays an important role in NCC migration. In this
thesis, we report that miR-203, a tumor suppressor with known functions in metastasis,
regulates two key factors of NCC EMT, Phf12 and Snail2. The expression of this
microRNA is reciprocally inverse with the messenger RNAs of PHF12 and SNAIL2 and
interacts directly with their 3'UTRs. Our gain-and-loss-of-function experiments
demonstrated that ectopic maintenance of miR-203 inhibits migration, while its functional
inhibition promotes premature delamination. Furthermore, it was shown that during the
initiation of the NCC EMT, the repression of miR-203 is mediated by the DNA
methyltransferase de novo DNMT3B, whose recruitment to the regulatory regions of this
microRNA is directed by SNAIL2 itself, forming a negative feedback loop. Then, when
the NCCs are migrating, we have observed that the miR-203 methylation is rapidly
eliminated, and this occurs in a way that coincides with the detection in the expression
of the TET proteins, involved in DNA demethylation. Finally, we have shown that miR-
203 is re-expressed in the NCCs that require condensation to form the trigeminal
ganglion. Considering our results as a whole, we propose the existence of a dynamics
in the expression of MiR-203, regulated epigenetically, during the delamination and
condensation of the NCCs. Collectively, the results of this thesis have important

implications for understanding the errors that can lead to abnormal migration of NCCs.

Key words: epigenetics, microRNAs, methylation, neural crest
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3. INTRODUCCION
3.1. Desarrollo de las células de la cresta neural

Las células de la cresta neural (CCN) son una poblacién transitoria de
progenitores multipotentes, los cuales se forman exclusivamente durante el
desarrollo embrionario de los vertebrados, y se caracterizan por poseer una gran
capacidad migratoria (Martik and Bronner, 2017). Inicialmente, las CCN fueron
identificadas por Wilhelm His (1868), el cual las denomin6é Zwischenstrang
(corddn intermedio), por observarlas en el embridén de pollo, como una banda de
células entre el tubo neural y el ectodermo no neural. Desde esa primera
observacion han pasado mas de 150 afos estudiando a estas células (Creuzet
and Saint-Jeannet, 2018; Gouignard et al., 2018), las cuales han revelado, hasta el
momento, una gran complejidad de procesos celulares y moleculares que siguen
fascinando a los investigadores. El desarrollo de las CCN se puede dividir en 5
etapas fundamentales: induccion, especificacion, delaminacién, migraciéon y

diferenciacion (Fig. 1).

Induccioén: durante el proceso de gastrulacion, se establecen limites restrictivos
entre la placa neural, que luego dara lugar a la formacion del sistema nervioso
central (SNC), y el ectodermo no neural (epidermis), para formar el borde de la
placa neural (Milet and Monsoro-Burq, 2012) (Fig. 1A). Estos limites restrictivos
son consecuencia de la combinacién de vias de sefializacion (BMP, WNT,
NOTCH y FGF) que inician una cascada de activacion transcripcional para dar
lugar a las CCN vy progenitores placodales (células que dan origen a células
sensoriales de 0jos, nariz y oido y los ganglios epibranquiales y craneales) en el
borde de la placa neural (Schille and Schambony, 2017). Sin embargo, este
proceso que depende de gradientes de morfégenos es muy dinamico,
observando que muchas de las células del borde de la placa neural pueden
contribuir tanto a la placa neural como a la epidermis durante la gastrulacion. En
este sentido, estudios recientes han demostrado que estos progenitores del
borde de la placa neural se encuentran en un estado de “priming”, y resuelven el
destino celular recién hacia el final del cierre del tubo neural (Roellig et al., 2017).
Por otro lado, es importante destacar que el proceso de induccién del borde de

la placa neural es altamente conservado entre diferentes especies de
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vertebrados, y que cualquier defecto en estadios tan tempranos implica un

cambio fenotipico drastico en el adulto (Simoes-Costa and Bronner, 2015).

Especificacion: durante el inicio de la neurulacion (formacién del SNC), los
bordes de la placa neural comienzan a elevarse para formar los pliegues
neurales. Es en este momento cuando las células mas dorsales de los pliegues
neurales se comprometen o especifican a ser CCN (Fig. 1B). En varios
vertebrados como pollo, rana y pez cebra, se ha descrito que las vias de
sefalizacion WNT y BMP, activan un grupo de factores de transcripcion (FT)
especificadores de las CCN tales como FoxD3, Sox10, Ets1, cMyb y Pax7
(Martik and Bronner, 2017). En este contexto, la especificacién de las CCN
involucra la activacion de este grupo de FT y pasan a tomar el nombre de CCN
pre-migratorias. Ademas, se ha descrito que estos FT, principalmente FoxD3y
Sox10, tienen la funcion de mantener a las CCN pre-migratorias en un estado
no diferenciado y con un alto grado de plasticidad celular. Es por este motivo,
que esta poblacion de CCN pre-migratorias se considera aun multipotentes

(Buitrago-Delgado et al.,, 2015).

Aun luego de su especificacion, las CCN pre-migratorias, posicionadas en la
parte mas dorsal del tubo neural, se encuentran fuertemente unidas formando
un epitelio el cual es mantenido por la expresion de ciertas cadherinas y
ocludinas (Theveneau and Mayor, 2012). Al finalizar el proceso de neurulacién
los pliegues neurales se conectan y fusionan para formar un tubo a partir del
cual se desarrollara el SNC. Es en este momento en donde las CCN comienzan
el proceso de delaminaciéon del epitelio del tubo neural para dar lugar a su
posterior migracién (Simoes-Costa and Bronner, 2015). Es importante destacar,
que los FT especificadores son capaces de activar programas transcripcionales
que luego desencadenaran dicha delaminacién y migracion (explicado en mas

detalle en la siguiente seccion).

Delaminacion y migracién: La delaminacién es el proceso celular por el cual
las CCN pre-migratorias se desprenden del tubo neural (Fig. 1C) (Theveneau and
Mayor, 2012). De manera general, las CCN pre-migratorias que residen en el
tubo neural dorsal tienen caracteristicas epiteliales (expresién de cadherinas de
unién estrecha, membrana basal, matriz extracelular escasa), las cuales son

perdidas al delaminar y adquirir caracteristicas mesenquimales (poco contacto
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célula-célula y capacidad de migrar) (Nieto, 2013). Este cambio es conocido
como transicion epitelio-mesénquima (TEM) el cual, como se explicara en mas
detalle en secciones posteriores, presenta grandes similitudes en cuanto a los

cambios celulares y moleculares que ocurren durante la metastasis tumoral.

Si bien en todas las especies de vertebrados las CCN se someten a TEM, esto
no necesariamente conlleva a la inmediata delaminacidén y migracién de las CCN
como ocurre en el embrion de pollo (Rogers et al,, 2013). En el caso del ratén, la
activaciéon de la TEM ocurre antes que la delaminacién y migraciéon de las CCN,
causando que las CCN tengan una migracion coordinada (Soldatov et al., 2019).
En el embrion de pollo, la activacion de la TEM es secuencial, en donde las
primeras células que activaron la TEM proceden a delaminar y migrar, mientras
que otras células residentes en el tubo neural recién se encuentran activando
este programa. Por otro lado, en la rana, la TEM ocurre después de la
delaminacion de las CCN (Theveneau and Mayor, 2012). Esta particularidad
ocurre como consecuencia de que las CCN delaminan del tubo neural de manera
conjunta, sin separarse entre ellas, y migran colectivamente como un cumulo de
células (Barriga and Mayor, 2015). Durante esta migracién, y previo a su
diferenciacion, estas células activan la TEM lo que causa una eliminacion de las
moléculas de adhesion y se activa la migracién “mesenquimal” hacia el lugar de
diferenciacion. Considerando lo dicho, es importante recalcar que, si bien los
procesos celulares de la TEM pueden ocurrir en diferentes momentos
dependiendo de la especie, existe un alto nivel de conservacién a nivel
transcripcional para dar inicio a dicha transicion (Martik and Bronner, 2017). En
este contexto, estudios en rana, pollo y pez cebra, han descrito que los
principales FT involucrados en el inicio de la TEM (FT-TEM) son Snail2, Sox9,
Twist, Ets, y Sip1 (Zeb) (Khudyakov and Bronner-Fraser, 2009).

De manera general, la activacion de FT-TEM como Sip7 y Snail2 reduce la
expresion de cadherinas epiteliales Cad-E y Cad6b, respectivamente, lo que
disminuye la adhesividad célula-célula (Duband et al., 2015; Taneyhill et al., 2007).
Por otro lado, este proceso también involucra cambios en la superficie celular
por la expresion de proteasas, tales como ADAM10, capaces de degradar
cadherinas extracelulares y secretar metaloproteasas de matriz (MMP) que

degradan la lamina basal subyacente del tubo neural. Una vez que las células




Tesis Estefania Sanchez Vasquez

poseen poco contacto célula-célula y la lamina basal es degradada, las CCN son

capaces de delaminar e iniciar la migracion (Fig. 1C).

Una vez que han iniciado la migracion, las células adquieren caracteristicas
mesenquimales, en donde se expresan cadherinas de poca adherencia como la
Cad-N y Cad-7 (Gouignard et al., 2018). Por otra parte, ocurren cambios en el
citoesqueleto que le permiten la produccion de protrusiones celulares,
adhesiones focales y fuerzas de traccidn necesarias para la migracion (Shellard
and Mayor, 2016) (Fig. 1D). Ademas, como consecuencia de la TEM, las CCN
migratorias comienzan a expresar un nuevo grupo de FT importantes para la
migracion, tales como: Lmo4, RxrG, Ltk, Arnt2 y Hes5 (Simoes-Costa et al.,
2014; Williams et al., 2019). Estos TF no solo son requeridos para el proceso de
migracion, sino que también les otorgan la capacidad de responder a las sefales
ambientales e iniciar la diferenciacion. Sin embargo, si bien existe un grupo de
FT especificos para las CCN migratoria (Williams et al., 2019), es importante
destacar que la expresion de varios genes especificadores de las CNN, como
FoxD3, Ets1 y Sox10, se mantienen (Betancur et al, 2010; Khudyakov and
Bronner-Fraser, 2009) mientras que la expresion de los FT-TEM disminuye

progresivamente con la distancia de la migracion (Bhattacharya et al.,, 2018).

Por otro lado, las CCN migratorias también presentan profundas diferencias en
la regulacion gendmica de la expresion de ciertos FT, comparado con las CCN
pre-migratorias (Simoes-Costa and Bronner, 2015). Un ejemplo de esto es la
regulacion transcripcional de uno de los especificadores mas importantes:
FOXD3 (Simoes-Costa et al., 2012). Se sabe que en las CCN pre-migratorias, la
expresion de FoxD3 esta controlada por un enhancer de activacion temprana
denominado: NC1, que inicia la expresién de FoxD3 durante la especificacion de
las CCN y se mantiene hasta la delaminacion de las mismas.
Consecuentemente, la expresion de FoxD3 en CCN migratorias se reactiva y
mantiene por la activacién del enhancer denominado: NC2; ambos enhancers,
NC1 y NC2, son activados por diferentes sets de FT en estos dos estadios de
las CCN. Este ejemplo demuestra que, si bien las células pre-migratorias y
migratorias comparten varios FT, la activacion a nivel genémico puede variar

mucho dependiendo el estadio de desarrollo de las CCN.
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Es importante destacar que, durante la migraciéon de las CCN, varios sistemas
de senalizacion participan en la orientacion de la migracion y el establecimiento
de las rutas migratorias (Takahashi et al., 2013). En este contexto se sabe que las
CCN migratorias son complejas desde un punto de vista transcripcional, debido
a que estan constantemente expuestas a diferentes sefales ambientales que
dependen de su posicidn en el embrion, es decir, la poblacidbn migratoria es
altamente heterogénea (Soldatov et al., 2019). Considerando lo dicho, existe poca
informacion sobre como las CCN responden a las diversas moléculas de
sefalizacion durante su migracion y como la expresion de receptores especificos
es regulada transcripcionalmente. Sin embargo, se ha determinado que SOX10
es importante para expresar receptores que censan las sefiales externas durante
la migracion tales como el receptor de neuregulina Erbb3 (Britsch et al.,, 2001) y
los receptores Robo (Samant et al.,, 2011), y que ayudan a las CCN a reconocer

donde esta el nicho especifico al que tienen que migrar para diferenciarse.

Diferenciacion: las CCN migran a través del embrion usando los tejidos
subyacentes, para finalmente alcanzar los diferentes sitios en donde se
diferenciaran en una gran variedad de linajes celulares (Fig. 1F) (Martik and
Bronner, 2017). Tomando en cuenta la gran variedad de tipos celulares que se
originan a partir de las CCN, muchos autores consideran que se las debe
denominar la cuarta capa germinal de vertebrados (Hall, 2000; Shyamala et al,,
2015). Es importante destacar que dependiendo de la ubicacién antero-posterior
del embrién, las CCN se clasificar en cuatro grupos principales (Fig. 1E) (Simoes-

Costa and Bronner, 2015):

-CCN craneal o cefalica: Esta es la primera subpoblacién que inicia la TEM y
delamina del tubo neural. Estan ubicadas en la parte mas anterior del embrién y
llevan el nombre de craneal debido a que durante su migracién colonizan gran
parte de la cabeza. Entre sus principales derivados se encuentran huesos y
cartilagos que dan lugar a la formacion de la mayoria de las estructuras
craneofaciales y el oido medio, asi como neuronas y células gliales que
contribuyen a la formaciéon de los ganglios craneales, tales como el ganglio
trigémino encargado de percibir las sensaciones de la cara. Ademas, se
diferencian en odontoblastos que daran lugar a los primordios de los dientes, y

células de la glandula tiroides y paratiroides.
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-CCN vagal: Esta subpoblacién se origina desde el somito 1 al 7, entre las CCN
craneal y troncal. En esta subpoblacidon existe un pequefio subconjunto que se
originan entre los somitos 1-3 y que comprenden a las CCN cardiacas, las cuales
llevan su nombre por tener la capacidad de contribuir a la formacién del tejido
musculo-conectivo de las arterias grandes, las valvulas semilunares y el tabique
interventricular del corazén. Por otra parte, las células que migran mas
tardiamente de esta regidbn son capaces de diferenciarse principalmente en
melanocitos. Otros dos subconjuntos se originan a partir de esta regién y migran
ventralmente desde los somitos 1-3 y 4-6 para formar el sistema nervioso

entérico del intestino anterior y el estbmago, respectivamente.

-CCN troncal: ubicadas en la parte posterior del embrién, dan lugar a dos
poblaciones de células. Un grupo de células destinadas a convertirse en
melanocitos, por lo que migran a través de todo el embridn, y un segundo grupo
de células que migran cortas distancias y se diferencian en neuronas y glia del
sistema nervioso periférico (ganglios de la raiz dorsal, los ganglios simpaticos) y

células adrenales.

-CCN sacral: Estas tienen un rol fundamental en la contribucién al sistema
nervioso entérico, debido a que dan lugar a la formacion de ganglios que inervan

el intestino medio y estan encargados de su movimiento peristaltico.
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Figura 1: Desarrollo de las células de la cresta neural

Las células de la cresta neural (CCN) se forman por una serie de eventos muy bien descritos:
A) Induccién: Durante la gastrulacion, vias de sefializacion coordinan la formacién del borde de
la placa neural entre los territorios que daran lugar a la formaciéon de la placa neural y el
ectodermo no neural. B) Especificacién: Al inicio de la neurulacién, momento en que los pliegues
neurales se elevan, las CCN se especifican y toman el nombre de CCN pre-migratorias. C)
Delaminacién: Al finalizar el proceso de neurulacién, las CCN que residen ahora en la parte
mas dorsal del tubo neural, empiezan a perder sus caracteristicas epiteliales en un proceso
conocido como transicion epitelio-mesenquima (TEM), lo cual les permite adquirir
caracteristicas mesenquimales y migratorias. D) Migracién: Las CCN migratorias, viajan largas
distancias a lo largo de todo el embriéon para llegar a diferentes sitios en donde se diferencian
en una amplia gama de derivados. E) Clasificacion de las CCN de acuerdo a su posicion antero-
posterior en el embrién F) Lista de derivados de las CCN identificados hasta el momento.
Adaptado de Simoes-Costa & Bronner (2015).
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3. 1. 1. Relevancia médica

La importante contribucion de las CCN en el desarrollo embrionario hacen que
cualquier defecto en el desarrollo normal de las mismas esté asociado a una
gran variedad de patologias humanas conocidas como neurocristopatias (Vega-
Lopez et al., 2018). Este grupo de enfermedades comprende un amplio espectro
de malformaciones congénitas que afectan a muchos recién nacidos. Ademas,
se ha descrito que la mayoria de este tipo de enfermedades estan asociadas a
defectos genéticos hereditarios. Sin embargo, en la actualidad, se conoce que
factores ambientales también tiene una importante contribucién en la incidencia
de estos defectos (Sato et al., 2019). En particular, se ha descrito muy bien la
influencia de teratdgenos, tales como el alcohol, como principal causante de este

tipo de enfermedades.

Entre las neurocristopatias mas comunes se encuentran las diversas
malformaciones craneofaciales tales como labio leporino y paladar hendido,
desdrdenes del espectro alcohdlico fetal, enfermedad de Hirschsprung,
sindrome de Charge, de Treacher Collins y de DiGeorge, entre otras. Sin
embargo, también se incluyen como neurocristopatias a diversos tipos de cancer
tales como melanoma, neuroblastoma, carcinoma de células de Merkel y
neoplasia endécrina multiple (Bonnomet et al., 2010; Hall, 2008). Para destacar la
importancia médica del estudio de las CCN, a continuacion, se detallan algunas

de las caracteristicas de ciertas neurocristopatias:

-Trastornos del espectro alcohdlico fetal: la exposicion prenatal al alcohol causa
lo que se denomina como el sindrome del espectro alcohdlico fetal, el cual es un
grupo de malformaciones y desérdenes que se encuentra entre los defectos de
nacimiento mas comunes (Kiecker, 2016). Se ha determinado que en este grupo
de trastornos la migracion de las CCN se encuentra gravemente afectadas
(Baker and Stoler, 2020), como lo demuestran las evidentes anormalidades
craneofaciales que los caracteriza. Concretamente, utilizando al pez cebra, se
demostré que embriones expuestos a etanol presentan un menor numero de
CCN migratorias. Ademas, las pocas CCN que migran lo hacen de manera
aberrante y por distancias menores, afectando la formacion de estructuras
craneofaciales (Smith et al., 2014). A pesar de este trabajo en pez cebra, y otros

estudios realizados en pollo y rana (Eason et al., 2017; Shi et al., 2014; Zhang et al,,
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2017), queda mucho por descubrir a nivel molecular y celular sobre como el

etanol afecta el desarrollo de las CCN.

-Enfermedad de Hirschsprung: es un trastorno motor del intestino que se origina
como consecuencia de un defecto en la migracién de las CCN hacia el colon
(Rogers, 2016). La enfermedad de Hirschsprung se manifiesta en 1 cada 5000
recién nacidos a nivel mundial y presenta su mayor incidencia en Europa (Tsai et
al.,, 2011). Los defectos en la migracion de las CCN hacia el intestino distal
generan una falta de inervacién neuronal y fallas en el peristaltismo, que puede
conducir al agrandamiento del colon (megacolon), obstruccién de los intestinos
o incluso un crecimiento infantil mas lento relacionada a la poca absorcion de
alimentos. En un modelo de esta enfermedad utilizando embriones de ratdén se
determind que, para que las CCN migren hacia el intestino y formen los ganglios
entéricos, la via de sefializacion tirosina quinasa es esencial. Por lo tanto, cuando
esta via de sefalizacidn se interrumpe, se produce aganglionosis o falta de estos
ganglios entéricos (Zimmer and Puri, 2015). Por otro lado, en humanos, se ha
determinado que la enfermedad de Hirschsprung es un trastorno netamente
genético, a veces asociado con sindrome de Down, y que presenta herencia
autosomica dominante. En este contexto, se han identificado al menos 11 genes
cuyas mutaciones pueden provocar esta enfermedad (Coyle et al., 2015; Facer et
al., 2001).

-Sindrome de Charge: es un sindrome con fenotipos bastante severos y que es
causado por alteraciones genéticas en un gen remodelador de la cromatina: la
proteina de unién al cromodominio de la ADN helicasa 7 (CHD7, chromodomain
helicase DNA binding protein 7) (Pauli et al., 2017). Si bien este sindrome es poco
frecuente, con una incidencia de 1 cada 15000 nacimientos, es una de las
neurocristopatias mas severas y mejor estudiadas. Se caracteriza por una
combinacion muy variable de anomalias congénitas, tales como coloboma (fisura
en el iris del 0jo), defectos cardiacos, malformaciones craneofaciales, aberturas
patologicas en las fosas nasales, crecimiento y desarrollo retrasados, hipoplasia
genital, anomalias del oido y sordera. Experimentos en rana y en células
humanas reprogramadas para ser CCN, han establecido un papel fundamental
de CHD7 en la migracién de las CCN (Bajpai et al.,, 2010). Es asi que se ha

descrito que la proteina CHD7 se une a complejos reguladores de la cromatina
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en potenciadores (enhancers) especificos que controlan la expresion de los FT-
TEM (Sox9, Snail2 'y Twist). Es asi que mutaciones en CHD7 afecta la migracion

de las CCN y la diferenciacion de la mayoria de sus derivados celulares.

-Sindrome de Treacher Collins: este sindrome abarca severas malformaciones
craneofaciales causadas por mutaciones en el gen TCOF1, las cuales hacen que
las CCN entren en apoptosis durante su desarrollo (Trainor, 2010). El gen
TCOF1 o Treacle esta implicado en la transcripcion del ADN ribosémico, y esta
activo durante el desarrollo embrionario temprano en los derivados de las CCN
que se diferencian en huesos, cartilagos y musculos de la cara. Entre las
principales caracteristicas de este sindrome se encuentran la ausencia de
pomulos, ausencia de pestaias, anomalias en el oido externo, paladar hendido,
y malformaciones en la mandibula (Aljerian and Gilardino, 2019). Si bien esta
enfermedad tiene una incidencia de 1 de cada 50000 nacimientos, es interesante
mencionar que la mayoria de estos bebes se encuentran en Estados Unidos.
Con el objetivo de crear conciencia sobre esta enfermedad, en el afio 2017, se
estrend una pelicula llamada “extraordinario”, la cual relata el proceso de
adaptacion a la escuela primaria de un nifio con esta neurocristopatia (Wonder,

Lions Gate Entertainment).

-Sindrome de DiGeorge: es un sindrome con causas genéticas asociadas a
deleciones o translocaciones de un pequefio segmento en el cromosoma
humano 22, por lo que también se denomina como sindrome de delecidn
22q11.2 (Sullivan, 2019). Se ha determinado que la region cromosémica 22q11.2
alberga aproximadamente 50 genes, la mayoria de los cuales son importantes
para el desarrollo de las CCN. Entre estos se encuentran CHD7 (mismo gen que
da origen al sindrome de Treacher Collins), TBX1 (T-box transcription factor 1,
involucrado en la diferenciacién de estructuras craneofaciales derivadas de las
CCN) y DGCRS8 (gen importante durante la biogénesis de los microARNSs). Sin
embargo, por razones aun desconocidas, la aneuploidia en esta regidén afecta en
su mayoria al desarrollo de las CCN cardiacas (Kochilas et al.,, 2002). En este
contexto, los defectos mas comunes asociados a esta enfermedad incluyen
defectos cardiacos congénitos, defectos faciales como paladar hendido, bajos
niveles de calcio en sangre y algunas discapacidades neurologicas y de

aprendizaje.




Tesis Estefania Sanchez Vasquez

Si bien las neurocristopatias son el resultado de problemas en la especificacion,
migracion o diferenciacion de las CCN; es importante destacar que la severidad
de la neurocristopatia asociada se incrementa mientras mas temprano en el
desarrollo embrionario ocurre la falla, debido a que esto conlleva a defectos en
multiples derivados celulares (Vega-Lopez et al., 2018). Considerando lo dicho, y
la extraordinaria variedad de neurocristopatias, es esencial entender los distintos
mecanismos que regulan el desarrollo de las CCN como un preludio a la
comprension de sus origenes, el diagnostico, la prevencion y el tratamiento de

las mismas.

3.2. Transicion epitelio-mesénquima (TEM)

De forma general, los principales procesos que las células epiteliales deben
someterse para adquirir propiedades mesenquimales se pueden resumir de la
siguiente manera (Nieto, 2013): 1- pérdida de union célula-célula causada por un
remplazo de cadherinas adherentes por otras poco adherentes; 2- pérdida de
polaridad apico-basal; 3- cambios en la organizacion del citoesqueleto;
4- degradacion de la membrana basal; 5- fluidez de la matriz extracelular; y

6- adquisicidon de propiedades migratorias e invasivas.

Durante el desarrollo embrionario temprano de vertebrados, muchas células se
especifican con caracteristicas epiteliales para luego desprenderse de ese
epitelio y migrar a través del embrion, hasta los lugares de residencia final en
donde se diferenciaran y/o proliferaran, dependiendo del tipo celular (Thiery et
al., 2009). Recientemente se ha determinado que, durante el inicio de la
metastasis tumoral, las células cancerosas reactivan la TEM siguiendo vias
moleculares utilizadas normalmente durante el desarrollo embrionario temprano
(Nieto et al, 2016). Lamentablemente, esta reactivacion de programas
embrionarios les da la capacidad a las células tumorales de promover la

formacion de metastasis y generar tumores secundarios.

A pesar de existir grandes similitudes entre la TEM ocurrida durante el desarrollo
embrionario normal y la metastasis tumoral, también existen actores exclusivos.
Es por este motivo que la TEM puede ser clasificada de tres formas distintas
(Kalluri and Weinberg, 2009): tipo 1, se refiere a los procesos de TEM que ocurren
de manera normal durante el desarrollo embrionario y que involucran migracion

de las células, ej., formacién de las capas germinales (gastrulacion) y durante la
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migracion de las CCN; tipo 2, denota la TEM relacionada con la curacién de
heridas, regeneracion de tejidos vy fibrosis; y el tipo 3 indica la TEM patologica

caracteristica de la metastasis tumoral.

Dentro de las principales diferencias de los tipos de TEM debemos considerar
que tanto en la tipo 2 como en la 3, existe una alta respuesta inflamatoria en el
contexto debido a que ocurre en el adulto (Kalluri and Weinberg, 2009). Por otro
lado, la TEM tipo 2 se caracteriza por la aparicién de miofibroblastos los cuales
secretan un exceso de moléculas de matriz extracelular en respuesta a la
inflamacién. Ademas, la adquisicion de caracteristicas mesenquimales se
considera el paso final de diferenciacidén en los procesos de curacion de heridas
o degeneracion de los 6rganos. Es asi que estas células nunca llegan a migrar,
a diferencia de lo que se observa en otros tipos de TEM. En cuanto al tipo 1y
tipo 3, su principal diferencia radica en cdmo se activa la TEM. Si bien en ambos
casos se deben activar vias de sefializacién que involucran a TGFR/BMP, WNT
y FGF (explicado en mas detalle en la siguiente seccion); en el caso de las CCN
esta sefalizacion esta finamente controlada durante el desarrollo del borde de la
placa neural. Mientras que en las células tumorales la activacion patolégica de
estas vias de sefalizacion son consecuencia de mutaciones hereditarias y/o

agentes cancerigenos.

3. 2. 1.Transicion epitelio-mesénquima en las células de la cresta neural y cancer

Dentro de las caracteristicas de las CCN que mas llaman la atencion son las
similitudes en los cambios celulares y moleculares que experimentan durante el
proceso de delaminacion y migracion comparado con una célula tumoral durante
la metastasis (Fig. 2) (Theveneau and Mayor, 2012). En este contexto, algunos
autores sugieren que los mecanismos moleculares que se activan durante la
metastasis tumoral son una reminiscencia de las estrategias moleculares
observadas durante el desarrollo del embrién (Mayor and Carmona-Fontaine,
2010; Nieto, 2013). Particularmente, las CCN se han convertido en un modelo in
vivo para estudiar los mecanismos moleculares y celulares que podrian también
estar implicados en el desarrollo tumoral (Kerosuo and Bronner-Fraser, 2012;

Theveneau and Mayor, 2012).
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Se ha descrito que, previo a la delaminacién, tanto las CCN pre-migratorias como
las células tumorales, muestran altos niveles de activacion de las vias
TGFB/BMP, WNT y FGF (Fig. 2A). Estas vias de sefializacién se caracterizan
por inducir la expresion de un grupo de FT que dan inicio a la TEM y son
altamente conservados en ambos tipos celulares (FT-TEM) (Fig. 2B). Estos FT,
pertenecientes a las familias Snail, Twist, Sox, Fox, Zeb y Ets, se caracterizan
por generar cambios en la expresion de ciertas cadherinas, y de esta forma
disminuir la adhesién célula-célula y permitir que las CCN y las células tumorales
delaminen (Fig. 2C). Consecuentemente, la dispersion celular inicia cuando se
expresan diversas proteasas, tales como ADAM10, capaces de degradar
cadherinas extracelulares. Ademas, son secretadas metaloproteasas (MMPs)
que promueven la remodelacion de la matriz extracelular y la eliminacion de las
proteinas de superficie tales como cadherinas y ocludinas (Fig. 2D). Una vez
completados estos procesos, la migracion se lleva a cabo usando estructuras
preexistentes, tales como los nervios y los vasos sanguineos para las células
tumorales, o nervios y la membrana basal de los epitelios (como el ectodermo y
los somitas, precursores de los musculos) para el caso de las CCN (Fig. 2E)
(Theveneau and Mayor, 2012).

Como se describié en el parrafo anterior, las CCN y las células tumorales
metastaticas muestran sorprendentes similitudes en términos de expresion
génica y comportamiento celular (Kerosuo and Bronner-Fraser, 2012; Strobl-
Mazzulla and Bronner, 2012a; Theveneau and Mayor, 2012). Sin embargo, es
importante destacar que, de todos los niveles de similitud, los FT que dan inicio
a la TEM (Fig. 2B) son los mas conservados entre ambos procesos. Mientras
que los efectores de estos FT, tales como cadherinas y proteasas, pueden variar

dependiendo del tipo celular y de la especie en estudio (Nieto, 2013).
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Figura 2: Transicion epitelio-mesénquima durante el desarrollo del cancer y de las
células de la cresta neural

Para adquirir propiedades migratorias, las células de cancer y las CCN exhiben similitudes
sorprendentes: A) Inicialmente, vias de sefializacion del tipo TGFR/BMP, Wnt y FGF activan los
factores de transcripcion que dan inicio a la transicion epitelio-mesénquima (TEM). B) Los
factores de transcripcion encargados de activar la TEM son altamente conservados entre
ambos modelos y pertenecen a las familias del tipo Snail, Twist, Sox, Fox y Ets. C) La activacién
de los anteriores factores de transcripciébn genera un cambio de caderinas adherentes por
caderinas poco adherentes, particularmente, en embriones de pollo existe un cambio entre la
caderina 6b por la caderina 7, mientras que en la mayoria de tipos de cancer existe un cambio
entre la caderina E por la caderina N. D). Los facotres de transcripcion que inician la TEM
también se encargan de expresar proteasas de las familias MMP y ADAM que remodelan la
matrix extracelular. E) Finalmente, la migracién se produce a través de las estructuras
preexistentes. Adaptado de Theveneau & Mayor (2012).

3. 2. 2.Factores de transcripcibn promotores de la transicion epitelio-

mesénquima (FT-TEM)

Como se menciono6 en la seccion anterior, pese a las diferencias especificas de
cada tipo de TEM, las caracteristicas generales de este proceso son producto de
sefales extracelulares que generan la activacién de un grupo de FT promotores
de la TEM (FT-TEM) pertenecientes a las familias Snail, Twist, Sox, Fox, Zeb, y
Ets (Ansieau et al., 2014; Matysiak et al., 2017). De forma general, estos FT-TEM
tienen como funcidén principal la de reprimir las caracteristicas epiteliales,
principalmente inhibir la expresion de cadherinas adherentes y promover la
expresion de cadherinas poco adherentes. Ademas, son requeridos para
promover la adquisiciobn de caracteristicas mesenquimales, incluyendo

modificaciones en las proteinas del citoesqueleto necesarias para aumentar su
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motilidad, capacidad de degradar la membrana basal y la matriz extracelular,
aumento de la proliferacién y proteccion de la activacion de la muerte celular

programada (Nieto et al., 2016).

Estudios realizados en cultivos celulares han demostrado que la sobreexpresion
individual de estos FT-TEM produce un fenotipo de migracién especifico. En el
caso de la sobreexpresion de la familia Snail, se produce un fenotipo de
migracion caracterizado por ausencia total de contacto entre las células, debido
a la inhibicién de la expresion y degradacion de ciertas cadherinas. A esta se la
conoce como TEM completa y resulta en una migracion adireccional debido a la
falta de estimulos externos. Por otra parte, la sobreexpresion de Twist, genera
una TEM parcial como consecuencia de que las células no eliminan totalmente
las cadherinas epiteliales en la membrana plasmatica. Esto hace que las mismas
mantengan contacto parcial y genera una migracién colectiva (Wang et al.,
2016b). En este contexto, el analisis de las redes de regulacion génica (Gene
Regulatory Network) en cancer y durante el desarrollo de las CCN han
demostrado que, durante la induccion de la TEM, la expresion de los FT de la
familia SNAIL preceden a la expresion de los otros factores (Martik and Bronner,
2017; Skrypek et al., 2017). Estos resultados demuestran la jerarquia principal
que tiene la familia SNAIL en la activacién inicial del fenotipo mesenquimal, sin
embargo, esta familia no seria la encargada de que las células puedan migrar e
invadir otros tejidos. Ademas, es importante destacar que mas alla de existir esta
jerarquia, frente a alguna falla en la expresion inicial de las proteinas de la familia
SNAIL, otros FT aguas abajo pueden mantener la robustez y asegurar la
implementacion del programa; aunque generalmente ocurre a través de una
TEM parcial (Peinado et al.,, 2007). Estos estudios de analisis de las redes de
regulacion génica comparando entre el desarrollo del cancery el de las CCN son
muy importante para entender las fallas en la delaminacion y migracién de las
CCN que pueden estar sucediendo durante las diversas neurocristopatias, asi

como lo que sucede durante el inicio de la metastasis tumoral.




Tesis Estefania Sanchez Vasquez

- Factores de transcripcion de la familia SNAIL:
Como se mencion6 anteriormente, los FT de la familia SNAIL son reguladores
esenciales para dar inicio a la TEM, los cuales han sido involucrados en procesos
tan importantes como la gastrulacion, migracion de las CCN y la metastasis
tumoral (Molina-Ortiz et al., 2012). Estos factores se caracterizan por tener en su
extremo C-terminal, dominios dedos de zinc capaces de interactuar con
secuencias de ADN denominadas cajas-E (5-CACCTG-3’ o 5-CAGGTG-3’)
(Barrallo-Gimeno and Nieto, 2005). Ademas, presentan un dominio SNAG
presente también en otros FT asociados a funciones de represion génica. En la
region central contienen un dominio rico en serina (SRD), involucrado en su
estabilidad, y una secuencia de exportacion nuclear (NES) (Fig. 3). En estos
dominios centrales, se ha descrito la interaccién de la proteina CRM1 al sito NES
para translocarlas al citoplasma, lugar en donde las proteinas B-TrCP1y FBXL14
son capaces de unirse al dominio SRD (Dominguez et al., 2003). Dependiendo
del grado de fosforilacidén de las mismas, estas son capaces de promover la

ubiquitinizacion y subsecuente degradacion de las proteinas SNAIL.

En vertebrados, la familia SNAIL esta compuesta por tres miembros: SNAIL
(SNAIL1), SLUG (SNAIL2) y SMUC (SNAIL3) (Barrallo-Gimeno and Nieto, 2009).
Entre las caracteristicas particulares de cada miembro se encuentra que, tanto
SNAIL2 como SNAIL3 presentan 5 dedos de zinc, mientras que SNAIL1 presenta
4 (de Herreros et al., 2010). Por otro lado, solo la proteina SNAIL2 presenta el
dominio Slug, que consiste en una secuencia de 29 aminoacidos altamente

conservada en vertebrados y de funcion desconocida (Nieto, 2018).

Respecto a las funciones de cada miembro de la familia, tanto SNAIL1 como
SNAIL2 parecerian tener una redundancia funcional, debido a que son capaces
de unirse a los mismos promotores (Nieto, 2018). Ambas participan como
iniciadoras de la TEM al reprimir transcripcionalmente la expresion de ciertos
tipos de cadherinas adherentes y asi disminuir el contacto célula-célula. En
cancer, SNAIL1-2 inhibe la expresion de la cadherinas E (Cad-E) (Lin et al., 2010)
mientras que en las CCN, SNAIL2 inhibe la expresion de la cadherinas 6b
(Cad6b) (Taneyhill et al., 2007). Por otro lado, si bien SNAIL3 tiene la capacidad
de unirse a las cajas-E (Kataoka et al,, 2000), su eliminacién en ratones no es

esencial ni genera ningun fenotipo aparente (Bradley et al., 2013). Sin embargo,
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recientemente se ha demostrado la expresion de SNAIL3 durante el desarrollo
embrionario temprano y el desarrollo de los ovarios, y se plantea que pueda tener
alguna funcion durante la foliculogénesis, luteinizacién y gastrulacion (Guo et al.,
2018).

Es importante destacar, que el dominio SNAG es altamente conservado en todos
los animales y ha sido involucrado en mecanismos de regulacién epigenética
formando complejos de represidbn con deacetilasas de histonas (HDAC) y
miembros del grupo Polycomb 2 (PRC2) (Fig. 3) (Barrallo-Gimeno and Nieto,
2009; de Herreros etal., 2010). También se demostrd que la interaccién de SNAIL
con estos modificadores epigenéticos no es directa, y se requiere de proteinas
intermediarias, tal como es el caso de SIN3A y AJUBA, respectivamente (Langer
et al.,, 2008; Peinado et al., 2004). Estos resultados, y de manera similar a los
estudios realizados por nuestro grupo en las CCN (ver mas adelante), pusieron
en evidencia una importante conexion entre la regulacién epigenética de la TEM
en combinacién con el nivel de regulacion de la transcripcién guiada por los FT-
TEM.

@
AN r .isgi' TDI.H .J hﬂN%sili‘ Z F & =
\re
e S
Exportacion Sitios de unién a ADN

Ubiquitinizacién del nucleo
H3K27me3 H3KdeAc y degradacion

Remodelacién
de la cromatina

Figura 3: Estructura general de los factores de transcripcion de la familia SNAIL

La figura muestra un diagrama que representa los diferentes dominios de la familia SNAIL, las
proteinas que interactian con estos dominios y las funciones asociadas. De forma general, en
el extremo N-terminal presenta un dominio SNAG (aa 1-9) asociado a funciones de represion
de la expresion génica, mientras que en el C-terminal se encuentran los dominios de unién a
ADN dedos de zinc (ZF, zinc finger). SRD, dominio esterol reductasa (aa 90-120) rico en serinas
involucrado en la regulacion de la estabilidad de la proteina. NES, dominio de exporte nuclear
(aa 139-148). Los sitios de fosforilacion son indicado como puntos (negros, fosforilaciones
activadoras; y rojos, fosforilaciones inhibitoras). PRC2 (Grupo de proteinas polycomb),
HDAC1/2 (desacetilasa de histonas), CRM1 (Chromosomal Maintenance 1, mas conocida como
exportina 1), B-TrCP1 (Beta-Transducin Repeat Containing E3 Ubiquitin Protein ligase, proteina
ubiquitina ligasa), FBXL14 (F-box/LRR-repeat protein 14, proteina ubiquitina ligasa). Adaptado
de De Herreros y colaboradores (2010).
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3. 3. Regulacion epigenética de la transicion epitelio-mesénquima

3. 3. 1.Generalidades de las regulaciones epigenéticas

En 1942, Waddington acufié el término "Epigenética" (del griego epi: en o sobre,
-genética) para explicar las complejas y dinamicas interacciones entre el entorno
ambiental en el que ocurre el desarrollo embrionario y el genoma de los mismo,
y que conducen a la produccion del fenotipo del adulto (Waddington, 1942).
Actualmente, la epigenética se define como una rama de la Biologia que estudia
la influencia del ambiente sobre la regulacién heredable de patrones de
expresion génica, que no son consecuencia de alteraciones en la secuencia
primaria del ADN (Cavalli and Heard, 2019).

Entre los mecanismos epigenéticos mas estudiados se incluyen a las
modificaciones post-traduccionales de las histonas, los modificadores de la
cromatina, las variantes de histonas, los ARN no codificantes (ncCARNs) y la
metilacion del ADN (Chen et al.,, 2017). Dependiendo del tipo de modificacion
epigenética, el resultado puede conducir a la activacion o represion génica
mediante la compactaciéon o relajacion de la cromatina, respectivamente. Esto
hara que FT puedan o no acceder a sus sitios de union especificos o afectar la
maquinaria transcripcional para finalmente regular la expresién de los genes
(Allis and Jenuwein, 2016). Es importante destacar que todas las modificaciones
epigenéticas conocidas son dinamicas y reversibles, y establecen un cdédigo
epigenético donde existen “escritores”, “borradores” y “lectores” involucrados en
coordinar el establecimiento de programas de expresion génica, y, por lo tanto,

controlan las identidades celulares (Biswas and Rao, 2018).

Dentro de las principales y mas estudiadas regulaciones epigenéticas se
encuentran las modificaciones de las histonas (modificaciones post-

traduccionales) y la metilacién del ADN.
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- Modificaciones de las histonas:
Dentro del nucleo, el ADN se encuentra empaquetado en nucleosomas (Brahma
and Henikoff, 2020). Cada nucleosoma abarca aproximadamente 147pb de ADN
envuelto alrededor de un octamero formado por las histonas 3 y 4 (H3-H4) y dos
dimeros de la histona 2 (H2A-H2B). Si bien los nucleosomas protegen y
compactan al ADN, existe una gran dinamismo en el grado de compactacion en
diferentes regiones del genoma (Orlandi and McKnight, 2020). Esta dinamica en
el empaquetamiento del ADN en el nucleosoma existe principalmente para
controlar la expresidon de genes especificos y se logra gracias a cambios post-

traduccionales en las regiones N- y C-terminal de dichas histonas.

Como toda regulacién epigenética, las modificaciones post-traduccionales de las
histonas son dinamicas, existiendo proteinas denominadas “escritoras”,
encargadas de modificar los residuos en aminoacidos especificos, y existen
también proteinas denominadas “borradoras”, encargadas de eliminar las
modificaciones. De esta forma se establece un “cddigo de histonas” (Tabla 1)
(Prakash and Fournier, 2018), el cual es interpretado por proteinas “lectoras” que
se encargan de reclutar complejos capaces de modificar la estructura de la

cromatina y regular la expresion génica (Biswas and Rao, 2018).

Dentro de los principales tipos de proteinas que se encargan de la dinamica del

codigo de histonas se encuentran (Prakash and Fournier, 2018):

- Las acetiltransferasas de histonas (HAT; “Histone acetyltransferase”),
encargadas de adicionar grupos acetilo; mientras que las deacetilasas de
histonas (HDAC; “Histone deacetylase”) se encargan de remover dichos
grupos.

- Las metiltransferasas de histonas (HMT; “Histone methyltransferase”),
que se encargan de agregar grupos metilo y las demetilasas que se
encargan de eliminarlos.

- Las quinasas y fosfatasas encargadas de adicionan o remover grupos
fosfato, respectivamente.

- La ubiquitina, encargada de la ubiquitinacion, y el complejo Ubp2

(deubiquitinasa), para la remocién de esta marca.
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De estas modificaciones, la acetilacién y la metilacién son las mas estudiadas
(Yen etal., 2016). De manera general, la acetilacion ocurre sobre las lisinas de la
histona 3 y esta relacionada con el desempaquetamiento de los nucleosomas y
por consiguiente se la asocia con una alta actividad transcripcional. Por otro lado,
la metilacion ocurre en argininas y lisinas, y su relacion con la transcripcion
depende del grado de metilacién y del aminoacido involucrado (Tabla 1) (Biswas
and Rao, 2018). Es importante mencionar que existe una relaciébn secuencial
entre algunas modificaciones de las histonas, por ejemplo, se ha descrito que la
ubiquitinacion puede preceder a la metilacién de determinadas lisinas (Sun and
Allis, 2002). Mientras que durante el inicio de la mitosis, la fosforilacion en las
histonas 2A, 3 y 4, se lleva a cabo después de la metilacion de las histonas 3
lisina 9 (K9) (Fischle et al., 2005).

Una vez establecido un cddigo de histonas en el contexto gendémico del gen a
regular o para iniciar algun proceso importante como la mitosis, las proteinas
“lectoras” se encargaran de interpretar este cédigo (Zhao et al., 2019). Entre las
principales proteinas lectoras se encuentran las que contienen dominios
Chromo, MBT, PHD (inglés “plant homeodomain”) y Tudor capaces de
reconocen metilaciones. Mientras que las que contienen bromodominios
reconocen las acetilaciones (Biswas and Rao, 2018). Generalmente, las proteinas
lectoras del cédigo de histonas reconocen modificaciones especificas y facilitan
la unién de otros complejos, los cuales van a coordinar la expresidon o el
silenciamiento de los genes a los que estan regulando (Balasubramani, 2017).
Especificamente, se ha descrito que tanto las HAT como las HDAC forman
complejos con proteinas lectoras del tipo PHD para cumplir roles en la

transcripcion y el remodelamiento de la cromatina.




Tabla 1: Cédigo de histonas
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Descripcion del cédigo de histonas con su respectivo efecto en la transcripcion. K: lisina; R:

arginina; S: serina; T: treonina. Adaptado de Prakash y colaboradores (2018).

Modificacion | Histona SO0 &
transcription
H2A K5 Activaciéon
H2B K5, K12, K15, K20 Activacion
. K4, K14, K18, K23, K27 Activacion
Acetilacion H3 K9 Deposicion de histonas
Ha K5, K12 Deposicion de histonas
K8, K16 Activaciéon
K4, K79 Eucromatina
K9, K27 Silenciamiento
H3 Y
Metilacién R17 Activacion
K36 Elongacion
a4 R3 Activacion
K20 Silenciamiento
H2A S1, T119 Mitosis
Fosforilacion H3 T3, S10, T11, S28 Mitosis
H4 S1, T119 Mitosis
Ubiquitinacion H2A K119 Silenciamiento
H2B K120 Activacion

- Metilacién de las citosinas:
La metilacién del ADN en las citosinas (5mC) forma parte de un ciclo dinamico
reversible segun: establecimiento (metilacion de ADN de novo), mantenimiento
y demetilacién (Fig. 4A) (Leoni et al,, 2015; Cavalli and Heard, 2019). Inicialmente,
durante el desarrollo embrionario de vertebrados, la mayoria de las citosinas se
encuentran sin metilar. Luego dos ADN metiltransferasas, DNMT3A y DNMT3B,
son las principales enzimas encargadas de establecer la metilacion del ADN de
novo (Okano et al., 1999). Estas enzimas se encargan de restringir los linajes
celulares durante los estadios tempranos del desarrollo embrionario. Si bien la
metilacién del ADN de novo puede ocurrir en cualquier citosina, solo la metilacion
de los nucletdtidos CpGs se mantiene tras la replicacion del ADN. Este
mantenimiento de la metilacion luego de la division mitotica es llevado a cabo
por la actividad de la enzima DNMT1 (Jeltsch et al, 2019). Como toda
modificacion epigenética, la metilacion de ADN también es un proceso
reversible, en donde las citosinas metiladas pueden entrar en un ciclo de

demetilacion activa la cual es llevada a cabo por las proteinas TET1, 2 o 3
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(TET=ten-eleven translocation) (Greenberg and Bourc'his, 2019). Estas se
encargan de oxidar progresivamente la 5mC a 5-hidroximetilcitosina (5hmC), 5-
formilcitosina (5fC) y 5-carboxilcitosina (5caC). Es importante destacar que todas
las formas oxidadas pueden promover la demetilacién del ADN por dilucién
pasiva durante la replicacion o bien por escisidon directa de la citosina modificada
(Fig. 4A).

Una vez establecida la metilacion de las citosinas, estas pueden ser reconocidas
por proteinas de unién a ADN metilado (MBD=Methyl-CpG Binding Domain), las
cuales son capaces de reclutar complejos proteicos tales como HMT o HDAC,
capaces de modificar la cromatina y alterar la expresion génica (Fig. 4A) (Leoni
et al, 2015). De forma general, la metilacion de las citosinas ocurre en
transposones o las regiones regulatorias de genes y ha sido involucrada con la
represion transcripcional de los genes blanco (Fig. 4B). Sin embargo, se ha
identificado recientemente metilacién de citosinas en los cuerpos de genes
transcripcionalmente activos, en donde es capaz de influir en el splicing

alternativo de los mismos (Guerrero-Bosagna, 2020).

Diversos estudios han demostrado que los mecanismos epigenéticos, tales
como las modificaciones de las histonas y la metilaciéon del ADN, forman un
nuevo nivel de regulacion de la TEM. En las siguientes secciones describiremos
el conocimiento actual de estas regulaciones tanto en el contexto de la TEM de

las CCN como también en la metastasis tumoral.
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Figura 4: Ciclo dinamico de metilacion- demetilacion de la citosina

Las modificaciones dinamicas de la citosina son marcas epigenéticas muy importantes con
consecuencias funcionales en la expresioén génica. A) El ciclo inicia cuando las enzimas DNMT
metilan la citosina para dan lugar a 5mC. Por otro lado, esta 5mC puede entrar a un ciclo de
demetilacion activa, esto ocurre cuando las enzimas TET oxidan esta base y generan 5hmC, 5fC
y 5caC, para finalmente obtener la citosina no metilada y acabar con el ciclo. EI ADN metilado
puede ser reconocido por las proteinas MBD que puede reclutar complejos modificadores de
histonas (HMT y HDAC). B) La metilacion del ADN se puede producir en regiones reguladoras
(como los promotores) pero también en los cuerpos de los genes. Las enzimas DNMT son
responsables de la generacion de 5mC, que a menudo sucede en el promotor y que resulta en
la represion transcripcional gel gen involucrado. Consecuentemente, la actividad de las proteinas
TET puede conducir a la demetilacion de estas regiones, las mismas que tienen un potencial de
activacion  transcripcional. 5caC=5-carboxilcitosina; 5fC=5-formilcitosina; 5hmC=5-
hidroximetilcitosina; 5mC=5-metilcitosina; DNMT=ADN metiltransferasa; HDAC=histona
deacetilasa; HMT=histona metiltransferasa; MBD=Proteinas de unién a DNA metilado y cancer
familia MBD (Methyl-CpG Binding Domain); TET=ten-eleven translocation. Adaptado de Leoni y
colaboradores (2015).
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3. 3. 2. Requlacién epigenética de la transicidon epitelio-mesénquima en las

células de la cresta neural

Si bien se ha estudiado de manera bastante exhaustiva el rol de los principales
FT involucrados en el desarrollo de las CCN (Martik and Bronner, 2017; Simoes-
Costa and Bronner, 2015; Williams et al.,, 2019), muy poco se conocia respecto de
los aspectos epigenéticos involucrados. En este contexto, en los ultimos afos,
varias investigaciones han mostrado que las regulaciones epigenéticas cumplen
un papel clave durante los diversos estadios de desarrollo de las CCN (Duband
et al.,, 2015; Hu et al., 2014a). Particularmente, nuestro grupo estuvo involucrado
en los primeros trabajos que demostraron la importancia de las regulaciones
epigenéticas, tales como las modificaciones de histonas (Strobl-Mazzulla and
Bronner, 2012b; Strobl-Mazzulla et al., 2010), y la metilacién del ADN (Hu et al,,
2012; Hu et al,, 2014b) durante el desarrollo de las CCN utilizando como modelo
de estudio embriones de pollo. Tomando en cuenta lo dicho, en esta seccidén nos
enfocamos en describir los resultados relacionados con la regulacién epigenética

de la delaminacién y migracion de las CCN.

Como se menciond anteriormente, la metilacion del ADN es una de las
modificaciones epigenéticas mas importantes, y que, de forma general, produce
la represion transcripcional (Greenberg and Bourc'his, 2019). Se describié que
tanto la ADN metiltransferasa de novo A (DNMT3A) como la B (DNMT3B) tienen
funciones claves durante el desarrollo de las CCN en pollo (Hu etal., 2012; Hu et
al.,, 2014b) y en ratén (Jacques-Fricke et al., 2012). Especificamente, durante el
desarrollo embrionario de pollo la Dnmt3a se expresa en las CCN pre-migratorias
y migratorias (Hu et al., 2012). La pérdida de funcién de la DNMT3A causa una
expansion del territorio neural, hacia el borde del tubo neural, afectando la
especificacion de las CCN. Esto ocurre como consecuencia de la falta de
represion del gen Sox2, mediada por metilacion del ADN en regiones regulatorias
del mismo. De manera similar, nuestro grupo describié cémo la deficiencia folato,
y por ende la deficiencia de S-adenosil metionina (molécula donadora universal
de grupos metilo), afecta la correcta metilacion y represion de Sox2 en el territorio
de las CCN (Alata Jimenez et al., 2018). La pérdida de folato fenocopia la
expansion del territorio neural a expensas de las CCN, de manera similar a lo

observado ante la pérdida de funcion de la Dnmt3a.
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Respecto a la funcion de la Dnmt3b, es importante destacar que tanto en pollo
como en ratdn, su expresidon es mayoritaria en las CCN pre-migratorias y
migratorias (Hu et al., 2014b; Jacques-Fricke et al., 2012). En este trabajo pudimos
demostrar que la pérdida de funcién de la Dnmt3b mantiene la expresién de FT-
TEM, tales como Snail2 y Sox9, luego de la finalizacibn normal de la
delaminacioén de las CCN (Hu et al,, 2014b). Esto ocurre como consecuencia de
una falta de represion transcripcional de Sox70, mediado por metilacién de su
region promotora, extendiendo asi el tiempo en el que continuan delaminando
las CCN del tubo neural.

Hasta el momento, no se ha determinado cémo la metilacion del ADN afecta
especificamente la TEM de las CCN; sin embargo, se ha descrito que las
modificaciones de las histonas juegan un papel fundamental durante dicho
proceso (Hu et al., 2014a). En este contexto, una de las investigaciones mas
interesantes compar6 el desarrollo in vitro de las CCN humanas contra un
modelo in vivo utilizando la rana Xenopus (Bajpai et al., 2010). En esta
investigacion se demostré que la proteina remodeladora de la cromatina CHD7
(chromodomain helicase DNA-binding domain 7), cumple un papel fundamental
en la regulacion de la expresion de los FT-TEM. Bajpai y colaboradores
describieron que CHD7 se expresa especificamente en las CCN pre-migratorias,
donde su principal funcién es unirse a los potenciadores (enhancers) de Snail2,
Sox9 y Twist1 y promover su expresion. Ademas, describieron que CHD7 es
dirigida hacia estos potenciadores por el complejo PBAF (polybromo- and BRG1-
associated factor-containing complex), el cual reconoce la marca activadora
H3K4me. Es importante destacar que, como se mencion6é anteriormente,
cualquier mutacion en CHD7 genera la neurocristopatia denominada sindrome
de CHARGE.

Otro ejemplo claro de que la metilacion de las histonas juega un papel
fundamental durante el desarrollo de las CCN fue descrito por nuestro grupo
(Strobl-Mazzulla et al., 2010). En esta investigacion se describi6é que la demetilasa
de histonas, JumonjiD2A (JmjD2A/KDM4A), es fundamental para la
especificaciéon y migracion de las CCN. La pérdida de la expresion de JmjD2A
causa la inhibicion de genes muy importantes durante el desarrollo de las CCN

tales como Snail2, FoxD3 y Sox10. Esto ocurre como consecuencia de que se
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demostrd que en los promotores de Sox710y Snail2 se encuentran enriquecidos
con la marca represiva H3K9me3. En el momento en que estos genes tienen que
ser activados para que las CCN se especifiquen y migren, JMJD2A se une a sus

regiones promotoras para demetilar dichas marcas represivas.

Las investigaciones anteriores pusieron en evidencia que la metilacién de las
histonas y el ADN juegan un rol importante en la delaminacion y migracion de las
CCN. Adicionalmente, los estudios realizados por nuestro grupo demostraron
que la acetilacion de histonas tiene una gran influencia en la regulacién de genes
importantes en la TEM de las CCN (Strobl-Mazzulla and Bronner, 2012b). Como
se menciond en secciones anteriores, es sabido que las CCN pre-migratorias
presentan altos niveles de expresion de la cadherina 6B (Cad6B), necesario para
mantener el estado epitelial de las mismas (Taneyhill et al., 2007). Ademas,
Taneyhill y colaboradores describieron que, previo a la migracion de las CCN,
SNAIL2 es capaz de unirse a sitios regulatorios (E-box) presentes en el locus de
la Cad6b para reprimir su expresion y de esta forma dar inicio a la TEM. Sin
embargo, se desconocian cuales eran los mecanismos implicados por los cuales
SNAIL2 era capaz de reprimir a la Cad6b. En este sentido, nuestro grupo de
investigaciéon demostré el requerimiento de SNAIL2, capaz de interactuar con los
sitios E-box, y PHD12, capaz de reconocer marcas epigenéticas activadoras,
para formar un puente molecular capaz de reclutar al complejo Sin3A/HDAC
(Strobl-Mazzulla and Bronner, 2012b). Este complejo finalmente llevara a la
deacetilacion de las lisinas en la H3 localizadas en las regiones promotoras de
la Cad6b, lo cual conlleva a la represion transcripcional de esta cadherina para
dar inicio a la TEM de las CCN (Fig. 5). Asi, la doble coordinacién entre lectores
de la cromatina y lectores del ADN dan la especificidad temporo-espacial

necesarias para regular cooperativamente el inicio de la TEM de las CCN.
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Figura 5: Modelo esquematico de la represion transcripcional de la Cad6b en las
células de la cresta neural pre-migratorias para dar inicio a la TEM

Durante el desarrollo de las CCN, inicialmente, en estadios pre-migratorios, el gen de la
Cad6b se encuentra activado por la presencia de altos niveles de H3Kac (Ac) en su promotor.
Al momento de la delaminacién, las proteinas PHD12 (plant homeodomain 12) y SNAIL2 son
capaces de recluar el complejo Sin3A/HDAC para deacetilar las lisinas presentes en la histona
H3 y de esta forma inhibir su expresién para dar inicio a la delaminacién. TSS, sitio de inicio
de la transcripcion. Adaptado de Strobl-Mazzulla & Bronner (2012b).

3. 3. 3.Requlacién epigenética de la transicion epitelio-mesénquima en cancer

Diversas investigaciones han determinado que las modificaciones epigenéticas
tales como las modificaciones de las histonas y la metilacion del ADN, juegan un
papel clave durante el desarrollo del cancer (Biswas and Rao, 2018; Dongre and
Weinberg, 2019; Lu and Kang, 2019). En este contexto, las regulaciones
epigenéticas son claves para regular la TEM y, de forma general, son
importantes para mediar las funciones de los FT-TEM. Es importante destacar
que el origen del cancer depende del tipo celular, de los mutagenos o factores
hereditarios propios del contexto celular y del genoma del individuo. Sin
embargo, todos los factores externos coinciden en la activacion de un mismo

grupo de FT que inician la TEM (Lu and Kang, 2019).
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Actualmente existen diferentes modelos para estudiar el desarrollo del cancer,
donde se sobreexpresan o activan vias de sefializacidén que finalmente activaran
algunos o todos los FT-TEM. Uno de los modelos mas usados es el estudio in
vitro de metastasis causado por la sobreexpresion de la via de sefalizacion TGF-
B (Zhang et al., 2014). Durante la TEM inducida por el incremento de TGF-$3 en
células epiteliales, de forma general, la marca de heterocromatina H3K9me se
reduce, mientras que las marcas de eucromatina asociada con una mayor
transcripcion, H3K4me y H3K36me, se incrementan (McDonald et al., 2011).
Estos cambios parecen ser cruciales para la migracion celular y la
quimioresistencia, y dependen en gran medida de la demetilasa especifica de
lisinas 1 (LSD1). Ademas, se ha determinado que LSD1 interactua con SNAI1
para suprimir la expresion de la CadE y de esta forma iniciar la TEM en varios
tipos de cancer (Ferrari-Amorotti et al.,, 2013; Lin et al., 2010). Otras demetilasas
de histonas como KDMG6B (Ge et al,, 2019; Tokunaga et al,, 2016) y PHF8 (Li et al,,
2017; Liu et al,, 2020), asi como también las metiltransferasas PRMT5 (Chiang
and Davies, 2018; Ge et al., 2020; Stopa et al,, 2015), EZH2/SUZ12 (Benard et al.,
2014; Lee et al,, 2015; Liu et al., 2015), SUV39H1 (Dong et al.,, 2013; Rodrigues et
al.,, 2019) y G9a (Casciello et al., 2015; Dong et al., 2012), regulan la expresion de
los FT-TEM, o bien interactuan con ellos, para promover el fenotipo mesenquimal

de las células tumorales.

Ademas de la metilacion de las histonas, la acetilacion también juega un rol
importante en la modulacién de la TEM (Lu and Kang, 2019). Similar a lo que
describimos en las CCN pre-migratorias, se ha demostrado que tanto Pf1 (PHD
Zinc Finger Protein) como SNAIL son capaces de interactuar con el complejo
HDAC/SIN3A en células tumorales (Gong et al., 2005; Patnaik et al., 2018; Yochum
and Ayer, 2001). Esta interaccion es requerida para deacetilar las histonas en el
promotor de la CadE y reprimir su expresion (Peinado et al.,, 2004). De manera
similar, el FT-TEM ZEB1, también ha sido involucrado en la regulacién
epigenética de la CadE (Byles et al., 2012). Especificamente, se ha descrito que
ZEB1 coopera con la deacetilasa de histonas sirtuina 1 (SIRT1) en el promotor
de la CadE para reducir la abundancia de H3Kac y por consiguiente la union de
la ARN polimerasa Il. En conjunto, la accién de los miembros de la familia SNAIL
con ZEB aseguran la implementacion de la TEM en cancer y un incremento en

la metastasis tumoral (Wang and Shang, 2013).
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Respecto a la metilacion del ADN, es muy interesante destacar que en las células
tumorales existe una hipometilacion global del genoma. Sin embargo, solo en
regiones especificas denominadas islas CpGs se ha observado una
hipermetilacion (Ehrlich, 2002; Kiesslich et al.,, 2013). En este contexto, varios
autores afirmaron que la mayoria de los genes cuyo contexto gendémico se
encuentra en islas CpG, han sido involucrado con el fenotipo epitelial (Greenberg
and Bourc'his, 2019). Un ejemplo claro de lo mencionado anteriormente es la
hipermetilacion del promotor de la CadE, el mismo que se encuentra inmerso en
una isla CpG, y es un paso clave para el inicio de la TEM en diversos tipos de
canceres humanos (Sun et al, 2019; Tamura et al., 2000). Es importante
mencionar que la metilacién del ADN no esta desligada de otras modificaciones
que ocurren en las histonas y de los FT-TEM, sino que existe una clara
interconexidn entre todos estos actores implicados en la metastasis tumoral (Lu
and Kang, 2019). Por ejemplo, se ha demostrado que ZEB1, un importante FT-
TEM, es capaz de reclutar no solo a modificadores de histonas sino también a la
DNMT1 hacia la regién promotora de la CadE para reprimir su expresion (Chen
etal.,, 2003; Fukagawa et al., 2015).

Cabe mencionar que en el adulto, una activacion patologica de la TEM conlleva
a fenotipos muy perjudiciales, tales como fibrosis y cancer (Nieto et al., 2016), y
se hipotetiza que debe existir varios niveles de regulacion que aseguren la
homeostasis epitelial. En este contexto, la mayoria de las investigaciones han
estado enfocadas a entender los mecanismos genéticos, transcripcionales vy
epigenéticos que inician y mantienen la TEM en cancer (Dongre and Weinberg,
2019; Lu and Kang, 2019). Es asi que se propone que uno de los niveles de
regulacion mas importante durante el desarrollo del cancer se debe a las
modificaciones epigenéticas que afectan la expresién de microARNs supresores
de tumores durante el inicio de la TEM (Morales et al.,, 2017; Shukla et al., 2020).
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3.4. Regulacion epigenética-microARNs durante la transicion epitelio-

mesénquima

3. 4. 1.Biogénesis vy funcidn de los microARNs

Los microARNSs pertenecen al grupo de los ARNs pequeios no codificantes (19-
25 nucleétidos) capaces de regular la expresion génica a nivel post-
transcripcional al unirse a sitios especificos en el extremo 3'UTR de sus ARNm
blanco (Ambros, 2001; O'Brien et al., 2018). La expresion de muchos microARNs
se encuentra estrictamente regulada a nivel tejido y tipo celular especifico, donde
juegan papeles importantes durante el desarrollo, la diferenciacion, la
proliferacion y la muerte celular (Alvarez-Garcia and Miska, 2005; Kloosterman and
Plasterk, 2006). En animales, la biogénesis de microARNs comienza con la
transcripcion de su gen por la ARN polimerasa Il o Ill para formar lo que se
denomina pri-microARN. Luego este es clivado por la ARNasa DROSHA, junto
con la proteina DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region gene 8), para
generan un precursor de aproximadamente 60-70 nucledtidos conocido como
pre-microARN. Este es luego transportado al citoplasma a través de la proteina
Exportina-5 (XPO-5) para ser luego procesado por DICER y generar el microARN
duplex. Finalmente, es conducido hacia el complejo RISC (RNA-
induced silencing complex), que contiene a la proteina AGO2 (ARNasa que
constituye el componente catalitico) quien seleccionara a la hebra guia, mientras
que la otra hebra sera degradada. Después de su integraciéon en el complejo
RISC, ahora activado, los microARN se unen por complementariedad de bases
con el ARNm blanco para finalmente inhibir su traduccién o inducir su

degradacion (Fig. 6).
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Figura 6: Biogénesis, procesamiento y accion de los microARNs

Biogénesis: transcripcion de un microARN por la ARN polimerasa Il o Ill; el ARN transcrito
luego se pliega denominandose pri-microARN. Procesamiento: desde el pri-microARN, la
proteina DROSHA junto con la proteina DGCR8 cortan ciertos nucleétidos y generan un
precursor denominado pre-microARN; este se transporta al citoplasma a través de la proteina
exportina-5 donde es procesado por la enzima DICER para formar el microARN duplex. DICER
conduce al microARN duplex hacia el complejo RISC el cual elimina una cadena del microARN
duplex formando asi el complejo RISC activo. Accidn: RISC activo usa al microARN para
buscar a su ARNm diana e inhibir su traduccién o inducir su degradacion.
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3.4. 2.Requlacion epigenética-microARNs durante la transicion epitelio-

mesénquima
Como se mencion6 anteriormente, solo las metilaciones en los dinucleétidos

CpGs son capaces de ser mantenidas luego de la divisidn celular (Jeziorska et
al., 2017). Sin embargo, el genoma de los vertebrados es generalmente pobre en
dinucledtidos CpGs, con la excepcion de las islas CpGs. Estas son regiones
genomicas relativamente pequenas (~1 kb en promedio) que contienen mas del
50% de sus secuencias constituidas por dinucleétido CpGs. Se ha reportado que
aproximadamente el 50% de las regiones gendmicas en donde se ubican los
microARNSs (~265 microARNSs) estan asociados a islas CpGs, y que su expresion
es principalmente regulada a nivel epigenético mediante la metilacién de las
citosinas en estas islas (Weber et al, 2007). Esta regulacion epigenética-
microARNs representa un nivel muy importante de regulacion fina de los genes

blanco a los que regulan postranscripcionalmente los propios microARNSs.

En la actualidad, todo lo que se conoce sobre el control epigenético-microARN
proviene de investigaciones realizadas en cancer, donde se ha determinado que
este tipo de control es crucial para el correcto mantenimiento de la arquitectura
gendmica local y global, asi como la correcta expresion génica (Shukla et al.,
2020; Wiklund et al.,, 2010). En los ultimos afios, se ha demostrado que los
cambios en la expresion de ciertos microARNs estan involucrados en la
patogénesis de todos los tipos de cancer humanos (Holubekova et al., 2017). En
este contexto, varias investigaciones han descubierto que las desregulaciones
en las vias de control epigenético-microARN son eventos claves durante la
activacién patologica de la TEM (Ahmad et al., 2014; Diaz-Lopez et al., 2014; Ding,
2014; Holubekova et al., 2017).

De forma general, durante el desarrollo del cancer, ocurren dos eventos
epigenéticos principales (Biswas and Rao, 2018). Por un lado, se observa una
hipometilacion global de los residuos de CpGs, no asociados a islas CpGs, que
genera inestabilidad gendmica, activacion de transposones y la expresion
patolégica de oncogenes. Mientras que por otro lado, ocurre una hipermetilacion
en regiones promotoras que contienen islas CpGs, asociadas con el
silenciamiento de genes de microARNs (Ehrlich, 2002; Kiesslich et al., 2013). Es

interesante destacar, que recientemente mediante el uso de herramientas
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bioinformaticas se ha descrito que en el genoma humano existen “puntos
calientes” o hotspots para la metilacion de microARNs en los cromosomas 1, 2,
9,11, 16, 17 y 19 (Morales et al., 2017). Entre los microARNs inmersos en estos
hotspots se destacan las familias de miR-200 y miR-124, el miR-203 y miR-375
(Furuta etal., 2010), los mismo que son denominados supresores de tumores por

poseer un rol fundamental durante la metastasis (Tomasetti et al., 2019).

Durante el desarrollo de un adulto, existe una homeostasis epitelial en tejidos
tales como epitelio mamario, epidermis, musculo, y la mayoria de érganos tales
como riiidén, higado, estomago. Durante el crecimiento y desarrollo de estos
tejidos y 6rganos, existe una expresion regulada de microARNs supresores de
tumores que funcionan como “buffers” y controlan la expresion patoldgica de
genes promotores del crecimiento (entre los cuales se encuentran muchos de
los denominados pro-oncogenes) (Fig. 7A). Sin embargo, en una célula tumoral,
la hipermetilaciéon de las islas CpGs reprime la expresion de estos microARNs y
conlleva a la expresion patoloégica de los pro-oncogenes (Fig. 7B) (Zavesky et al.,
2015).

Entre los principales microARNs supresores de tumores se encuentran aquellos
microARNs que regulan directamente la expresion de los FT-TEM (Lu and Kang,
2019). Entre los mas estudiados se encuentran los microARNs que regulan a
ZEB1/2, entre los que se estan los miembros de la familia de los miR-200 (miR-
200a, miR-200b, miR-200c, miR-141, y miR-429) y miR-205 (Bracken et al., 2008;
Burk et al,, 2008; Gregory et al., 2008; Korpal et al., 2008; Park et al., 2008; Wellner
et al., 2009). Se ha observado en diversos tipos de cancer que la expresion de
los miR-200s y miR-205 es epigenéticamente inhibida, lo que lleva a la expresion
patolégica de los FT del tipo ZEB (Park et al., 2008; Tryndyak et al., 2010). Otros
ejemplos de microARNs supresores de tumores regulados epigenéticamente,
son aquellos capaces de interactuar con los miembros de la familia SNAIL. Entre
estos se destacan a miR-1, que puede inhibir la expresiéon de SNAI2 (Liu et al.,
2013); y los que pueden regular a SNAI1, como miR-34 (Siemens et al., 2011),
miR-203 (Moes et al,, 2012) y miR-29b (Ru et al., 2012) desregulados en cancer

colorrectal, mama cancer y células de cancer de préstata, respectivamente.
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Figura 7: Regulacién epigenética-microARNs durante el desarrollo del cancer

A) En una célula normal, los promotores de los genes de los microARNs supresores de tumores
no se encuentran metilados. Esto permite su expresion normal y su adecuada funcién de inhibir
post-transcripcionalmente la traduccién de oncogenes. B) Durante el desarrollo del cancer,
factores externos cancerigenos provocan una hipermetilacion de las islas CpG. Esta
hipermetilacion del genoma genera la inhibicion de la expresion de microARNs supresores de
tumores. Esta inhibicién de los microARNs supresores tumorales permite la expresion patolégica
de oncoproteinas. En este contexto, la regulacion epigenética-microARNs es uno de los
principales niveles afectados durante la formacién de tumores. Modificado de Zavesky y
colaboradores (2015). HMT=histona metil-transferasa; HDAC=histona desacetilasa;
DNMT=ADN metil-transferasa; HAT=histona acetil-transferasa; ATG=codd6n de inicio de
traduccién; TGA=codén de stop de la traduccion.

Es importante destacar que los mecanismos epigenéticos subyacentes a la
regulacién de la expresion de microARN proporcionan un blanco terapéutico
potencial, debido a que las metilaciones de los nucleétidos CpG pueden ser
farmacolégicamente moduladas (Holubekova et al, 2017). En este contexto,
actualmente se estan probando farmacos que inhiben la metilacién o promueven
la demetilacion para reactivar la expresion de genes epigenéticamente
silenciados y que se reconocen como elementos clave de la patogénesis de
ciertas enfermedades (Morales et al.,, 2017). Particularmente en cancer este tipo
de farmacos es capaz de conducir a la reexpresion de microARNs que fueron
silenciados epigenéticamente y de esta forma suprimir la metastasis (Boros and
Nagy, 2019; Holubekova et al., 2017; Li et al., 2015a; Rusek et al., 2015). Por lo
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tanto, podemos considerar a los microARNs como nuevos potenciales blancos

"farmacolégicos".

La informacién que se ha logrado colectar hasta la fecha sobre la regulacién
epigenética-microARN en cancer y la evidente conservacion en los otros niveles
de regulacion de la TEM, pone de manifiesto que aun queda mucho por aprender
sobre la regulacion de la TEM durante el desarrollo embrionario normal.
Considerando las similitudes que se encuentran durante la TEM que ocurre en
la metastasis tumoral y durante la delaminacién de las CCN, es posible que
existan circuitos reguladores epigenético-microARN similares entre ambos
modelos (Kerosuo and Bronner-Fraser, 2012). En este contexto, es necesario
realizar estudios en sistemas animales, en los cuales se puedan entender la
regulacion epigenética-microARN durante procesos no patoldgicos. Es asi que,
por las razones anteriormente mencionadas, esta tesis busca estudiar este
importante nivel de regulacion epigenética-microARN durante el desarrollo de las
CCN. Nosotros hipotetizamos que existe un circuito regulador epigenético-
microARN que desempefia un papel importante durante la TEM de las CCN de
pollos como modelo de desarrollo de vertebrados. Los resultados obtenidos
durante la presente tesis podrian ayudar al entendimiento de los procesos que
conducen a un desarrollo anémalo de las CCN. Ademas, también pueden ayudar
a tener una mejor comprension de la metastasis tumoral, debido a las similitudes

entre ambos procesos migratorios.
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4.0BJETIVOS
4.1. General

Algunos autores consideran que las diferentes estrategias que las células
tumorales utilizan para migrar son una reminiscencia de los mecanismos
utilizados por las células migratorias embrionarias, como los que ocurren en las
CCN. En este contexto, en los ultimos afos se ha descubierto que las
desregulaciones en el control epigenético-microARN son eventos claves durante
la activacion patologica de la TEM en cancer. Tomando en cuenta la similitud
entre la metastasis tumoral y la migracion de las CCN; es que proponemos
evaluar la existencia de circuitos regulatorios epigenético-microARN que puedan
tener un papel importante durante la transicidén epitelio-mesénquima de las CCN

en vertebrados.
4.2. Especificos
En base a lo mencionado nos planteamos los siguientes objetivos especificos:

- Identificar in silico posibles microARNs capaces de regular a los principales

genes involucrados en la transicion epitelio-mesénquima de las CCN.
- Caracterizar la expresion espacio-temporal de dicho(s) microARN(s).

- Evaluar el efecto de la ganancia y pérdida de funcién de dicho(s)

microARN(s) y establecer su funcién en la delaminacién de las CCN.

- Demostrar la asociacién directa entre los ARN mensajeros blanco y el/los
microARN(s).

- Determinar el rol de la metilacion de ADN en la regulacion espacio-temporal

de dicho(s) microARN(s) durante el desarrollo de las CCN.

- Analizar una posible dinamica en la regulacién epigenética-miARN durante

la delaminacién y condensacion de las CCN.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Analisis in silico de los microARNs reguladores de Phf12 y Snail2

Se utilizaron los softwares de los programas de prediccion de unién microARN-
ARN mensajero: miRDB (http://mirdb.org/miRDB/) (Wang, 2008; Wong and
Wang, 2014) y TargetScan (http://www.targetscan.org/) (Lewis et al., 2005), la
base de datos de expresion de microARNs y ARN mensajeros en pollo: GEISHA
(http://geisha.arizona.edu/geisha/quick_search.jsp?table=mir) y la base de datos
de microARNs: miRBase (http://www.mirbase.org/) (Griffiths-Jones, 2006;
Griffiths-dJones, 2010; Griffiths-Jones et al., 2008). Las secuencias de microARNs

obtenidas fueron alineadas en el programa ClustalX (Thompson et al., 2002).

5.2. Obtencion y manipulacién del material biolégico

Para todos los experimentos, el material biolégico usado correspondio a
embriones de pollo (Gallus gallus) provenientes de fuentes comerciales locales.
Los huevos fertilizados obtenidos fueron incubados a 38°C hasta el estadio
embrionario deseado de acuerdo con los criterios de Hamburger y Hamilton

(Hamburger and Hamilton, 1951).

5. 3. Hibridacion in situ (HIS) con sondas LNA

Previo a realizar la HIS, la sonda LNA (locked nucleic acid) complementaria a
miR-203 (gga-miR-203: CAAGTGGTCCTAAACATTTCAC) fue obtenida de la
empresa EXIQON (Wholemount in situ hybridisation with LNA probes, EXIQON)
y fue marcada en el extremo 3' utilizando el kit DIG Oligonucleotide 3'-End
Labeling Kit, 2nd generation (ROCHE), segun especificaciones del fabricante.
El protocolo para la realizacién de HIS con sondas LNA fue adaptado de los
protocolos realizados por Darnell (Darnell et al., 2006) y Sweetman (Sweetman,

2011), segun:

Fijacion: Los embriones fueron colectados inicialmente en medio Ringer frio
y posteriormente fueron fijados con PFA 4% frio durante 16hs a 4°C.

Deshidratacién: Pasado el tiempo de fijacion, los embriones fueron lavados
tres veces con PBSw-DEPC durante 5 minutos, para luego proceder con la
deshidratacion utilizando concentraciones crecientes de metanol (25% MeOH +
PBSw-DEPC; 50% MeOH + PBSw-DEPC; 75% MeOH + PBSw-DEPC; 100%
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MeOH) durante 10 minutos cada una. Posteriormente se dejaron los embriones
en 100% MeOH por lo menos 1 hora a -20°C para finalizar la deshidratacion.

Pre-hibridacion: Los embriones fueron rehidratados utilizando
concentraciones decrecientes de metanol (100% MeOH; 75% MeOH + PBSw-
DEPC; 50% MeOH + PBSw-DEPC; 25% MeOH + PBSw-DEPC) durante 10
minutos. A continuacién, se lavé con PBSw-DEPC 2 veces durante 20 minutos
para luego ser lavados 2 veces con solucion de pre-hibridacion (formamida 50%,
SSC 0.5X pH 5, blocking poder 2%, EDTA 5mM pH8, tween-20 0.1%, CHAPS
0.1%, tARN 0.5mg/ml, heparina 50ug/ml) por 20 minutos. Antes de la hibridacion,
los embriones son incubados durante al menos 2 horas en solucién de pre-
hibridacion a 70°C.

Hibridacion: Se incubaron los embriones junto con la sonda marcada para
miR-203 en solucion de hibridacion a 52°C durante 16hs.

Lavados post-hibridacion: La solucion de hibridacion para miR-203 fue
removida y almacenada a -20°C para ser re-usada. Luego, se realizaron 3
lavados de 20 minutos con solucién 2x SSC con 0.1% CHAPS, seguido de 3
lavados de 20 minutos con 0.2x SSC con 0.1% CHAPS, ambos a la temperatura
de hibridacién. Finalmente se lavo 2 veces por 10 minutos con MABT (Acido
maleico 0.147M pH 7,5, NaCl 0.187M, NaOH 0.24M, 0.1% tween-20) fresco a
temperatura ambiente.

Hibridacion con el anticuerpo: Los embriones fueron bloqueados con la
solucién de bloqueo (1x MABT, Suero Fetal Bovino 20%, Blockin Reagent Roche
2%) por 3 horas. Seguidamente, se incubaron los embriones con el anticuerpo
Anti-Dig-AP (1:2500, Roche), diluido en solucion de bloqueo, durante 16 horas a
4°C en constante agitacion. Posteriormente, se realizaron 5 lavados de 1 hora
en solucion MABT a temperatura ambiente y un ultimo lavado en MABT durante

16 horas en agitacion a 4°C.

Revelado: Se realizaron 2 lavados por 30 minutos cada uno con TrisHCI
100mM (pH 9.5). Luego se lavd con solucion NTMT (NaCl 100mM, TrisHCI
100mM pH 9.5, MgCI2 50mM, Tween20 0.1%) durante 30 minutos. La reaccién
de revelado se realizé a temperatura ambiente con 4.5uL de NBT (cloruro de
tetrazolio nito-azul) y 3.5uL de BCIP (sal de 5-bromo-4cloro-3’-indolifosfato p-
toluidina) diluidos en 1mL de NTMT, protegiendo los embriones de la luz. Una

vez obtenida la coloracion deseada, la reaccion fue detenida con 2 lavados de
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TrisHCI 100mM (pH 9.5) por 5 minutos cada uno. Luego se realizaron 3 lavados
con PBSw durante 5 minutos cada uno. Finalmente, los embriones fueron
deshidratados utilizando concentraciones crecientes de metanol. Previo a la
visualizacion y fotografia, los embriones fueron rehidratados y lavados con PBS
como se describiera previamente. Las fotos fueron tomadas utilizando el
software AxoVision (Carl Zeiss) con un microscopio (Stemi SVII; Carl Zeiss) y el
software Image-Pro Plus 5.1 Biological (Media Cybernetics) en una lupa
estereoscopica (Nikon SMZ800). Algunos de los embriones fueron

posteriormente embebidos en gelatina y seccionados en criostato.

5.4. Hibridacion in situ (HIS) con sondas de ARN

Se realizé la HIS para ARN mensajeros en embriones enteros segun el protocolo
descripto por Acloque (Acloque et al., 2008). En breve, los embriones fueron
fijados en PFA 4% a 4°C durante 16hs y lavados en PBSw-DEPC vy
deshidratados en concentraciones crecientes de MeOH/PBSw-DEPC a
temperatura ambiente antes de ser guardados a -20°C. Luego de ser
rehidratados en concentraciones decreciente de MeOH/PBSw-DEPC, fueron
lavados en PBSw-DEPC tres veces durante 5-10 minutos. Los embriones fueron
permeabilizados utilizando Proteinasa K (10ug/ml) durante distintos tiempos
dependiendo del estadio embrionario. Se incub6é 10 minutos con PBSw-DEPC
con 2mg/ml de glicina, para frenar la permeabilizacion y se realizaron luego dos
lavados de 5 minutos con PBSw-DEPC. Durante la permeabilizacion y los
posteriores lavados los tubos conteniendo los embriones se mantuvieron
inmoviles hasta que fueron nuevamente fijados en PFA 4%, 0.2% de
glutaraldehido durante 20 minutos. Se lavaron nuevamente los embriones tres
veces durante 5 minutos con PBSw-DEPC y se realizé un prehibridizacion con
la solucion de hibridizacion durante 2 a 3 horas a 70°C. A continuacion, se hibridd
a 70°C durante 16hs con la sonda de ARN marcada con DIG correspondiente
(segun se quisiera analizar expresion de Sox70 o Tfap2b). Al dia siguiente se
retird la sonda y se lavd los embriones dos veces durante 15 minutos con
solucion de hibridacion de lavado a 70°C (formamida 50%, SSC 3X pH 5, EDTA
5mM pH8, Tween20 0.1%, CHAPS 0.1%). Se realizaron 4 lavados mas durante
30 minutos a 70°C. A continuacion, se realizé un lavado por 30 minutos con una
dilucién 1:1 de solucién de hibridacion de lavado y buffer MABT (Acido maleico
0.147M pH 7.5, NaCl 0.187M, NaOH 0.24M, 0.1% tween-20) a 70°C. Luego se
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realizaron 4 lavados de 30 minutos y se bloque6 los embriones durante 1-3hs
con soluciéon de bloqueo (MABT, Suero Fetal Bovino 20%, BBR 2% (Blockin
Reagent, Roche)). La inmunodeteccion se realiz6é incubando con un anticuerpo
anti-DIG-AP (Roche) en una dilucion 1:2000 en solucion de bloqueo durante
16hs a 4°C en agitacion constante. Al dia siguiente se realizaron dos lavados
rapidos de 5 minutos, 2 de 30 minutos y 6 de una hora con MABT a temperatura
ambiente. Finalmente, se dej6 lavando toda la noche a 4°C con MABT en
agitacion. Al dia siguiente, se realizaron dos lavados de 30 minutos con TrisHCI
100mM pH 9.5 y una vez con solucién NTMT (NaCl 100mM, TrisHCI 100mM pH
9.5, MgCl250mM, Tween20 0.1%) 30 minutos. La reaccién de revelado se realizé
a temperatura ambiente en presencia de los sustratos NBT/BCIP (tetrazolio
nitroazul/5-bromo-4-cloro-3-idolil fosfato) diluidos en NTMT (1ml NTMT, 4.5 pl
NBT, 3.5ul BCIP) protegiendo a los embriones de la luz y colocandolos en
agitacion constante. Una vez que se obtuvo la coloracién deseada se detuvo la
reaccion con dos lavados de 5 minutos con TrisHCI 100mM pH 9.5. Los
embriones fueron fijados nuevamente con PFA 4% por 2hs y lavados 3 veces 5-
10 minutos con PBS para luego ser deshidratados en concentraciones crecientes
de MeOH/PBS como se describidé anteriormente. Previo a la visualizaciéon y
fotografia los embriones fueron rehidratados y lavados con PBS como se
describiera previamente. Las fotos fueron tomadas utilizando el software
AxoVision (Carl Zeiss) con un microscopio (Stemi SVII; Carl Zeiss) y el software
Image-Pro Plus 5.1 Biological (Media Cybernetics) en una lupa estereoscoépica
(Nikon SMZ800). Algunos de los embriones fueron posteriormente embebidos

en gelatina y seccionados en criostato para ser fotografiados.

5. 5. Montaje de embriones en gelatina y secciones transversales

Para realizar los cortes transversales los embriones fueron embebidos primero
en PBS, sucrosa 5% durante 16hs a 4°C. A continuacion, se dejaron en PBS,
sucrosa 15% por 16hs a 4°C. Seguidamente, se incubaron en PBS, sucrosa
15%, gelatina 7.5% (SigmaAldrich) por lo menos 4hs a 37°C. Los embriones
fueron colocados luego en moldes y una vez que la gelatina endurecié se realizd
un congelado rapido sumergiendo los mismos en nitrogeno liquido. Los
embriones se guardaron a -80°C hasta su posterior diseccién. Con el uso de
criostato a -30°C se realizaron secciones transversales de 14-18um. Los cortes

fueron montados en portaobjetos tratados con TESPA (Sigma-Aldrich) y
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guardados a -20°C para su posterior utilizacion o directamente desgelatinizados
a 42°C durante 10 minutos en PBS-T (PBS, TritonX100 0.5%) para ser

fotografiados.

5.6. Inmunohistoquimica (IHQ)

Embriones enteros o cortes transversales, previa desgelatinizacion a 42°C
durante 10 minutos en PBS-T (PBS, TritdnX100 0.5%), fueron permeabilizaron
incubando 10 minutos con PBS-T a temperatura ambiente. Luego, se bloqued
en PBS-T + BSA 3% (albumina sérica bovina) por 45 minutos a temperatura
ambiente y se procedid a la incubacién con el correspondiente anticuerpo
primario: ratéon 1gG1 anti-Snail2 (1:100; Developmental Studies Hybridoma
Bank), conejo 1gG anti-FoxD3 (1:300; gentilmente cedido por la Dra. P. Labosky,
Vanderbilt University Medical Center, TN) o raton IgG1 anti-Pax7 (1:50;
Developmental Studies Hybridoma Bank) durante toda la noche a 4°C.
Posteriormente se procedi6é a 3 lavados con PBS-T antes de la incubacién con
los anticuerpos secundarios: cabra anti-raton IgG1 y cabra anti-conejo IgG Alexa
Fluor 488 y 594 (Molecular Probes, 1:500), por una hora a temperatura ambiente.
Finalmente, las imagenes fueron tomadas usando el software NIS-Elements-
AR4.00 (Nikon) en un microscopio Eclipse E600 (Nikon).

5.7. Extraccion de ARN y stem-loop RT-qPCR

Para la cuantificacion de la expresiéon de microARNs se utilizd el método “stem
loop RT-gPCR” (Chen et al., 2005). Para esto se extrajo ARN total utilizando el
kit comercial RNAqueous®-Micro Kit (AMBION) y se incluyd el paso de
enriquecimiento de ARNs pequefios siguiendo las especificaciones del
fabricante. Una vez obtenido el ARN el mismo fue cuantificado y guardado a
-80°C para su posterior utilizacion. Se disefiaron oligonucleétidos
complementarios para cada microARN para luego realizar las
retrotranscripciones segun el esquema de la figura 8. Luego, el producto es
amplificado mediante qPCR utilizando  oligonucle6tidos  disefiados
especificamente para cada microARNs estudiados (Primer forward especifico) y

otro oligonucledétido reverse universal que se une al stem loop (Fig. 8).
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Para la cuantificacion relativa de la expresion de miR-203, se procedi6 a la RT-
gPCR convencional utilizando los oligonucleétidos descritos en la tabla 2. Es
importante destacar que como normalizador para nuestros experimentos
decidimos utilizar el miR-16 (Lardizabal et al., 2012). Ademas, mediante el uso
de RT-gPCR convencional, analizamos en los mismos estadios la expresion
relativa de Snail2 y Phf12, usando como normalizador al gen Hprt1 (Simoes-
Costa and Bronner, 2015).

Retrotranscripcion

Previamente a la reaccién de retrotranscripcion, 1ug de ARN extraido se trato
con el kit DNase | amplification grade (Invitrogen) en un volumen final de 10uL,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la sintesis de ADNc, a cada
muestra se adiciond 1uL del mix de los oligos stem-loop para miR-16, y miR-203
(1uM de cada oligo stem-loop (SLO)) o 1ul de oligonucle6tidos random
(300ng/ul) y 1uL de mix dNTPs (10mM). Se calentd lo obtenido a 65°C por 5
minutos para luego, rapidamente, ponerlo en hielo. Se adicioné 4uL de 5x First-
Strand Buffer, 2uL 0.1M DTT, 1uL RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease
Inhibitor (40U/uL). Rapidamente se procede a incubar 2 minutos a 16°C
(microARNs) o 25°C (cebadores random). Pasado el tiempo se agregaron 0.5uL
de SuperScript® Il Reverse Transcriptase (Invitrogen) para sintetizar el cADN

segun: en el caso de microARN se incub6 30 minutos a 16°C, 30 minutos a 42°C
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y 60 minutos a 50°C; mientras que para los ARNm se incubé 10 minutos a 25°C,
50 minutos a 42°C. Finalmente, se realizd la inactivacion de la reaccion
calentando 15 minutos a 70°C. Las muestras de ADNCc finales se almacenaron a
-20°C.

Tabla 2: Cebadores utilizados en la técnica Stem Loop RT-qPCR y RT-gPCR estandar
Oligonucleétidos stem-loop (SLO) utilizados en la retrotranscripciéon y cebadores utilizados
para la cuantificacion por PCR en tiempo real. Se denota en negrita la secuencia especifica

para cada microARN analizado.

Nombre Secuencia
GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGAC
SLO-203 CAAGTG
GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGAC
SLO-16 CAGCAA
miR-203 Forward CCGGCGTGAAATGTTTAGG
miR-16 Forward CGCCGCTAGCAGCACGTAAA
Primer reverse GAGGTATTCGCACCAGAGGA
universal
Snail2 Fwd GCCAAACTACAGCGAACTGG
Snail2 Rev CGGAGAGAGGTCATTGGGTA
Phf12-Fwd CTGAGGAACCCTTGCAGAAG
Phf12-Rev AGAGTCCCAAAGCGAAGTCA
Hprt1-Fwd TGGTGAAAGTGGCCAGTTTG
Hprt1-Rev TCATTGTAGTCGAGGGCGTATC

Stem loop q-PCR
Las reacciones de g-PCR se llevaron a cabo en un Termociclador Real Time
Stratagene™ Mx3005P gPCR Instrument utilizando FastStart Universal SYBR
Green Master (Rox) (ROCHE). Para cada set de oligonucleétidos se calculd la
eficiencia de amplificacion (Nolan et al., 2006; Schmittgen and Livak, 2008)
mediante la construccion de curvas estandares por la amplificacion de diluciones
seriadas de un mix de ADNc utilizando diferentes concentraciones de
oligonucleétidos. Se graficaron los valores de Cq promedio para cada dilucion de
ADNCc y para cada concentracién de oligonucle6tidos en funcion del logaritmo del
factor de dilucion correspondiente. A partir de estos resultados se utilizé la
concentracion de oligonucleétidos que presentaron una eficiencia cercana al
100% (Fig. 9). La amplificacion especifica de cada producto se confirmo6
mediante la observacién de un unico pico en la curva de disociacion y por la
obtencién de una unica banda de tamario esperado en una electroforesis en gel

de agarosa 1% (Fig.10).
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Es importante destacar que las concentraciones efectivas ya eran conocidas
para los productos de los ARN mensajeros: Snail2 y Phf12 (Strobl-Mazzulla and

Bronner, 2012b) y para Hprt1 (Simoes-Costa and Bronner, 2015).

28 + miR-16
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tamanfo esperado.
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Finalmente, la mezcla de la reaccion para analizar la expresion en los distintos

estadios se realizé en un volumen final de 15ul segun:

Concentracion miR-203 miR-16 Snail2/Phf12/HPRT1
final (F: 1.4uM-R:0.7uM) (F-R: 0.9uM) (F-R: 0.8ulM)
oligonucledtidos:
2x SYBR Green
7.5uL 7.5uL 7.5uL
Master mix
Oligonucledtido
2.2uL 1.35uL 1.2uL
forward (10uM)
Oligonucledtido
reverse 1.1uL 1.35uL 1.2uL
(10uM)
ADNc 1uL 0.5uL 0.5uL
Agua UP 3.2uL 4.3uL 4.6uL

Las reacciones de g-PCR se iniciaron con 5 minutos de incubacion a 95°C,
seguida de 40 ciclos de 95°C por 20 segundos y 60°C por 1 minutos. Se realiz6
una curva de disociaciéon al final de cada corrida dentro del rango de
temperaturas 55°C-95°C, aumentando 0.5°C cada 2 segundos. La linea de base
y el Cq se determinaron automaticamente utilizando el programa del
termociclador. Por cada diferente reaccién con un par de oligonucleétidos se
incluyeron controles negativos (sin templados) y cada reaccién se llevd a cabo

por triplicado.

Analisis de datos
Se calcularon los valores de cantidad relativa (Milet and Monsoro-Burqg, 2012) a
partir de los Cq mediante el método delta-Cq (Livak and Schmittgen, 2001),
incorporando los valores de eficiencia de amplificaciéon de gPCR calculados para
cada gen (Pfaffl, 2001). Una vez obtenidos los valores de RQ, se procedi6 a
graficar estos valores por estadio. El analisis estadistico de los datos se realiz
utilizando el software GraphPad Prism 5.0 y el paquete estadistico online
http://www.physics.csbsju.edu/stats/. Considerando las tres repeticiones
analizadas se procedié a analizar la significancia estadistica usando el método

de t-student.
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5. 8. Generacion de plasmidos para ganancia y pérdida de funciéon de miR-
203

Tomando como base un vector constitutivo vacio pCAG, que contenia el
promotor constitutivo fuerte de CMV early enhancer/chicken B actin y el sitio poli-
A de terminacién de la transcripcion, se procedid a generar el vector de
sobreexpresion constitutiva de miR-203 (pCAG-203). Este vector contiene la
secuencia gendmica del miR-203, incluyendo 250pb rio arriba y abajo, para
forman la estructura de tallo-bucle necesaria para su correcto procesamiento
(Furukawa et al., 2011). Para ello, se amplificé la region codificante de miR-203

del genoma del pollo con los sitios de clonado Xhol y EcoRV, segun:

Nombre Descripcion Secuencia
Forward = Po_gga-miR203F_Xhol ~AAACTCGAGCTCCGAGCTGAGAAGAATGG
Reverse ‘ Po_gga-miR203R_EcoRV AAAGATATCCGCGCACTACAAGCCTATTT

1x
Agua UP | 16.2 L
Cebador F (10uM) | 0.5 pL Protocolo de PCR:
Cebador R (10uM) | 0.5 uL 95°C 5 min
5x GoTaq Buffer(Promega) | 2.5 L 94°C 30 seg
GoTaq® DNA Polymerase 0.3 L 35 cicl £500 20
(Promega) Iclos seg
dNTPs (10mM) (Roche) | 0.5 uL 72°C 45 seg
DMSO (4%) 1L 7900 5 min

ADN genomico (40ng/ul) 1uL

Volumen final 25 uL
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Los plasmidos “esponjas” generan transcriptos con secuencias en tandem
antisentido al microARN blanco al que regulan, y de esta forma funcionan como
sefuelos artificiales capaces de secuestrar los microARNs enddgenos (Ebert
and Sharp, 2010). En nuestro caso, se disefid un vector “esponja” para miR-203
(pSmir-203), basandonos en el protocolo previamente descrito por Kluvier y
colaboradores (Kluiver et al., 2012). Este plasmido contiene 6 sitios
complementarios al miR-203 en la region 3’UTR del ARNm de la proteina EGFP,
el mismo que se encuentra bajo la influencia de un promotor constitutivo pCAG
(Fig. 11). Como control, se disefid un vector “esponja” conteniendo la secuencia

complementaria a miR-203 pero de manera aleatoria (pScramble-miR-203).

pSmiR-203

PolyA term }—

“esponja”

— el e,
SRS, DT aeiescicaTiveme
3'GTT CACCAG GTAAAGTG &' iR-
GTT CAC (':’QTTT GTG 5 miR-203

Figura 11: Mapa del vector “esponja”, pSmiR-203

Esquema del vector esponja pSmiR-203, vector de pérdida de funcién de miR-203. Este
vector contiene en el extremo 3'UTR del gen codificante para el reportero EGFP (Enhanced
green fluorescent protein) 6 repeticiones antisentido de miR-203. Mientras que posee el
promotor constitutivo pCAG (CMV early enhancer/chicken 3 actin), y el sitio poli-A de
terminacion de la transcripcion (polyA term).

5.9. Electroporacion de plasmidos y morfolinos

La técnica de electroporaciéon ex ovo utilizada para transfectar vectores de
expresion (plasmidos) o morfolinos en estadios tempranos del desarrollo de
embriones de pollo se realizé siguiendo protocolos ya descritos con anterioridad
(Sauka-Spengler and Barembaum, 2008). De forma general, los embriones
fueron extraidos mediante pinzas vy tijeras de disecciéon en anillos de papel filtro
y fueron lavados en solucién isotonica Ringer’s. Posteriormente los embriones
fueron colocados en un electrodo negativo lleno con Ringer’s (Fig. 12A-B). Los
plasmidos o morfolinos fueron diluidos a la concentracion pertinente y se les
agreg6 colorante Fast Green (Sigma-Aldrich) para poder visualizarlos al

momento de realizar la inyeccion. Se inyectd unilateralmente mediante el uso
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microagujas de vidrio y presion de aire en estadio de gastrulacion temprana (st.
5) (Fig. 12C). Una vez inyectada la solucion se coloco rapidamente un electrodo
positivo sobre el embridn y se procedidé a realizar la electroporaciéon a 5 pulsos
de 5.5mV con una duracion de 50 milisegundos intervalos de 100 milisegundos.
Luego, los embriones se ubicaron en placas de cultivo de 35mm (Corning®
CellBIND®) las cuales contenian 700uL de albumina colectada previamente
durante la extraccion de los embriones, para finalmente incubarlos a 38°C
durante 17-24 horas, tiempo aproximado en el cual alcanzan el estadio a
analizar. Finalmente, los embriones fueron lavados en PBS y se verificd la
eficiencia de la inyeccidn y electroporacion mediante visualizacién en lupa de

fluorescencia (Fig. 12D).
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Figura 12: Electroporacion de embriones de pollo

GFP

A) Representaciéon esquematica del aparato utilizado para la electroporacion ex ovo en
embriones de gastrula temprana (estadio st. 5). B) El Aparato de electroporacién consiste en el
electrodo de platino y una camara de electroporacion en forma de plato petri cubierta en el fondo
con una fina capa de platino. C) Disposicion de los electrodos positivo (+) y negativo (-),
microagujas y el embrién dispuesto ventralmente. D) Embriébn de pollo electroporado
unilateralmente con un plasmido que expresa el gen reportero GFP.
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Siguiendo los parametros previamente descritos para electroporacion de
embriones, los plasmidos y morfolinos usados por experimentos se describen a

continuacion:

5.9. 1. Ensayo de ganancia de funcién de miR-203

Disefio experimental:

Vector de sobreexpresion miR-203 (pCAG-203) y vector control vacio (pCAG).
Los plasmidos se inyectaron junto con un vector fluorescente verde (pCIG-GFP)
a la siguiente concentracién: pCAG-203/pCAG (3ug/ uL) + pCIG-GFP (0.5 pg/ pL).
En el caso de los experimentos de rescate de funcion, se utilizd los mismos
lineamientos descritos en el parrafo anterior, pero se inyecté ademas el morfolino

contra la Cad6b (Taneyhill et al., 2007) o control a una concentracion de 1TmM.

5.9. 2. Ensayo de pérdida de funcidon de miR-203

Se realizé la pérdida de funcion mediante la electroporacién de “esponjas” de

microARNs y para corroborar esos resultados utilizamos otra estrategia
mediante la pérdida de funcion por un morfolino complementario al miR-203. Es
importante recalcar que el morfolino complementario al miR-203 (miR-203 MO:
GGTCAAGTGGTCCTAAACATTTCAC) fue adquirido de la fuente comercial
GENE TOOLS, LCC (https://www.gene-tools.com/blocking_mirnas).

Disefio experimental:

Vector esponja contra miR-203 (pSmiR-203) y vector control scramble (pSmiR-
scramble). Los plasmidos se inyectaron en embriones independientes a una
concentracion de 1.5 ug/ uL.

Morfolino complementario a miR-203 (miR-203 MO) y morfolino control (Control
MO). Los morfolinos se inyectaron en embriones independientes a una

concentracion de 0.5mM.

5.9. 3. Ensayo de los posibles requladores de la metilacion del gen de miR-203

Se procedi6 a realizar los experimentos de pérdida de funcién con morfolinos
previamente caracterizados para Dnmt3a (Hu et al., 2012), Dnmt3b ((Hu et al.,
2012; Hu et al., 2014b) y Snail2 (Taneyhill et al., 2007) a una concentracién de
1mM. Una vez obtenidos los embriones, se disecaron tubos neurales dorsales
(CCN pre-migratoria) y se realizdé el secuenciado luego del tratamiento con

bisulfito.
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5. 9. 4. Método estadistico

El andlisis estadistico de los datos se realizé utilizando el software GraphPad

Prism 5.0 y el paquete estadistico online http://www.physics.csbsju.edu/stats/.
Se utilizé un analisis de tabla de contingencia seguido de Chi-cuadrado para la

evaluacion de la significancia.
5. 10. Secuenciacion bisulfito

Tratamiento de ADN genomico con bisulfito: Se disectaron tubos neurales
dorsales y ventrales (n=5) de embriones en estadio 9 y CCN migratorias a partir
de embriones en estadio 12 y se utilizo el kit EpiTect® Plus Bisulfite Conversion

kit (Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente:

e Se anadi6 a los tejidos disectados 15uL de buffer de lisis FTB y 5ul de
proteinasa Ky se incub6 durante 30 minutos a 56°C.

e Conversion bisulfito: se agregé 85uL de Bisulfite Mix y 35uL de DNA
Protect Buffer. Nota: la reaccion debe virar de verde a azul después de la
adiciéon de Bisulfite Mix, lo que indica una mezcla suficiente y pH correcto
para la reaccidon de conversiéon de bisulfito.

e Se realizd la reaccién de conversion de ADN con bisulfito usando un

termociclador, segun el siguiente programa:

Condiciones del termociclador para la conversion de ADN con bisulfito
95°C 5 minutos
60°C 25 minutos
95°C 5 minutos
60°C 85 minutos
95°C 5 minutos
60°C 175 minutos
20°C 10 minutos

¢ Una vez terminada la reaccién de bisulfito, se llevé a cabo la purificacion
del ADN tratado mediante el uso de columnas de silica siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Después de obtener el ADN tratado, se realizo la cuantificacion de ADNSss, los
valores de la proporcion 260/280 se encontraron cercanos a 2.2, lo que indica

una alta conversion del ADN tratado (Correa et al., 2012; Frommer et al., 1992).
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Amplificacién, clonado y secuenciacién: A partir de las muestras de ADN
convertidas con bisulfito, se procedié a amplificar dos regiones regulatorias en el
contexto del gen gga-miR-203. Se realizaron dos rondas de PCR anidadas para
amplificar las regiones F1R1 (region 1: 235pb y 19 CpGs); y F3R3 (regién 2:
252pb y 20 CpGs) (Fig. 13).

Las regiones F1R1 y F3R3 son determinadas por sets de oligonucle6tidos
utilizados (Fig. 13), los cuales fueron disefiados utilizando el programa Methyl

Primer Express (Applied Biosystems):

Region
Regién F1R1 Secuencia Secuencia
F3R3
F TTTATATTTGTTGAGGGGAAGG F2 AGGTAGTTTGGAAAAATTGGTTT
TTTCCAAACTACCTTCTCCCTA R2 CTCCTTTAAAAACATTACAACCC
F1 TTGTGTGAGGTTGGTAGTTAGG F3 AAGTTTTGTTGTTGTTGTTATTTT
R1 ATCATCATCATCTAAAACAACCC R3 TAAACTATTAAAAACCACTACACCA
F R gga-miR-203
i i Pre-miRNA |
—> <« 1
F1 RL ——
F2 R2

Figura 13: Localizacion espacial de los oligonucleétidos disefiados para la PCR anidada
en el contexto genémico del gen gga-miR-203: se denota la division en dos regiones F1R1
y F3R3.

Se realiza la primera PCR usando 2uL del ADN convertido e inmediatamente la
segunda PCR (se toma 2L de la PCR anterior). Al finalizar, se caracterizan los
productos correspondientes en un gel de agarosa 1%, los mismos que son
cortados del gel y purificados utilizando kit AccuPrep® Gel Purification Kit

(Bioneer), siguiendo el protocolo del fabricante.
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La primera PCR y la PCR anidada consistieron en la repeticion del siguiente

protocolo:
1x
Agua UP | 10.95uL Protocolo de
Cebador F o F2 (10pM) 0.15puL PCR:
Cebador R o R2 (10uM) 0.15puL 5 .
10x Buffer Tag DNA | 950C 5 minutos
Polymerase (Roche) o 95°C | 30 segundos
Taq DNA Polymerase 0.50L 45 ciclos | 50°C | 1 minutos
(Roche) ' 72°C | 1 minutos

DMSO (4%) | 0.75uL

ADN convertido con
bisulfito (1era PCR) /
Producto anterior (PCR
anidada)

Volumen final 15uL

2uL

Los fragmentos purificados de las regiones 1 y 2 fueron ligados al vector de
clonado pCR®2.1-TOPO (Invitrogen) y se procedi6é a transformar células E. coli
competentes y cultivarlas toda la noche a 37°C en placas LB agar con ampicilina.
Antes de sembrar la suspension bacteriana, se agregaron sobre la superficie del
agar 8uL de IPTG (0.1M) y 40uL de X-Gal (50mg/mL) considerando las
caracteristicas del vector pCR®2.1-TOPO. Las colonias positivas (blancas)
fueron repicadas en 100uL del medio de cultivo LB liquido mas ampicilina, e
incubadas 1 hora a 37°C en agitacién. Pasada la hora, se procedio a realizar la
colony PCR con los oligonucleétidos M13 reverse y T7 forward para identificar
qué colonias tenian el inserto del tamafio adecuado. A todas aquellas colonias
positivas se realizaron mini-preparaciones plasmidicas utilizando el kit comercial
AccuPrep® Plasmid Mini Extraction Kit (Bioneer) y los plasmidos obtenidos
fueron enviados a secuenciar (Macrogen Inc.). Las secuencias obtenidas fueron

alineadas usando el programa ClustalX y analizadas.
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6. RESULTADOS

6. 1. Identificacién in silico de microARNs capaces de regular la TEM en

las células de la cresta neural

Como se describio en la introduccién, estudios previos han caracterizado el rol
de las proteinas SNAIL2 y PHD12 (llamada actualmente PHF12) como factores
claves en la regulacion del inicio de la TEM de las CCN en pollo (Strobl-Mazzulla
and Bronner, 2012). En la busqueda de identificar los posibles microARNs
capaces de regular a dichos genes es que realizamos un analisis in silico
utilizando los predictores TargetScan (http://www.targetscan.org/) y miRDB
(http://mirdb.org/). Este analisis resulté en una lista de microARNs conservados
en vertebrados que potencialmente podrian unirse a los 3’UTR de SNAIL2 y/o
PHF12 y regular su expresion (Fig. 14). Estos resultados fueron combinados
ademas con una profunda investigacion bibliografica sobre las funciones,
blancos conocidos y expresion espacio-temporal

(http://geisha.arizona.edu/geisha/) de los microARNs obtenidos (Tabla 3).

A Gallus gallus PHF12 ENST00000332830.4 Tamafo del 3'UTR: 787pb

—
100 200 300 400 560 600 700
niR-33-5p niR-19-3p niR-130-3p/301-3p/454-3p niR-7467-3p
. n:—365-3p :R-idz-ﬁp = miR=221-3p/222-3p
A = .
iR-455-5p
El
B Gallus gallus SNAI2 ENST00000020945.1 Tamafio del 3'UTR: 1216pb
o 0.2k ol o ot ot 0.7k 0.8k PR 1k
=20 niR-181-5p miR-1-3p/206 niR-33-5p
-:m/qz-s-ap = " e

Sitios con alta probabilidad de conservacidn preferencial
Wemer W Tmer-m8 [l Tmer-A1
Sitios con bajasprobabilidad de conservacion preferencial

*Basado en TargetScan
Wemer W Tmer-ms [l Tmer-A1 i

Figura 14: Representacion grafica de los tentativos sitios de unién de microARNs
conservados a los 3’'UTR de PHF12 y SNAIL2 (TargetScan y miRDB)

Se muestran la ubicacién de los microARNs conservados obtenidos de los softwares de
prediccion, targetScan y miRDB, que pueden unirse a los 3’UTR de A) PHF12 o B) SNAI2.
miR-203 esta resaltado dentro de un cuadrado.




Tesis Estefania Sanchez Vasquez

En conjunto, estos analisis destacan al miR-203 por cuatro motivos principales:

1-

Se demostrd que regula a SNAIL2 durante el inicio de la TEM en diversos
tipos de cancer: mama (Taube et al., 2013; Zhang et al., 2011), pulmon
(Benaich etal., 2014; Ding et al., 2013), prostata (Qu et al., 2013) e higado
(Xiao et al., 2017).

Interesante para nuestro modelo, miR-203 podria regular
simultaneamente a los dos factores principales involucrados en la TEM de
las CCN de pollo, Snail2 y Phf12.

miR-203 es exclusivo de los vertebrados, ya que no ha sido identificado
en otros clados, al igual que lo es la caracteristica sinapomorfica de
poseer CCN (Heimberg et al., 2010; Hockman et al., 2019).

Su alta homologia en vertebrados (ver figura 15) implica una funcién
altamente conservada, es decir, una conservacion en los ARN
mensajeros blancos a los que puede regular en estas especies. Nuestro
alineamiento multiple de 8 especies de vertebrados pertenecientes a
distintos linajes mostré una conservacion perfecta en su region semilla y
un solo cambio en la posicién 21 en mamiferos y lampreas (modelo de

vertebrados basal).

Tabla 3: Analisis in silico de los sitios de union de microARNs conservados y poco

conservados a los 3’'UTR de PHF12 y SNAIL2 (TargetScan)

En la tabla también se describe las funciones de estos microARNSs, sus genes blancos conocidos

y su expresion en pollo (Geisha).




Sitios conservados Sitios poco conservados Funcion Gen blanco Referencia
8mer | 7mer-m8 | 7mer-1A | 8mer 7mer-m8 7mer-1A | 6mers | Pct | Conocida demostrado
Olive et al. 20(
miR-19-3p 1 0 0 0 0 0 1 0,85 Oncogen Pten,Bim, TNF-a Mavrakis et al. 2
Liuetal. 201
miR-130-3p COI|e(':i—lCOI| doméln' Leone et al. 201¢
/301-3p /454-| 1 0 0 0 0 0 0 |077| Oncogen | containingprotein8 | i 5015 Egay
3p (CCDCB), Smadd, | 2416 Ly et al.
Pten
miR-365-3p | 0 1 0 0 0 0 1 [oa1| SUPresorde | ypas max, paxe | Wangetal 20
tumores Gastaldi et al. 2
Interferon regulatory
Supresor de . factor? ( Irf7. ) Luetal. 2013; S
& . tumores interleukin 6 signal etal. 2013; Borg
; miR-142-3p 0 0 1 0 0 0 0 0,4 desarroII’o transducer (IL6st), al. 2016- Di;:kmar
o - transforming growth : !
hematolégico 2017
factor beta receptor
1(TGFBR1)
RAB18, ZEB1, RAF
. Supresor de proto-oncogene Chai etal. 2015;
miR-455-5p 0 0 1 0 0 0 0 038 tumores serine/threonine-protein|al. 2016; Liu et al.
kinase (RAF1)
RUNX2, Smad5,
miR-221-3p Desarrollo de | tartrate-resistantacid | Takigawa et al. Z
1222-3p 0 0 1 0 0 0 0 0,36 | osteoblastos y | phosphatase (TRAP), | Yanetal. 2016;\
osteocitos | ADP-ribosylation factor al. 2017
4(ARF4)
miR-33-5p 1 0 0 0 0 0 0 0,32
miR-203 0 1 0 0 0 0 0 0,31
miR-7467-3p 0 0 1 0 0 0 0 0,24 | Desconocido Desconocido Desconocid
. Heidersbach e
miR-1-3p/206| 0 1 0 0 1 0 0 |o72| Desarolo ERB1, myocardin, | 5413 wystub e
cardiovascular telokin X : ‘
2013; Wei et al. .
Supresor de KRAS, matrix Korhan et al. 201
miR-181-5p 0 0 1 0 1 0 1 0,47 tumores metalloproteinase etal. 2015; Ma ¢
MMP-14, c-Met 2015
Zeb1, multiple
miR-200b-3p 0 1 0 0 0 0 1 043 Supresor de me_mbers of RAB Ye et a.l. 2Q14; WE
/429-3p tumores family, extracellular- | 2016; Gui et al. ?
regulated protein kina
. e | poo,soaie Luaara [725T0E e
E miR-203 1 0 0 0 0 0 1 0,38 s d‘e Ia SH3 domain protein 1 2011: éenaiche
”n piel (i) 2014; Shi etal.
Special AT-rich
Desarrollo de sequence-binding . Y
miR-33-5p | 0 0 1 0 1 0 1 | 031 osteoblastos y |protein 2 (SATB2), high{ M &t 2|°21(§31' (\SN ¢
osteocitos | mobility group AT-hook al
2(HMGA2)
ELK3 (ETS Gracias et al. 2
miR-155 0 0 0 0 1 0 0 0,23 Oncogen Transcription Factor), | Robertsonetal. ?
several MRNAs Forzati et al. 2(
miR-32-5p Pten, Smad7, estrogen{ Zhu et al. 2013;. Z
192-3p/367 0 0 0 0 0 1 0 0,22 Oncogen related receptor 8 al. 2015; Sharifi
(ERB1) Salehi 2016
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i3 2222222222222 2222 2 B 4

gga-miR-203/GUGAAAUGUUUAGGACCACUUG
xtr-miR-203 GUGAAAUGUUUAGGACCACUUG
dre-miR-203a GUGAAAUGUUUAGGACCACUUG
ola-miR-203 GUGAAAUGUUUAGGACCACUUG
hsa-miR-203aGUGAAAUGUUUAGGACCACUAG
ptr -miR-203 GUGAAAUGUUUAGGACCACUAG
mmu-miR-2 03-3p/GUGAAAUGUUUAGGACCACUAG
pma-miR-203a-3pGUGAAAUGUUUAGGACCACUGG

g :
Region semilla
Figura 15: Alineamiento muiltiple de la secuencia de miR-203 maduro en vertebrados

Marcado en verde se encuentra la region semilla de alta conservaciéon entre todas las
especies de vertebrados analizados. En rojo y azul un SNP en mamiferos y en un ejemplo de
vertebrado basal, respectivamente. gga (Gallus gallus, gallo), xtr (Xenopus tropicalis, rana),
dre (Danio rerio, pez cebra), ola (Oryzias latipes, medaka comun), hsa (Homo sapiens,
humano), ptr (Pan troglodytes, chimpancé), mmu (Mus musculus, ratén) y pma (Petromyzon
marinus, lamprea).

6. 2. Patron de expresion espacio-temporal del miR-203

Con el fin de determinar si miR-203 podria cumplir algun rol en la regulacion del
desarrollo de las CCN es que decidimos estudiar su expresion espacio-temporal
mediante HIS utilizando una sonda LNA especifica. Nuestros resultados
muestran que miR-203 se expresa desde etapas muy tempranas del desarrollo
(st. 4) en la placa neural y el borde de la placa neural, lugar donde se especifican
las CCN. También observamos marca en el borde del surco primitivo en donde
las células se invaginan y luego delaminan durante la gastrulacion. Luego, la
expresion se evidencia notoriamente en los pliegues neurales desde estadio 8
(4ss, 4 somitos) y se va atenuando en estadio 9 (7ss), momento en el cual las
CCN comienzan a delaminar del tubo neural (Fig. 16). Finalmente, en estadios

mayores al 10 (10ss) no fue posible evidenciar expresion en las CCN migratorias.




Figura 16: Analisis estadio-
especifico de la expresion de miR-
203 mediante hibridacién in situ
con sonda LNA

Se muestra el patron de expresion del
gen gga-miR-203 en embriones de
pollo desde el estadio 4 hasta estadio
10. miR-203 se expresa desde el
estadio 4 en el ectodermo neural y no
neural y, a partir del estadio 8 en la
region del tubo neural. En la imagen
se recalca como a partir del estadio 9
empieza a disminuir la sefial del miR-
203, lo que concuerda con el inicio de
la migracién de las CCN.
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Para evaluar en mejor detalle la expresion de miR-203, decidimos realizar cortes
transversales de las HIS al momento del inicio de la TEM (7ss) y luego de que
todas las CCN hayan delaminado del tubo neural (9ss). Ademas, decidimos
detectar en estos mismos cortes, mediante IHQ, las proteinas PAX7 y SNAIL2
involucradas en la especificacion y migracion de las CCN, respectivamente.
Nuestros resultados demuestran claramente que miR-203 se expresa en las
CCN pre-migratorias, ubicadas en la region mas dorsal del tubo neural (Fig. 17
A). Mientas que en las CCN delaminantes y migratorias su expresion es
evidentemente menor (Fig. 17B). Contrariamente a esto, observamos que
SNAIL2 es fuertemente detectado en las CCN migratorias y en las mas dorsales
del tubo neural préximas a delaminar. Por otro lado, el marcador PAX7, como
era de esperar, fue homogéneamente detectado en todas las CCN (Fig. 17C).
Estos resultados muestran una expresion antagénica entre miR-203 y su posible
blanco funcional SNAILZ2, lo cual refuerza su posible rol regulatorio relacionado
con la TEM de las CCN.

A miR-203
7ss )3\2-3:; e
B N miR-203
Oss = g

miR-203 Pax7 Snail2 , MiR-203 Pax7 Snail2

7ss 9ss

sidad relativa

Intensidad relativa

Inten

Distancia Distancia
Figura 17: La expresion de miR-203 es especifica de las células de la cresta neural

pre-migratorias.
Secciones transversales de la ISH de miR-203 seguidas de IQH contra SNAIL2 (rojo) y PAX7

(verde). Podemos observar claramente que, en estadio 7ss, miR-203 se expresa en las CCN
pre-migratorias y delaminantes (A). Mientras que en estadio 9ss, miR-203 no se encuentra en
las CCN migratorias (B). C) Andlisis de intensidad demuestran que durante el inicio de la TEM
(7ss), mientras mas distancia las CCN migran del tubo neural presentan mayor intensidad de
SNAIL2, mientras que no existe diferencias en el marcador PAX7 cuando las CCN delaminan
(7ss) o migran (9ss).




Tesis Estefania Sanchez Vasquez

Considerando los resultados anteriores, y para obtener informacion cuantitativa
acerca de los niveles de expresiéon de miR-203 durante diferentes estadios del
desarrollo de las CCN, asi como también relacionar su expresion con la de sus
posibles blancos funcionales Snail2 y Phf12, realizamos RT-qgPCR durante los
estadios 5ss hasta 9ss. Nuestros resultados confirman que miR-203 se detecta
en estadios pre-migratorios (5ss), y luego, previo al inicio de la migracion (6ss),
una disminucidn en sus niveles de expresion es coincidente con un aumento en
la expresion de sus tentativos blancos Snail2 y Phf12 (Fig. 18). Tomando en
conjunto estos resultados demuestran que la expresion de miR-203 es reprimida
al momento de la delaminacion de las CCN, pudiendo esto ser un paso clave

durante el inicio de la TEM de estas células.

CCN

Pre-migratoria CCN Migratoria

16
#Phf12
© 1.4 @Snail2
E 12 #miR-203
o
R
:©
® 08 —a—
o
05 06
0.4
5ss 6ss 7ss 8ss 9ss

Figura 18: La expresion de miR-203 es reciproca a sus blancos tentativos Snail2 y Phf12

Los analisis de RT-gPCR muestran que la expresion relativa de miR-203 va reduciendose
durante los estadios 5 a 6ss, momento en el que los blancos tentativos Snail2 y Phf12 aumentan
su expresion para dar comiento a la TEM de las CCN. Este mismo patrdn reciproco se observa
mas adelante en las CCN migratorias (estadios 7-9ss).
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6. 3. Efecto de la ganancia de funciéon del miR-203 sobre la migracion de

las células de la cresta neural

Con el fin de determinar si miR-203 tenia algun rol funcional sobre la TEM de las
CCN, procedimos a realizar experimentos de ganancia de funcion. Para realizar
estos experimentos, se disefio y obtuvo un vector de sobreexpresion constitutiva
que contiene la secuencia genémica del miR-203 (pCAG-203), incluyendo 250pb
a cada lado del microARN, requerida para la correcta formacion y procesamiento
de la estructura de tallo-bucle (ver esquema en la figura 19A). Inicialmente,
validamos mediante HIS con la sonda LNA contra miR-203, que la
electroporacion de este vector en el lado derecho de los embriones (Fig. 19B)
mostraba una expresién robusta (Fig. 19C). Por otro lado, para probar el correcto
procesamiento y consecuente funcionalidad de este microARN, decidimos
utilizar un vector sensor dual (pSdmiR). De manera general, este vector contiene
dos promotores constitutivos que regulan la expresion de un marcador
fluorescente rojo (RFP) y verde (d4GFP), este ultimo conteniendo en la regién
3'UTR sitios de union a miR-203, pSDmiR-203 (Fig. 20A). El disefio del
experimento fue el siguiente (Fig. 20B): en el lado izquierdo, lado control, se
inyect6 el vector sensor junto al vector de sobreexpresion control (pCAG),
mientras que en el lado derecho se inyectd el sensor junto con el vector de
sobreexpresiéon de miR-203 (pCAG-203). La funcionalidad de este vector fue
demostrada al observar que en lado control todas las células expresan tanto RFP
como d4EGFP, mientras que en lado donde se sobreexpresé miR-203 la

expresion de d4EGFP se redujo considerablemente (Fig. 20C).
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Figura 19: Plasmido de sobreexpresion constitutiva de miR-203

A) Vector de sobreexpresion constitutiva de miR-203. Este vector cuenta con el promotor
constitutivo fuerte pCAG vy el sitio poli-A. B) Descripcién esquematica de la electroporacion
del vector de sobreexpresion y control en estadio 4. Después de 20 horas de cultivo in vitro
se determina la eficiencia de electroporacién en base a la fluorescencia verde. C) Hibridacion
in situ usando sondas LNA contra el miR-203. El vector de sobreexpresion pCAG-203 junto
a un vector que expresaba la proteina fluorescente verde (GFP) fueron inyectados y luego
electroporados en la regién derecha del embrion. Podemos corroborar facilmente que miR-
203 se sobreexpresa en la regiéon inyectada. C' Corte transversal donde se observa mejor
que aquellas células mas fluorescentes sobreexpresan mejor a miR-203 (ver flechas negras).
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Figura 20: Determinacién de la funcionalidad del vector de sobreexpresiéon de miR-203

A) Vector sensor, pSdmiR-203. Este vector se caracteriza por poseer dos marcadores
fluorescentes bajo promotores independientes pCAG. Posee a la proteina fluorescente roja
(RFP) como control de electroporacion, y a la proteina fluorescente verde (d4GFP, 4 horas de
vida media) la cual en su 3'UTR posee dos sitios de unién a miR-203. B) Disefio experimental
para el analisis del vector sensor dual. En el lado izquierdo se inyectd el sensor junto al vector
vacio y se procedio a dar un shock eléctrico; dejamos recuperar al embrién e inyectamos en el
lado derecho al sensor junto con al vector de sobreexpresion y damos un segundo shock
eléctrico. Finalmente cultivamos in vitro por 17 horas y analizamos los embriones. C) El vector
pCAG-203 es capaz de inhibir la expresion de d4GFP. Podemos observar que el lado derecho
presenta menos fluorescencia verde, y que cuando se realiza un merged de las fluorescencias,
la mayoria de células del lado izquierdo son amarillas por la expresion de d4GFP y RFP,
mientras que el lado derecho es rojo por la inhibicidon de GFP por miR-203.

Una vez demostrada la funcionalidad de nuestro plasmido de sobreexpresion de
miR-203, procedimos a realizar los experimentos de ganancia de funcién para
evaluar su efecto sobre la migracién de las CCN. Considerando el rol de SNAIL2
y PHF12 en el desarrollo de las CCN, hipotetizamos que la sobreexpresion de
miR-203 deberia inhibir la migracion de las mismas. En concordancia con esta
hipotesis, mediante ISH contra Tfap2b e IHQ contra PAX7, se comprobd que la
sobreexpresion de miR-203 reduce la migracion de las CCN (Fig. 21). La
cuantificacion de embriones conteniendo dicho fenotipo, demuestra que la
sobreexpresiéon de miR-203 aumenta significativamente el niumero de embriones
que presentan defectos en la migracién de las CCN, comparado con embriones
control (Fig. 24B).




Tesis Estefania Sanchez Vasquez

pCAG

pCAG-203 pCAG pCAG-203

Tfap2b

Figura 21: Sobreexpresion de miR-203 inhibe la migracion de las células
de la cresta neural

Hibridacion in situ para Tfap2b e inmunofluorescencia contra PAX7 muestra inhibiciéon de la
migracion de la CN en el lado inyectado con pCAG-203, en comparacion con el lado no
inyectado de los mismos embriones y con embriones inyectados con un vector pCAG vacio.

Los resultados anteriores demostraron que la sobreexpresion de miR-203
conduce a un menor numero de CCN migratorias. Sin embargo, esto podria ser
consecuencia de defectos en la especificacion de las mismas que podria llevar
dicha reduccién. Con el fin de analizar esta posibilidad, evaluamos la expresion
de FOXD3, uno de los FT qué mas temprano se expresa durante la
especificaciéon de las CCN; y SNAIL2 en un estadio pre-migratorio. Nuestros
resultados de IHQ demuestran que la sobreexpresién de miR-203 produce una
drastica disminucion de las células SNAIL2+ (Fig. 22A), pero no afecta las
células FOXD3+ (Fig. 22B). Estos resultados demuestran que la sobreexpresion
de miR-203 afecta la expresion de SNAIL2 y la migracién de las CCN, pero no

su especificacion.
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A SNAIL2 pCAG-203 B FOXD3 pCAG-203

Figura 22: Sobreexpresion constitutiva de miR-203 no afecta la especificacion de las

células de la cresta neural.

Inmunohistoquimica contra los marcadores de las CCN A) FOXD3 y B) SNAIL2 en embrién
electroporado con los vectores pCAG y pCAG-203. Notese la disminucion de la proteina SNAIL2
cuando se sobreexpresa miR-203, mientras que la proteina FOXD3 no se ve afectada.

Si bien estos resultados nos dieron el primer indicio de que miR-203 podria estar
afectando la TEM a través de SNAIL2, es importante recordar que los principales
reguladores de la TEM en las CCN son SNAIL2 y PHF12, quienes son requeridos
para la represion transcripcional de la Cad6b (Strobl-Mazzulla and Bronner,
2012b). En este contexto, para determinar si miR-203 afecta la via SNAIL2-
PHF12/Cad6b, es que decidimos realizar un experimento de rescate epistatico.
Nosotros hipotetizamos que, al sobreexpresar miR-203 mantenemos reprimida
la expresion de SNAIL2 y/o PHF12, y por lo tanto, no ocurriria la represion de la
Cad6b. Considerando esta hipoétesis nos planteamos que era posible rescatar el
fenotipo de defectos en la migracién mediante la pérdida de funcién de Cad6b.
Esta pérdida de funcion se realiz6 mediante el uso de un morfolino contra la
Cad6b (Cadéb MOQO) previamente caracterizado (Coles et al., 2007; Strobl-
Mazzulla and Bronner, 2012b).

Para llevar a cabo este experimento de rescate, inicialmente validamos que la
co-electroporacién del vector de sobreexpresion de miR-203 junto con un
morfolino control (pCAG-203/control MO) disminuye la expresion de SNAIL2 y
genera una acumulacién de la CAD6B en el lado inyectado (Fig. 23A-A’). Por
otro lado, la co-electroporacién del vector de sobreexpresiéon de miR-203 junto
con Cad6b MO (pCAG-203/Cad6b MO) sigue causando la disminucién de la
expresion de SNAIL2, pero genera una depleciéon completa de la CADGB en el
tubo neural dorsal (Fig. 23A-A”).
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pCAG-203/Control MO B CAG-203/Cadéb MO

Figura 23: Sobreexpresion de miR-203 inhibe la expresion de SNAIL2 y genera una

acumulacion de CAD6B

A) En estadios de las CCN pre-migratorias (6ss), la co-inyeccién del vector que sobreexpresa
miR-203 (pCAG-203) junto al control MO disminuye la expresién de SNAIL2 y genera una
acumulacion de la caderina 6b (CAD6B) en el tubo neural dorsal en comparacion con el lado
no inyectado (A’). B) Este fenotipo se rescata mediante la co-inyeccion de pCAG-203 con un
morfolino contra la Cad6b (Cad6b MO), el sitio inyectado muestra una expresion similar de
CADG6B en comparacion con el lado no inyectado (B”).

Una vez demostrado que nuestro sistema funcionaba, decidimos realizar el
experimento para rescatar el defecto observado en la migracion de las CCN.
Para ello, se co-electroporaron el vector pCAG-203 junto al control MO o Cad6b
MO, se dejaron crecer los embriones hasta el estadio de 10ss y analizamos la
expresion de Tfap2b y PAX7 (Fig. 24A). Los resultados obtenidos demuestran
un rescate casi total de la migracioén de las CCN cuando se co-electroporaron
pCAG-203 y Cad6b MO (Fig. 24B). Este experimento fue repetido tres veces de
manera independiente y los embriones obtenidos fueron clasificados segun el
fenotipo de migracién normal o inhibicién de la migracion en las CCN. Nuestro
analisis estadistico de contingencia corrobora que la sobreexpresion de miR-203
(pCAG-203) inhibe la migracién de las CCN, afectando la via SNAIL2-

PHF12/Cad6b, y que obtuvimos un rescate parcial al co-electroporar con el

| 67 |
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Cad6b MO (Fig. 24B). Tomados estos datos en conjunto, nuestros resultados
destacan el rol de miR-203 en la delaminacion de las CCN, posiblemente

afectando a los inductores de la TEM.

A pCAG-203/Control MO pCAG-203/Cad6b MO pCAG-203/Control MO pCAG-203/Cad6b MO

pCAG

Migracién _ Inhibicién de la

pCAG-203
normal W migracion

PCAG-203/CoMO | '

pCAG-203/Cad6bMO

S P 8 @ & ¢

% Fenotipo

Figura 24: Sobreexpresion de miR-203 afecta la via SNAIL2/PHF12-Cad6b

A) Hibridacion in situ para Tfap2b e inmunofluorescencia contra PAX7 muestra inhibicién de la
migracion de las CCN en el lado inyectado con pCAG-203/Control MO, en comparacion con el
lado no inyectado de los mismos embriones. Este fenotipo es parcialmente rescatado por la co-
inyeccion de la Cad6b MO. B) Cuantificacidon de embriones de acuerdo a su fenotipo (migracion
normal versus inhibicién de la migraciéon) en el lado inyectado de pCAG, pCAG-203, pCAG-
203/CoMO y pCAG-203/Cad6bMO. Los numeros en las graficas representan los numeros de
embriones analizados. Los asteriscos indican diferencias significativas (*p<0.05 y ****p<0,0001)
en comparacion con el vector pCAG por tabla de contingencia seguida de una prueba de X2.

6.4. Efecto de la pérdida de funciéon del miR-203 durante el desarrollo de

las células de la cresta neural

Para demostrar la funcion endégena de miR-203 en la delaminacion de las CCN
planteamos realizar experimentos de pérdida de funcién. Para llevar adelante
estos experimentos utilizamos dos métodos independientes, uno basado en el
uso de un vector “esponja” disefiado en el laboratorio; y otro mediante el uso de
un morfolino complementario al microARN maduro obtenido de fuentes

comerciales.
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El vector esponja disefiado cuenta con un promotor constitutivo capaz de dirigir
la expresion de EGFP, al cual se le ha insertado en su region 3'UTR 6
repeticiones de secuencias antisentido al miR-203 (ver materiales y métodos).
La expresidon de este vector funcionaria como una “esponja” capaz de capturar
los miR-203 endoégenos, produciendo una pérdida de la funcion de este
microARN. Es importante destacar que, durante el disefio de este vector esponja
se tuvo en cuanta la generacion de secuencias semi-complementarias luego de
la region semilla capaces de general un bucle (“bulged”) al interactuar con el
miR-203, debido a que esto aumenta la efectividad de la esponja (Kluiver et al.,
2012). Ademas, también se disefid un plasmido control el cual contiene la
secuencia de miR-203 al azar (pSmiR-scramble). Una vez obtenidos los mismos,
los embriones fueron inyectados unilateralmente con estos plasmidos y luego
electroporados antes de ser incubados hasta el estadio de analisis. Los
resultados muestran que la pérdida de funcion del miR-203 lleva a una migracion
prematura de las CCN, evidenciada por los marcadores FOXD3, SNAIL2 y
Sox10, comparada con el lado no inyectado o embriones electroporados con el

vector scramble en donde aun no ha comenzado la migracién (Fig. 25A).

Para aumentar la robustez de nuestros resultados de pérdida de funcién
utilizando el vector esponja, es que decidimos utilizar un método alternativo
como es el uso de un morfolino complementario a miR-203 (miR-203 MO). Los
resultados también demuestran que la electroporacion de miR-203 MO genera
una migracion prematura de las CCN (Fig. 25B), comparado con el lado no

inyectado y con los inyectados utilizando un morfolino control (control MO).

Estos experimentos de pérdida de funcion fueron repetidos tres veces de manera
independiente y los embriones obtenidos fueron catalogados segun el fenotipo
de migracion normal o migracion prematura de las CCN. Una vez cuantificados
los embriones, nuestro analisis estadistico de contingencia corroboré que tanto
pSmiR-203 como miR-203 MO generan migracion prematura de las CCN
comparado con los controles pSmiR-scramble y control MO, respectivamente
(Fig. 25C). En conjunto, estos resultados demuestran que la pérdida de funcion
del miR-203 enddégeno lleva a una migracion prematura de las CCN,
posiblemente por la falta de inhibicién de los posibles genes blanco Phf12 y
Snail2 en estadios pre-migratorios.




Figura 25: Pérdida de
funcion de miR-203 causa
migracion prematura de
las células de la cresta
neural

ISH para Sox70 e IQH para
SNAIL2 y FOXD3 muestra
migracion prematura de las
células de la cresta neural en
embriones electroporados
con A) los vectores esponja:
pSmiR-203/pSmiR-scramble
o con B) los morfolinos: miR-
203 MO/Control MO. Las
puntas de flechas indican
células de la cresta neural
migrando  prematuramente.
C) Cuantificacion de los
embriones  tratados con
pSmiR-203, pSmiR-scrambile,
Control MO y miR-203 MO de
acuerdo con la observacion
de migracién prematura de
las CCN. Los numeros en la
grafica representan los
embriones analizados. ****
P<0,0001 por tabla de
contingencia seguida de
prueba de X2.
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6. 5. Comprobacion de los blancos de miR-203

Nuestros analisis in silico iniciales propusieron que los genes Snail2 y Phf12,
principales reguladores de la TEM de las CCN, podrian ser ambos blancos
funcionales del miR-203. Por otro lado, los resultados obtenidos en las secciones
previas evidenciaban que miR-203 seria un regulador clave en la delaminacion
de las CCN. Por este motivo, es que decidimos evaluar si los ARN mensajeros

de Snail2 y Phf12 son efectivamente blancos directos de miR-203.

Considerando que los microARNs participan en la regulacion post-transcripcional
de sus ARN mensajeros blanco es que decidimos utilizar el vector sensor dual,
mencionado con anterioridad, con la salvedad de que colocamos las regiones
3'UTR de Snail2 o Phf12 luego de la proteina fluorescente verde desestabilizada
con solo 4 horas de vida media (d4EGFP) (Fig. 26A). Ademas, este vector
contiene un segundo promotor que regula la expresién de la proteina
fluorescente roja (RFP) que sirve como control de que las células han sido
electroporadas. Por otra parte, se disefiaron vectores que contienen mutaciones
en los sitios de union de miR-203 para ambos 3'UTRs (Fig. 26C-D).

El disefio experimental const6 en inyectar en ambos lados del embrién el vector
sensor conteniendo las regiones 3’'UTRs normales (pUTR-Snail2 o pUTR-Phf12)
o mutadas (pUTR-mtSnail2 o pUTR-mtPhf12), mientras que del lado derecho se
co-inyecto junto al vector de sobreexpresion de miR-203 (pCAG-203) y en el lado
izquierdo junto al control vacio (pCAG) (ver esquema de inyeccién y
electroporacion en la figura 26B). Los resultados obtenidos muestran que la
sobreexpresion de miR-203 disminuye notablemente los niveles de d4EGFP
cuando contenian el 3'UTR de SNAIL2 (pUTR-Snail2) o PHF12 (pUTR-Phf12),
comparado con el lado control izquierdo (Fig. 26C-D). Cabe destacar que cuando
se mutaron los sitios de unién para miR-203 (dos para el caso de Snail2 y uno
para PhF12) no se observaron cambios en los niveles de fluorescencia a ambos
lados del embrion (Fig. 26C-D). Estos experimentos demuestran

fehacientemente que tanto Snail2 como Phf12 son blancos directos de miR-203.
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Figura 26: Snail2 y Phf12 son blancos de miR-203

A) Diagrama esquematico del vector sensor dual que contiene los 3'UTR wild type o mutadas
(mt) de Snail2 (pUTR-Snail2) y Phf12 (pUTR-Phf12). pCAG, promotor de B-actina; d4EGFPN
EGFP desestabilizada con localizacion nuclear con una vida media de 4 h; mRFPN, proteina
fluorescente roja monomeérica localizada en el centro nuclear. B) Disefio experimental para el
ensayo GFP. Inicialmente, en estadio 4, se inyectara la mitad izquierda del embrion con el vector
sensor correspondiente mas el vector vacio, mientras que en el lado derecho se inyectara el
mismo vector sensor con el sobreexpresante para miR-203. Se logré obtener dos vectores pUTR,
uno con C) el 3UTR de Snail2 y el otro con D) el 3UTR de PHF12. Y como controles se
generaron mutaciones en los sitios de unién del miR-203 en cada respectivo 3'UTR. La
electroporacion del vector sensor que contiene el 3'UTR para C) Snail2 (pUTR-Snail2) o D) Phf12
(PUTR-Phf12) junto con el vector de sobreexpresiéon de miR-203 (pCAG-203) causa una
reduccion constante en la expresion de d4EGFPN (lado derecho) comparado con el lado control
(lado izquierdo). Mientras que los vectores controles, que poseen mutaciones de los sitios de
union de miR-203 en los 3'UTR de Snail2 (pUTR-mtSnail2) o Phf12 (pUTR-mtPhf12) rescatan
esta reduccion en la expresion de d4EGFPN. Se puede observar que la mayoria de las células
electroporadas son amarillas, por la expresion de d4dEGFPN y mRFPN, incluso cuando miR-203
se sobreexpresa (lado derecho).
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6. 6. Regulacion epigenética de la expresion de miR-203 en el desarrollo

de las células de la cresta neural

6. 6. 1. Metilacion del contexto genémico de miR-203 en el desarrollo normal de
las CCN

Considerando que una gran parte de los microARNs antitumorales, incluyendo a

miR-203 (Chim et al., 2011a; Chim et al., 2011b; Furuta et al., 2010; Huang et

al., 2014; Moes et al., 2012; Taube et al., 2013; Wong et al., 2011; Zhang et al.,

2013; Zhang et al., 2011), son reprimidos epigenéticamente mediante metilacién

del ADN en sus regiones regulatorias (generalmente inmersas en islas CpGs),
nos planteamos como objetivo evaluar si la represiéon de miR-203 al momento

de la delaminacion podria estar regulada epigenéticamente.

Inicialmente, se realizé un analisis in silico, usando la base de datos Ensembl
(http://www.ensembl.org/) (Cunningham et al., 2014; Curwen et al., 2004;
Hubbard et al., 2002), en donde pudo evidenciarse que miR-203 se encuentra
inmerso en una isla CpG (Fig. 27A). Por otro lado, la metilacién que regula
microARNs ocurre principalmente en la regidbn promotora, cercano al sitio de
inicio de la transcripcion (Ha and Kim, 2014; Vrba et al., 2013; Wang et al., 2012;
Weber et al., 2007). Considerando lo anterior y con el fin de determinar qué
regiones se analizaran, se realiz6 un analisis in silico mediante el uso del
software Eponine (https://www.sanger.ac.uk/science/tools/eponine) en donde
pudieron identificarse tres sitios tentativos para la iniciacion de la transcripcion
del pri-miRNA. Estos resultados nos dieron una buena aproximacion de la
ubicacién del promotor de miR-203, y decidimos analizar la metilacion aguas
arriba de la region promotora tentativa (region 1) y sobre el pri-miR-203 (regién
2), ambas inmersas en la isla CpG (Fig. 27A). Finalmente, mediante
secuenciacion seguida del tratamiento con bisulfito, se analiz6 el estado de
metilacion de las dos regiones en muestras provenientes de CCN pre-migratorias
(CCN-PM), CCN migratorias (CCN-M) y tubo neural ventral (TN).

Nuestros resultados mostraron un mayor porcentaje de metilacién en las CpGs
de ambas regiones para las muestras provenientes de las CCN-PM, comparado
con las CCN-M y TN (Fig. 27B-C). Sin embargo, la region 2, proxima al pre-miR-
203, fue la que presenté una mayor y significativa diferencia en las CCN-PM en
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comparacion con las otras muestras (Fig. 27C). En concordancia con nuestros
resultados del patrén de expresidon de miR-203, esta hipermetilacion en su
contexto gendmico coincide con la disminucion de su expresion al momento de

iniciar el proceso de TEM en las CCN.
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Figura 27: El gen de miR-203 se encuentra hipermetilado en las células de la cresta
neural pre-migratorias

A) Contexto gendmico del gen de miR-203. El contenido de la isla CpG (barra verde) para el
gen miR-203 se identificé usando el navegador genémico UCSC (https://genome.ucsc.edu/) y
Ensembil (http://www.ensembl.org/). Los sitios putativos de inicio de la transcripcion (TSS) se
obtuvieron utilizando el software EPONINE (https://www.sanger.ac.uk/science/tools/eponine).
Los supuestos sitios de union para SNAIL2 se mapearon usando JASPAR 2018
(http://jaspar.genereg.net/). También mostramos las dos regiones utilizadas en nuestra
secuenciacion de  bisulfito y el pre-miR-203 de acuerdo con el miRbase
(http://www.mirbase.org/).Perfiles obtenidos por secuenciacion de bisulfito de los sitios CpG
metilados en la regiéon 1 B) y la region 2 C). Se analizaron tres muestras: CCC pre-migratoria
(CCN PM), CCN migratoria (CCN M) y tubo neural ventral (TN). El porcentaje de cada sitio CpG
metilado se muestra dependiendo del relleno (100% metilado) y circulos abiertos (0% metilado).
El grafico de barras representa los porcentajes totales de metilacién en los sitios CpG en las
diferentes regiones para las tres muestras analizadas en la regién 1 y en la regiéon 2. Se puede
observar un mayor porcentaje de sitios CpG metilados en las CCN PM en comparacién con las
otras muestras. El nUmero entre paréntesis indico las secuencias analizadas. El asterisco (*)
indica diferencias significativas por ANOVA.
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6. 6. 2. Analisis de los reguladores de la metilacién del gen de miR-203

Los resultados anteriores nos sugieren que la represion de miR-203 podria estar
mediada por la metilacién de los nucle6tidos CpG cercanos a su promotor. Con
la finalidad de ahondar mas sobre la represion transcripcional de miR-203 es que
decidimos evaluar la participacién de las metiltransferasas de novo DNMT3A y
DNMT3B. Nosotros hipotetizamos que la pérdida de alguna de esta
metiltransferasa afectara el estado de metilacién de miR-203. Con el objetivo de
comprobar nuestra hipétesis realizamos ensayos de pérdida de funcion mediante
el uso de los morfolinos especificos DNMT3A-MO o DNMT3B-MO previamente
caracterizados (Hu et al.,, 2012; Hu et al., 2014b). Para esto se inyectd
unilateralmente cada morfolino en estadio 4, se electropord y se dejo crecer los
embriones hasta estadio pre-migratorio (7ss). Luego, los tubos neurales dorsales
provenientes del lado inyectado (LI) o el lado control no inyectado (LNI) fueron
disectados y se analiz6 mediante secuenciacion por bisulfito, el porcentaje de
metilacion de la region 2. Los resultados muestran que la pérdida de funcion de
la DNMT3B, pero no de la DNMT3A, resulté en una reduccién significativa de la
metilacion en la regién 2 del locus de miR-203 (Fig. 28A). Sin embargo, no
descartamos que la DNMT3A pueda tener alguna participacion menor en dicha
regulacion ya que observamos una aparente, pero no significativa, reduccion en

la metilacion.

Si bien nuestros resultados demuestran que la metilacién del locus de miR-203
es llevada a cabo mayoritariamente por la DNMT3B, esta requiere de otras
proteinas para ser guiada al sitio de metilacién. Generalmente este reclutamiento
es mediado por factores de transcripcidbn capaces de reconocer secuencias
especificas de ADN (Okano et al., 1999). Es importante destacar que, durante la
metastasis tumoral, SNAIL2 se une al promotor de miR-203 para inhibir su
transcripcion (Ding et al., 2013). Ademas, la inhibicion de la expresion de
miR-203 durante la metastasis tumoral también se lleva a cabo mediante la
metilacion de sus nucleétidos CpG (Taube et al., 2013). Considerando lo dicho,
nosotros hipotetizamos que existe una relacidbn entre la metilacion y el
reclutamiento de SNAIL2 en el contexto gendmico de miR-203. Para verificar
esto, inicialmente realizamos un analisis in silico usando el software JASPAR

2018 (http://jaspar.genereg.net/) en donde pudimos identificar dos sitios de
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unién a SNAIL2 aguas arriba del promotor tentativo de miR-203 (Fig. 27A). Por
otro lado, para poder determinar si el propio SNAIL2 podria estar involucrado en
reclutar a la DNMT3B, y de esta forma reprimir epigenéticamente a miR-203 en
las CCN pre-migratorias, es que decidimos realizar experimentos de pérdida de
funcion usando un morfolino contra Snail2 (Snail2-MO) previamente
caracterizado (Taneyhill et al., 2007). Mediante el uso de Stem Loop RT-gPCR
pudimos observar una mayor expresion (p<0.05) de miR-203 a partir de tubos
neurales dorsales disectados del lado inyectado con el Snail2-MO, comparado
con el lado no inyectado (Fig. 28B). Coincidentemente, el analisis mediante
secuenciacion después del tratamiento con bisulfito demostrd que este aumento
en la expresion de miR-203 estaba acompafiado con una disminucién
significativa en los niveles de metilacion del locus de miR-203 (Fig. 28C).
Tomados en conjunto, nuestros resultados sugieren que el propio SNAIL2 podria
ser el encargado de dirigir la metilacion, mediada por la DNMT3B, al locus de
miR-203 y de esta forma reprimir su expresion para dar inicio a la delaminacion
de las CCN.
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Figura 28: SNAIL2 y DNMT3B son necesarios para la metilacion del ADN en el gen de

miR-203 en las células de la cresta neural pre-migratoria.
A) La pérdida de fucion de las DNMT usando morfolinos: DNMT3A (DNMT3A-MO) y DNMT3B
(DNMT3B-MO) da como resultado una reduccién de los sitios CpG metilados en el lado
inyectado (LI) en comparacion con el lado no inyectado (LNI) del mismo grupo de embriones
Los clones independientes (n = 10) se secuenciaron a partir de dos muestras que contenian 6
embriones electroporados. B) Real time PCR muestra que, en los experimentos de pérdida de
funcién mediante el uso de un morfolino contra Snail2, el nivel de miR-203 aumenta cuando la
funcion de Snail2 disminuye, lado inyectado (LI) comparado con el lado no inyectado (LNI).
Consecuentemente, C) secuenciacion bisulfito en los experimentos de pérdida funcién de
Snail2 muestra que, en el lado inyectado (LI), el gen de miR-203 se encuentra hipometilado,
comparado con el lado no inyectado(LNI). Estos resultados explican por qué el nivel de miR-
203 aumenta en la pérdida de funcion de Snail2. El asterisco (*) indica diferencias significativas
(P <0.05) segun la prueba t de Student.
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6. 7. Reversibilidad en la regulacion epigenética de miR-203 durante la

condensacion de las células de la cresta neural

El analisis de metilacion evidencié que el locus de miR-203 se metila para
reprimir su expresion, y asi permitir su delaminacién de las CCN. Por otro lado,
uno de los resultados que nos llamé mucho la atencion es la rapida demetilacion
observada en las CCN migratorias (Fig. 27B-C). Sobre esta evidencia nos
preguntamos si una demetilacién activa de este microARN llevaria a su re-

activacion, posiblemente requerida durante la condensacion de estas células.

Es importante recordar que las CCN, para adquirir capacidad migratoria, sufren
una transicion epitelio-mesénquima. De manera opuesta, al condensarse para
formar ciertos ganglios craneales (trigémino, nodoso, petroso, geniculado y
vestibuloacustico) se requiere la coalescencia de las mismas en un proceso de
transicion mesénquima-epitelio (TME) (Simoes-Costa and Bronner, 2015). Es
importante destacar que la TME que ocurre durante la diferenciaciéon de las CCN
es similar a la que ocurre en las células tumorales durante la metastasis y el
establecimiento de tumores secundarios (Takaishi et al., 2016; Yao et al., 2011).
Esta evidente reversibilidad celular ocurre en varios tipos de cancer, en donde
ademas existe una dinamica reversible en las regulaciones epigenéticas de
ciertos microARNs (DeCastro et al., 2013b; Morales et al., 2017; Nieto, 2013).

En este marco tedrico, decidimos determinar si las principales proteinas que se
encargan de la demetilacion activa del ADN, las proteinas TET (Ten-elen
translocation) (Cimmino et al.,, 2011; Jeltsch et al., 2018), se encuentran
expresadas en el contexto del desarrollo de las CCN. Pare esto, realizamos HIS
con sondas especificas para las 3 TETs identificadas (TET1-3) y se evidencio la
expresion de las mismas en las CCN pre-migratorias y migratorias (Fig. 29).
Mientras que en estadios mas avanzados la expresion de las TETs parece ser
menos especifica y mas ubicua. Considerando que nosotros esperamos que las
proteinas TET estén actuando en el gen de miR-203 durante la migracion de las
CCN, es importante destacar que en efecto se encuentran expresadas en este

contexto.
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Figura 29: Patrén de expresion de los genes TET17-3 durante los estadios de desarrollo
de las células de la cresta neural

Hibridaciones in situ para los genes TET1-3 durante estadios que representan la

especificacion, migracion y diferenciacion de las CCN. Es importante recalcar, que todas las

proteinas de la familia TET se encuentra presentes en las CCN migratorias (flechas).
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Es importante ademas mencionar que, no todos los derivados de las CCN tienen
que someterse a la TME para diferenciarse. Aquellos que posee propiedades
mesenquimales como las CCN que van a formar estructuras craneofaciales no
se someten a este proceso (Bronner, 2012). Sin embargo, los ganglios craneales
derivados de las CCN tienen que condensarse previo a diferenciarse, para lo
cual deben pasar por la TME (Shiau et al., 2008). Dentro de todos los ganglios
craneales, el ganglio trigémino (GT) es el de mayor tamafo y su desarrollo
temporo-espacial se encuentra bien descrito. En este contexto, nosotros
hipotetizamos que, la re-expresion de miR-203 es un paso clave durante la
activacion de la TME en las CCN, similar a como ocurre en la formacion de
tumores secundarios (DeCastro et al., 2013a; Nieto, 2013), y proponemos que

el GT es un buen modelo para estudiar la posible re-expresiéon de miR-203.

Considerando que nosotros observamos una rapida demetilacién del locus de
miR-203, esto no implica una re-expresion inmediata del gen de miR-203, de
hecho, nuestros resultados de ISH no muestran expresion de miR-203 en las
CCN que se encuentran migrando, evidenciadas por el marcador HNK1 (Fig. 30).
Sin embargo, en estadio 16, momento en el cual las CCN empiezan a
condensarse, pudimos observar algunas células que re-expresan miR-203 en lo
que va a ser el core del GT. Luego, en estadio 20, pudimos observar claramente
la re-expresion de miR-203 en el core del GT. Tomados en conjunto estos
resultados demuestran que el miR-203 es expresado en un contexto en donde
las CCN coleasen, junto con células provenientes de la placoda, para formar el

ganglio trigémino (Shiau et al., 2008).
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Figura 30: miR-203 se expresa durante el desarrollo del ganglio trigémino
Hibridacion in situ contra miR-203 ademas de IQH contra HNK1 en cortes transversales de la
cabeza. En estadio 13, momento en que las CCN migratorias llegan al nicho del ganglio
trigémino, miR-203 parece estar enriquecido en el lugar HNK1+. En estadio 16, momento en el
cual las CCN empiezan a condensarse, miR-203 parece estar expresado en el inicio del core
del GT. Ambos resultados concuerdan con la expresién de miR-203 en estadio 20, donde se
muestran cumulos de expresion de miR-203 en el core del GT.
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7. DISCUSION

Diversas investigaciones han demostrado la importancia de los microARNs
durante el desarrollo de las CCN (Mayanil et al., 2015; Weiner, 2018). En un
estudio reciente de secuenciado masivo se describié un conjunto de microARNs
asociados al desarrollo temprano de las CCN, los cuales podrian cumplir roles
importantes durante la especificacion (Ward et al., 2018). Particularmente, se
demostré que microARNs enriquecidos en las CCN, tales como miR-301a y miR-
338, tendrian un rol importante en el mantenimiento de la multipotencia de las
mismas en estadios pre-migratorios. Por otro lado, el mismo afio se describid a
let-7 como uno de los principales microARNs encargado de inhibir genes que
otorgan multipotencia, tales como FoxD3 y Pax7, permitiendo asi que las CCN
puedan diferenciarse a sus derivados craneales (Bhattacharya et al., 2018).
Ademas de tener un rol importante en la especificacién y el mantenimiento de la
pluripotencia, los microARNs juegan un papel crucial durante la migracién de las
CCN. Un estudio realizado en el pez medaka, demostroé que la sobreexpresion
de miR-204 promueve la migracion de las CCN hacia las células del cristalino
del ojo (Avellino et al.,, 2013). De manera contraria, la pérdida de funcion,
mediante el uso de un morfolino, causa una migracion aberrante a lugares donde
las CCN no llegan y una morfogénesis anormal del ojo. Ademas, demostraron
que miR-204 regula a la anquirina 13 (Ankrd13A), proteina que controla la
formacion de adhesiones focales, las cuales son requeridas para la migracion de
las CCN. Si bien se han caracterizado microARNs que cumplen un rol importante
durante la especificacion, migracion y diferenciacion de las CCN (ver revision de
Weiner 2018), poco se conoce acerca del rol que cumplen durante la
delaminacién y condensacion de las mismas. Principalmente teniendo en cuenta
las similitudes de estos procesos al de la metastasis tumoral, en donde diversos
trabajos han demostrado la importancia de los microARNs. En base a lo dicho
anteriormente, los resultados obtenidos en esta tesis ponen de manifiesto la

importancia de los microARNs en la TEM, y posiblemente en la TME, de las CCN.

Considerando que los genes claves para el inicio de la TEM en las CCN de pollo
son Snail2 y Phf12 (Strobl-Mazzulla and Bronner, 2012b), realizamos un
profundo analisis in silico y bibliografico el cual nos llevé a caracterizar en

profundidad el rol de miR-203. Este microARN no habia sido caracterizado en el
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contexto del desarrollo embrionario, pero si habia sido asociado con la
diferenciacion de osteoblastos (Liu et al.,, 2019) y queratinocitos humanos
(Nissan et al., 2011), proliferacion de progenitores neurales en el cerebro de
raton (Liu et al., 2017) y procesos de regeneracion de la retina (Rajaram et al.,
2014) y cola en pez cebra (Thatcher et al., 2008). También ha sido asociado a
patologias tales como osteoartritis (Guo et al., 2020), dermatitis (Koury et al.,
2019), miocarditis (Li et al., 2019), psoriasis (Sonkoly et al., 2007) y osteoporosis
(Yin et al., 2018). Sin embargo, uno de los contextos en donde miR-203 cobra
una gran importancia es en el desarrollo tumoral. Se ha demostrado la represion
transcripcional de este microARN en una gran cantidad de tumores, tales como
cancer de préstata (Viticchie et al., 2011), vejiga y rifones (Gottardo et al., 2007),
ovario (lorio et al., 2007), pancreas (Greither et al., 2010), colon (Schetter et al.,
2008), eséfago (Feber et al.,, 2008), mama (Zhang et al., 2011) y leucemias
(Bueno et al., 2008). Todas estas investigaciones evidencian que miR-203 es un
microARN caracteristico de las células con fenotipo epitelial, y que es reprimido
epigenéticamente durante el inicio de la metastasis. Resultados que concuerdan

con el rol que encontramos en las CCN.

Nuestros experimentos de ganancia y pérdida de funcibn de miR-203
demostraron que su desregulacion afecta especificamente el inicio de la TEM de
las CCN (Fig. 21-25), debido a que controla la expresion de los ARN mensajeros
de Snail2 y Phf12 (Fig. 26). Ademas, demostramos que miR-203 cumple un rol
en la migracién de las CCN al afectar la via SNAIL2/PHF12-Cad6b (Fig. 23),
confirmando asi que miR-203 controla la regulacion temporal de la migracion de
las CCN. Estos resultados demostraron por primera vez un microARN que afecta
el inicio de la TEM y consecuente delaminacién y migracion de las CCN, asi
como un rol de miR-203 durante el desarrollo temprano de vertebrados. Si bien
es la primera vez que se reporta una funcién de miR-203 durante el desarrollo
embrionario, no es la primera vez que se lo asocia con la regulaciéon de SNAIL y
la TEM, ya que antes fue reportada su funcién en células tumoraes (Ding et al.,
2013; Furuta et al., 2010; Gao et al., 2017; Qu et al., 2013; Shi et al., 2015; Xiao
et al., 2017; Zhang et al., 2011). Es asi que nosotros demostramos un rol del
miR-203 en un contexto no patolégico, pero que concuerda con su funcidon

durante la metastasis tumoral.
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Es importante mencionar que miR-203 se encuentra conservado en diversos
vertebrados con una identidad del 99% en su secuencia y con un 100% de
identidad en la regidn “semilla”, importante para el reconocimiento de sus ARN
mensajeros blancos (Fig. 15). Ademas, nuestro analisis de conservacion
incluyeron a la especie Petromyzon marinus, lamprea, representante vivo de los
vertebrados mas antiguo que existe y el cual, actualmente, esta siendo bastante
utilizado para determinar los mecanismos regulatorios conservados durante la
evolucion de las CCN (Medeiros, 2013; Sauka-Spengler and Bronner-Fraser,
2008). Estos resultados nos dan indicios de que esta red de regulacién, la cual
involucra al miR-203, Snail2 y Phf12 podria ser un mecanismo conservado
durante el desarrollo normal de las CCN en todos los vertebrados y seria muy
interesante validar esta afirmacién en otros modelos embrionarios tales como

pez cebra, lamprea y raton.

Como se menciond anteriormente, se han descrito varios microARNs que
desempefian funciones importantes en el desarrollo de las CCN (Weiner, 2018),
aunque poco se conoce de cdmo son regulados transcripcionalmente. Sin
embargo, durante el desarrollo del carcinoma hepatocelular (Furuta et al., 2010),
se describio por primera vez que el silenciamiento de miR-203 esta mediado por
una hipermetilacion de su promotor para dar inicio a la TEM tumoral. Este
silenciamiento de miR-203 produce que su gen blanco Snail aumente su
expresion, lo que causa la inhibicion de la expresion de la Cad-E, proceso
fundamental para dar inicio a la TEM tumoral (Furuta et al.,, 2010).
Posteriormente se describio este tipo de silenciamiento epigenético del miR-203,
durante la activacion patoldgica de la TEM en cancer de mama (Taube et al.,
2013; Zhang et al., 2011), leucemia (Chim et al., 2011b), melanoma (Chim et al.,
2011a), cancer inducido por exposicidon a niquel (Zhang et al., 2013), cancer de
endometrio (Huang et al., 2014) y rabdomiosarcoma (Diao et al., 2014). Todas
estas investigaciones pusieron en evidencia que la regulaciéon epigenética de
miR-203 es un paso fundamental para dar inicio a la metastasis tumoral. En
concordancia con estas investigaciones, esta tesis demostré por primera vez que
la regulacion epigenética-microARN de miR-203 ocurre en un contexto no

patolégico y describimos también que, durante la TEM de las CCN, la expresion
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de miR-203 es regulado epigenéticamente mediante metilacibn en sus
nucleoétidos CpG (Fig. 27).

La metilacion de islas CpG asociadas a microARNs es un mecanismo esencial
de regulacion de este tipo de ARN de cadena simple (Lujambio et al., 2008). A
diferencia de lo observado en diversos tipos de células cancerosas, la mayoria
de las islas CpG ubicadas en el genoma de una célula normal se encuentran no
metiladas (Esteller, 2007). Sin embargo, la metilacion en islas CpG durante el
desarrollo normal es un proceso altamente regulado, y otorga caracteristicas
especificas a distintos linajes celulares (Morales et al., 2017). Existe muy poca
informacion sobre como esta regulada la metilacién en locus especificos durante
el desarrollo temprano, sin embargo, se ha demostrado en cancer y en fibrosis
pulmonar que existe una retroalimentacién negativa entre los microARNs y su
propia metilacién genémica (Bracken et al., 2008; de Souza Rocha Simonini et
al., 2010; Moes et al., 2012; Siemens et al., 2011; Sun et al., 2013; Wang et al.,
2017). En este contexto, los microARNs, las DNMTs y ciertos factores de
transcripcion se encuentran fuertemente interconectados formando redes de
retroalimentacion negativa brindando sefiales de auto-refuerzo y robustez
(Jaenisch and Bird, 2003; Kiefer, 2007; Kiesslich et al., 2013; Kim et al., 2013).
En otras palabras, aquellos factores que promueven la metilacion del ADN en
regiones regulatorias de microARNs, estdn a su vez regulados
postranscripcionalmente por los mismos microARNs a los que inhiben. Si bien
estas redes de retroalimentacion negativa no habian sido demostradas durante
el desarrollo temprano, existen varios ejemplos durante la TEM tumoral: ZEB1-
SIP1/familia miR-200 (Bracken et al., 2008), el receptor de estrégeno alfa/miR-
375 (de Souza Rocha Simonini et al., 2010), DNMT3A/miR-200c (Li et al.,
2016a), SNAIL1/miR-203 (Moes et al., 2012) y SNAIL2/miR-34 (Siemens et al.,
2011). En este contexto, esta tesis describe por primera la existencia de una
retroalimentacion negativa entre miR-203 y el propio SNAIL2 (Fig. 28) durante la
metilacion del locus de miR-203 reclutando a la DNMT3B. Esta serie de eventos
es requerida para dar inicio y mantener la activacion de la TEM en las CCN pre-

migratorias.

Todos los resultados obtenidos en esta tesis, en conjunto, demuestran la

existencia de una red epigenética-miARN intimamente ligada a la regulacion
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espacio-temporal de la delaminacién de las CCN (Fig. 31). Nuestro modelo
propone que el miR-203 prevendria la migraciéon prematura de las CCN. Luego,
el silenciamiento epigenético de este microARN, mediante metilacion dirigida por
SNAIL2 y la DNMT3B, llevaria a un aumento en la expresion de sus genes
blanco, PHF12 y SNAIL2. Por ultimo, estos factores son requeridos para forman
un complejo represor que inhibe la expresion de la Cad6b, necesario para que
las CCN pierdan sus caracteristicas epiteliales y comiencen la delaminacion

(Sanchez-Vasquez et al., 2019).

Cresta neural
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Figura 31: Modelo hipotético de regulacion epigenética-microARN durante la migracion
de las células de la cresta neural

Nosotros describimos que, en las células de la cresta neural pre-migratoria, la DNMT3B y

SNAIL2 inhiben epigenéticamente, a través de metilacidnes, la expresion de miR-203, lo que

permite indirectamente la expresion de sus genes blanco PHF12 y SNAIL2 y da inicio a la

transicion epitelio-mesénquima (TEM) de las células de la cresta neural.

Por otro lado, algo que llamo muchisimo la atencién son nuestros resultados de
bisulfito, los cuales mostraron una rapida demetilaciéon del gen del miR-203 en

las CCN migratorias (Fig. 27). Estos resultados nos llevaron a hipotetizar si las
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CCN migratorias tienen la capacidad de reexpresar miR-203. Esta reexpresion
podria estar relacionada con una reversibilidad del proceso de TEM y en la
capacidad de que estas celulas puedan iniciar un proceso inverso de transicion
mesénquima-epitelio (TME), como el que ocurre en algunos sitios donde la
diferenciacion de los derivados epiteliales de las CNN se lleva a cabo (Simoes-
Costa and Bronner, 2015). De manera similar, la reexpresiéon de microARNSs,
tales como miR-200 y miR-203, ha sido descrita en varios tipos de cancer
durante la formacion de tumores secundarios (Davalos et al., 2012;DeCastro et
al., 2013a;Gunasinghe et al., 2012; Yao et al., 2011). Ademas, considerando la
funcién de miR-203 en la gran variedad de tipos de cancer, recientemente se ha
propuesto usar la expresidon de miR-203 como un indicador de metastasis

tumoral en cancer colorectal (Hur et al., 2017).

Es importante considerar que nuestro resultado, mostrando una rapida
demetilacién en el locus de miR-203 en las CCN migratorias, indica un
mecanismo de demetilacidén activa que no podria explicarse por una dilucién de
la marca como consecuencia de las divisiones celulares. En este contexto,
describimos que los genes Tet (Tet1, Tet2 y Tet3) se encuentran expresados en
los estadios en donde ocurre la demetilacion del locus de miR-203 (Fig. 29).
Estos resultados son coincidentes con lo observado en un trabajo reciente en
donde, mediante el analisis de secuenciado masivo de ARN, se demuestra la
presencia de altos niveles de expresion de los genes Tet, siendo Tet1y Tet2 los
mas expresados en CCN migratorias (Williams et al., 2019). Es importante
considerar que, si bien las proteinas TET se encuentran expresadas en este
contexto, son los factores de transcripcion los que dan especificidad a la accion
de las mismas para demetilar genes especificos (Pastor et al., 2013). Es asi que,
en un futuro, seria interesante poder determinar qué factores de transcripcion
podrian guiar la demetilacién del locus de miR-203 y cual de las proteinas TET

contribuye mayoritariamente a esta demetilacion.

Como se menciond anteriormente, en los ultimos afios se ha demostrado la
existencia de redes regulatorias epigenética-microARNs capaces de controlar
los procesos de TEM y TME en células tumorales (Dongre and Weinberg, 2019;
Holubekova et al., 2017; Humphries et al., 2019; Jeziorska et al., 2017; Lu and
Kang, 2019; Nieto et al., 2016; Skrypek et al., 2017). Sin embargo, el estudio in
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vivo de la TME en cancer es muy complejo e impredecible, ya que unas pocas
células colonizan el nuevo tejido, que en muchos casos también pueden ser muy
variable. En contraste, el desarrollo de las CCN esta altamente regulado, se
conocen las vias migratorias y el lugar en donde las mismas se condensaran
para poder hacer estudios funcionales mas precisos (Shiau et al., 2010; Shiau et
al., 2008). Es por este motivo que profundizar en los mecanismos que llevan a
la reactivacion de miR-203 en las CCN y su posible rol en la condensacion y TME

de las mismas cobra gran relevancia.

Sobre la base de nuestros resultados finales presentados en esta tesis, en donde
miR-203 se reexpresa a medida que las CCN coalescen para formar el ganglio
trigémino (Fig. 30), es que planteamos una dinamica epigenética reversible (Fig.
32). En breve, durante la migracién de las CCN, las proteinas TET demetilarian
al locus de miR-203 para reactivar su expresion y dar inicio a la TME durante la
condensacion del ganglio trigémino. Experimentos que estan siendo llevados a
cabo en el laboratorio refuerzan el rol funcional de este microARN en dicho
proceso, aunque aun queda el interrogante de encontrar cuales serian los

blancos funcionales del mismo.

En resumen, durante esta tesis se demostré por primera vez una importante
funcién de las regulaciones epigenética-microARN durante la TEM de las CCN,
similar a los mecanismos descriptos durante el desarrollo del cancer (Cano and
Nieto, 2008; Nieto et al., 2016). Ademas, proponemos una reversibilidad en la
metilacidn-demetilaciéon del locus de miR-203 durante la dinamica epitelio-
mesénquima de las CCN. En este contexto, es importante destacar que, en
cancer, se ha propuesto utilizar la droga imatinib, una droga que demetila el ADN
de forma global como mecanismo supresor de tumores en leucemias (Shibuta et
al., 2013). Mediante secuenciado masivo, en esta investigacion se demostr6 que
imatinib indujo la demetilacion de la region promotora miR-203, incrementando
su expresion y afectando la traduccion del gen BCR-ABL1. Esta reexpresion del
gen de miR-203 inhibe la metastasis tumoral y produce la apoptosis de las
células leucémicas. En concordancia con nuestra hipotesis de que la reexpresion
de miR-203 es fundamental para la TME, queda preguntarse si la reexpresion
de miR-203 no aumenta la formaciéon de tumores secundarios in vivo. Por lo

tanto, la aplicaciéon de este tipo de farmacos tiene que ir acompanada de un
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conocimiento certero de la etapa del desarrollo del cancer en la que se encuentra
el paciente, ya que podria promover la colonizacion de células metastaticas.
Finalmente, esta tesis propone varias preguntas no solo durante el desarrollo
normal de las CCN, sino que también en un contexto patolégico. Una mejor
comprension de los mecanismos normales de esta red regulatoria en las CCN
nos daria un mayor entendimiento de los errores que pueden conducir a la
pérdida del estado diferenciado de estas células y el consiguiente desarrollo

anormal, asi como también sobre la metastasis tumoral.
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Figura 32: Modelo hipotético de regulacion epigenética-microARN durante la
diferenciacion de las células de la cresta neural
Durante la migraciéon de las CCN, alguna proteina TET se encarga de la demetilacién del gen
de miR-203, lo que conlleva a que las CCN intenten adquirir propiedades epiteliales
nuevamente. Esto daria inicio al proceso de TME durane la condensacion del ganglio trigémino.
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8. CONCLUSIONES

Se determino que reguladores claves de la TEM, los genes Phf12'y Snail2,

son blancos del mismo microARN, miR-203.

Se determiné que la expresion de miR-203 inicia en el estadio 4 y continua
especificamente en la zona del desarrollo del tubo neural en estadio 8.
Ademas, se observd que a partir del estadio de CCN pre-migratoria, su
expresion se ve disminuida, mientras que la expresion de los genes

blanco Phf12 y Snail2 aumenta para dar inicio a la TEM.

Se observo que tanto la ganancia como la pérdida de funciéon de miR-203
afecta especificamente la migracion de las CCN, al afectar la via
PHF12/SNAIL2-Cad6b.

Se determin6é que la region gendmica de miR-203 se encuentra
hipermetilada en las CCN pre-migratorias, a diferencia de la
hipometilacién encontrada en las células del tubo neural ventral y CCN
migratorias. La represion del locus de miR-203, mediante metilacion del
ADN, depende de la actividad de la DNMT3B la cual es dirigida por el
propio SNAILZ2.

Se planteé un modelo hipotético de regulacion epigenética-microARN
ligado a la regulacion espacio-temporal de la migracion de las CCN

(Sanchez-Vasquez et al., 2019).

Basadas en los resultados de metilacion, se hipotetizé que durante la
migracion de las CCN ocurre una demetilacion del gen de miR-203 el cual
puede estar dirigido por las proteinas TETs, las cuales se expresan en

dicho contexto.

Se describié que miR-203 se re-expresa durante la coalescencia de las
CCN para formar el ganglio trigémino, lo cual puede ser consecuencia de
demetilacion de su locus y estar ligado al proceso de transicion

mesénquima-epitelio (TME).
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10.Apéndice
10. 1. Tabla 1 Resultados obtenidos con Jaspar 2018
(http://jaspar.genereg.net/) para los sitios de union al factor de transcripcion
SNAIL2 en el promotor tentativo de miR-203. Los sitios de alta union (> 9) se

mapearon en la figura 27 A.

Matrix ID Name Score Relative score Sequence ID Start End Strand Predicted sequence
MAD745.1 SMAIZ 12,6931 0.595707221414 miR_203_tentative_promoter -1162 -1153 + AACAGGTGC
MAD745.1 SMAIZ 9,71729 0.54034684341 miR_203_tentative_promoter -1552 -1543 + GGCAGGTAC
MAD745.1 SNAIZ 8,48966 0.915858769456 miR_203_tentative promoter -1089 -1080 o CACAGGTTG
MADT45.1 SHAIZ 7,98092 0.905710714071 miR_203_tentative_promoter -1273 -1264 - ATCAGGTTG
MADT45.1 SNAI2Z 4,63965 0.8359061031445 miR_203_tentative_promoter -1599 -1590 - TGCATGTTT
MAO745.1 SNAIZ 3,54346 0.825173856668 miR_203_tentative_promoter -1527 -1518 + TCAAGGTGT
MAD745.1 SNAIZ 3,5435 0.817195747557 miR_203_tentative_promoter -1199 -1190 - TGGAGGTTG
MAD745.1 SNAIZ 3,51455 0.816618237138 miR_203_tentative_promoter -1293 -1284 + AGAAAGTGA
MAD745.1 SNAIZ 3,24005 0.811142584031 miR 203 tentative promoter -1082 -1071 + TGCCAGTGC

>miR_203_tentative_promoter Chr 5:50767550-50768212
AGGACTGGCTTGAGTTGCCTATATATTTATAAAGAGCCAAAGATCATAGGATCTGGAGTGCCAGAATTCATACACAGCACATATACAGCTCTTTAAACATGCAAAACACTCTATTAACATGA
GTGAAGLCTCATAAGATGAGGCAGGTACGCATTATCTCTCCTCCTCAAGGTGTGGLGAAGTGACTTGGTGAAGGCCTGAGGLTGAGTCGCTGGLAGAGCAGGGLCGACTATCCACAACTT
TCCTACACCACACAGGCTGLCCCGTCCCAGCATGGCAAAGCGTGAAGGLCTTCCCGTCCACCCCAGCAGCAGGGLTCCGAAAGCCCAGTGGGTTGTGTTTCATTCTTCTCCTATAGACAAAG
AGGGTGAAATATTAATGGAAGAAAGTCAAAATTCAGAGAAAGTGACTCCCGGCAAGCAACCTGATTTCTGGAAGTTCATGAAATCATACAATTGTTTGAGTTGGAAGGGACCCCTAAAGG
CCATCCAGTCCAACCTCCATGCAATAAGTAGGGACTCCCACGGLTCCAACAGGTGCTCAGAGCCCCGTCCAGCCTGACCTTGGLTGTCTCTAAGGACAGGGCACCCACCACATCTCTGGGCA
ACCTGTGCCAGTGCCTC

10. 2. Abreviaturas

3'UTR 3' Unstraslated region (Regién 3' no traducida)
% Porcentaje

°C Grados centigrados

ADN Acido desoxirribonucléico

ADNc ADN complementario

ADNdc ADN doble cadena
ADNsc ADN simple cadena

AGO Argonauta

ALB Albumina

ARN Acido ribonucléico

ARNdc ARN de doble cadena

ARNmM ARN mensajero

BSA Albumina Sérica Bovina

cm Centimetros

Cq Ciclo de cuantificacion

Da Dalton

DEPC Dietilpirocarbonato

DNMT ADN metiltransferasa

DNAsa Desoxirribonucleasa

dNTP Desoxi ribonucledsidos tri-fosfato
E. coli Escherichia coli

EDTA Acido etilen diamino tetra acético
g Gramos

h Horas

HCI Acido clorhidrico

K Kilo

Kb Kilobase

KCI Cloruro de Potasio




KH2PO4
L

LB

M

mA
MeOH
mg
MgCl2
miARN
mL

mM
Na2COs
Na2HPO4
NaCl
NaHCOs
NaOH
ng

nt

pb

PBS
PBSw
PCR
PEG

pH
RISC
RNasa
rom

RQ

RT
RT-gPCR
SDS
SFB
SSC
TBE
TBS
TEMED
Tm

Tris

U

uL

uv

\

w
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Fosfato diacido de potasio

Litro

Medio Luria broth

Molar

Miliamperios

Metanol

Miligramos

Cloruro de magnesio

MicroARN

Mililitros

Milimolar

Carbonato de sodio

Fosfato disddico

Cloruro de sodio

Bicarbonato de sodio

Hidroxido de sodio

Nanogramos

Nucledtido

Pares de bases

Buffer fosfato salino

PBS vy 0,1% Tween20

Polymerase chain reaction (reaccion en cadena de la polimerasa)
Polietilenglicol

Potencial de hidrégeno

RNA Induced Silencing Complex (Complejo de silenciamiento inducido por ARN)
Ribonucleasa

Revoluciones por minutos

Relative quantity (cantidad relativa)
Reverse transcription (transcripcion reversa)
RT-quantitative PCR

Sodio dodecil sulfato

Suero fetal bovino

Solucién salina de citrato de sodio
Tris/Borato/EDTA

Tris-buffered saline (buffer salino tris)
Tetrametil etileno diamino

Melting temperature (temperatura de disociacion)
Tris hidroximetil aminometano
Unidades

Microlitros

Ultravioleta

Voltios

Watts
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