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Resumen

El desarrollo de organismos pluricelulares depende en gran medida del establecimiento y mantenimiento
de contactos adhesivos fuertes, pero a la vez dinamicos para posibilitar el remodelamiento tisular frente
a sefiales especificas, tanto durante el desarrollo como en el estado adulto. Interesados en evaluar
mecanismos de control hormonal de estos contactos, estudiamos si las hormonas tiroideas eran
capaces de controlar el desarrollo animal a través de la regulacion de la expresion de moléculas de
adhesion celular (CAMs), las cuales influencian la adhesion celular y la morfologia celular y tisular. Para
ello, en una primera etapa, se implementaron bioensayos de bloqueo e induccion de la metamorfosis
de Rhinella arenarum y se analizé por inmunohistoquimica cuantitativa el patron de expresion de las
CAMs cadherina E, B- y a-catenina en el intestino anterior o estémago larval de esta especie. En una
segunda etapa se utilizaron técnicas de inmunofluorescencia y microscopia de desconvolucién digital
tridimensional cuantitativa para analizar la influencia de los niveles de fosforilacion de las proteinas de
los complejos de unién cadherina-catenina in vivo. En una tercera etapa, se analizaron los niveles de
expresion de los ARNm de cadherina E y B-catenina y de sus proteinas para correlacionar los estudios
morfométricos realizados con estudios moleculares, empleando retrotranscripcion y amplificacion
de ADNCcopia (ADNCc) por reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) y western blotting, para,
respectivamente. Para ello, se realizaron analisis bioinformaticos de las secuencias y estructuras
de las moléculas bajo estudio. Los resultados obtenidos permiten postular por primera vez en forma
cuantitativa, un control positivo espacial y temporal de cadherina E, - y a-catenina por la hormona
T3 durante el desarrollo metamérfico del estobmago larval de Rhinella arenarum. La alteracion de los
niveles de fosforilacion de las proteinas de los complejos de unién cadherina E-B-catenina, produce
una drastica pérdida de estas moléculas en los contactos célula-célula y el incremento citoplasmatico
y nuclear de 3-catenina en las células epidérmicas, sugiriendo la activacion de la ruta de sefalizacion
nuclear mediada por B-catenina. Sorprendentemente, no se detectan cambios en la forma celularo en la
arquitectura de la piel, sugiriendo que la cadherina E epidérmica estaria involucrada en la sefializacion
celular mas que en el mantenimiento de los contactos intercelulares durante el mantenimiento de la
arquitectura epitelial in vivo. Finalmente, se aislaron, secuenciaron y caracterizaron filogenéticamente
secuencias de nucledtidos de cadherina E y de B-catenina de Rhinella arenarum, que resultaron estar
altamente conservadas rentre 8 especies de vertebrados.

Palabras clave: Cadherinas, Cateninas, Hormonas tiroideas, Desarrollo
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Introduccion

El desarrollo de organismos pluricelulares depende en gran medida del establecimiento y mantenimien-
to de contactos adhesivos fuertes, pero a la vez dinamicos para posibilitar el remodelamiento tisular
frente a sefiales especificas, tanto durante el desarrollo como en el estado adulto. Interesados en
evaluar mecanismos de control hormonal de estos contactos, el presente estudio se centré en analizar
si las hormonas tiroideas son capaces de controlar el desarrollo animal a través de la regulacion de
la expresion de moléculas de adhesién celular (CAMs), las cuales influencian la adhesién celular y la
morfologia celular y tisular. Para ello, fue seleccionado como modelo de experimentacion el sapo suda-
mericano Rhinella (= Bufo) arenarum Hensel (Anura, Bufonidae) — Bufo arenarum Hensel, 1867, Arch.
Naturgesch., 33: 143 es Rhinella arenarum Chaparro, Pramuk, and Gluesenkamp, 2007, Herpetologi-
ca, 63: 211, by implication; Pramuk, Robertson, Sites, and Noonan, 2008, Global Ecol. Biogeograph.,
17: 76—, ya que es un anuro de importancia ecoldgica para la regién, que exhibe una gran plasticidad a
las diferentes manipulaciones a las que debi6 ser sometido y principalmente, porque como todo anfibio,
las transformaciones metamorficas de sus diferentes tejidos y 6rganos son reguladas por las hormonas
tiroideas (HT) (White y Nicoll, 1981).

Se sabe adicionalmente que los niveles de tiroxina (T4) y triiodotironina (T3) permanecen bajos durante
la pre—y prometamorfosis y se incrementan alrededor del disparo del climax larval (White y Nicoll, 1981).
A su vez, las larvas de los anfibios son capaces de responder a la alteracién de los niveles de HT con
gran plasticidad en los fenotipos durante el desarrollo (Stearns, 1989). La tiroidectomia y los inhibidores
quimicos como el perclorato de potasio (goitrégenos) pueden inhibir la sintesis de HT enddgenas
y bloquear la metamorfosis (Dodd y Dodd, 1976), a la vez que inducen la formacién de un bocio en
respuesta al incremento en la secrecion de la hormona estimulante de la tiroides o tirotrofina (TSH). A
su vez, la metamorfosis puede ser inducida en cualquier nivel del eje y producirse de la misma manera
gue la espontanea, aunque la tasa puede variar segun el método (Rosenkilde y Ussing, 1996; Shi, 2000;
Izaguirre y Casco, 2010). La HT puede suministrarse por inyeccion, alimentacion o inmersion. En general
se prefiere la inmersion porque la accion es mas uniforme y reproducible (Rosenkilde y Ussing, 1996).

La respuesta de las células sensibles a HT depende de la presencia y numero de receptores.
El aumento de HTs circulantes aumenta el nimero de receptores (Galton, 1984, 1989; Galton y
St Germain, 1985) y con ello genera mayor sensibilidad de las células y por lo tanto, aumento de
actividad de la hormona (Rosenkilde y Ussing, 1996; Shi, 2000). Se sabe que en Xenopus laevis,
los genes de los receptores de HT (RT) son positivamente regulados por el tratamiento con T3 de
larvas premetamorficas (Yaoita y Brown, 1990; Kawahara y col., 1991; Tata, 1996; Shi y col., 1996a).
Concentraciones de T3 y T4 comparables con los niveles plasmaticos de HT inducen metamorfosis
precoz en diferentes especies de anuros (Tata, 1968; Dodd y Dodd, 1976; White y Nicoll, 1981). En el
climax metamoérfico de Xenopus laevis las concentraciones plasmaticas de 3,3’,5-triiodotironina (T3) y
3,5,3’,5'-tetraiodotironina o tiroxina (T4) son de 8 y 10 nM respectivamente (Leloup y Buscaglia, 1977).

Para evaluar si las hormonas tiroideas son capaces de controlar la expresién de moléculas de
adhesioén celular (CAMs), las cuales influencian la adhesién celular y la morfologia celular y tisular,
en una primera etapa se implementaron bioensayos de bloqueo e induccién de la metamorfosis de
Rhinella arenarum. En estos modelos se analizé por inmunohistoquimica cuantitativa el patron de
expresion de las CAMs cadherina E, B- y a-catenina en el intestino anterior o estémago larval de esta
especie, debido a que este 6rgano sufre profundas modificaciones en tamafo, ubicacién y organizacion
durante la metamorfosis.

Tanto el bloqueo como la induccidn precoz de la metamorfosis de R. arenarum resultaron exitosas,
empleando soluciones de 0,034% KCIO, durante 3 meses y de 1,25 nM, T3 (Izaguirre y colaboradores,
2008; Izaguirre y Casco, 2010) (Figura 1).
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FIGURA 1: Vista dorsal del cuerpo, de los miembros posteriores y anteriores y de tracto digestivo de larvas de

P KRR -0

Rhinella arenarum control y tratadas con KCIO, y con T3. Estadios control 25 (a-c), 33 (j-I) y 35 (d-f), estadio
35 tratado con KCIO, (g-i) y estadio 45 tratado con T3 (m-fi). Si bien la larva de estadio 35 tratada con KCIO,
ha incrementado significativamente su tamafo respecto al control de estadio 35, claramente se observa que el
desarrollo del miembro posterior corresponde al de una larva de estadio 35, con sus cuatro digitos formados (h).
En el caso de su tubo digestivo, muestra mayores dimensiones respecto al control del estadio 35, aunque con las
mismas caracteristicas morfolégicas. La induccién precoz de la metamorfosis muestra una profunda remodelacion
de la larva y del tubo digestivo. Solo la reabsorcion de la cola es menor que en lametamorfosis espontanea, tal
como ha sido reportado en otros estudios (Shi, 2000). es: estémago larval; im: intestino medio; ip: intestino
posterior; pa: pancreas. La escala expresa milimetros.

El éxito de ambos bioensayos quedd demostrado por el andlisis de diversos parametros de creci-
miento larval y desarrollo metamoérfico (Izaguirre y Casco, 2010), los cuales deben evaluarse ya que lar-
vas con el mismo nivel de desarrollo morfolégico pueden variar en tamafio debido a diferentes factores
ambientales (Etkin, 1968; Derby, 1970; Dodd y Dodd, 1976). Inversamente, a veces ocurren cambios
morfoldgicos significativos con insignificantes cambios en el tamafo (Etkin, 1968; Derby, 1970). Asi, se
evaluaron el estadio (st) (Gosner, 1960); longitud total (LT): desde la boca al extremo de la cola; longitud
del cuerpo (LCu): desde la boca al borde posterior del ano; longitud de la cola (LCo): desde el borde
posterior del ano al extremo de la cola; longitud del miembro posterior (LMP), longitud del miembro
anterior (LMA), longitud transversal, medida en la regién cefalica a la altura del borde posterior de los
ojos (LTr); longitud del tubo digestivo (LTD), desde cavidad bucal a la cloaca; longitud y diametro del
estémago y del pancreas;, peso total (PT), peso del tubo digestivo (Ptd): peso de la cavidad bucal a la
cloaca, peso del pancreas (Pp Con los valores absolutos se calcularon los valores relativos: LMP/LCu,
LCo/LCu. Segun Etkin (1968), si bien los valores absolutos de tamafio varian de cohorte en cohorte,
los valores relativos de LMP/LCu y LCo/LCu, correspondientes a los distintos estadios, exhiben un alto
grado de uniformidad entre cohortes (Figura 2, Tablas 1-3).
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FIGURA 2: Patrén de metamorfosis en R. arenarum, basado en las relaciones LMP/LCu y LCo/LCu.

TABLA 1. Longitud en milimetros (media y desviacion estandar) total, del miembro posterior, del miembro anterior,
del tubo digestivo y relaciones LMP /LCu y LCo/LCu.

Modelo Estadio LT (mm) LMP (mm) LMA (mm) LMP/LCu LCo/LCu LTD (mm)
AAL 16,29 +
(n=30) 25 9,16 £ 0,68 <0,2 Ausente 0,053 +0,006 1,42+0,14 3.60

AAL 99,49 +
(n=30) 35 22,58+0,82 1,53+£0,14 Ausente 0,17 £ 0.02 1,52 £ 0,11 14.22

AAL 1454  +
(3m) 45 13,08 +2,73 10,15+ 1,19 6,2 £ 0,62 1,07+ 0,13 0,36 + 0,14 26;5 -
(n=8) ’

KCIO, 1M11,71 +
(n=15) 35 28,39+3,31 1,64+0,33 Ausente 0,16 + 0,02 1,74+ 0,12 23,57

Nota: los valores relativos de LMP/LCu de las larvas de estadio 25 se calcularon tomando siempre como dato la LMP de 0,2 mm,

a los fines de la graficacion.

TABLA 2. Longitud y diametro en milimetros (media y desviacién estandar) del estbmago

Modelo Estadio Longitud (mm) Diametro (mm)
AAL

(n=30) 25 0,72+ 0,11 0,25+ 0,05
AAL

(n=30) 35 1,76 + 0,20 0,76 + 0,08
AAL (3 m) 45 2,92 +0,53 1,51 +0,29
(n=8)

KEIO“ 35 1,94 + 0,28 0,81+0,22
(n=15)
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TABLA 3. Longitud en milimetros (media y desviacién estandar) total, miembro posterior, miembro anterior, tubo
digestivo y relaciones LMP/LCuy LCo /LCu.

Modelo Estadio LT (mm) LMP (mm) LMA (mm) LMP/LCu LCol/Lcu LTD (mm)
AAL

5dias 33 18,16+ 1,06 0,80+0,19 Ausente 0,11 0,02 1,49+0,12 65,72+17,25
(n =30)
T3

(n =30)
AAL
(3m) 45 13,08+2,73 10,15+1,19 6,2+£0,62 1,07+0,13 0,36 +0,14 14,54 £ 2,65
(n=8)

42-45 10,16+£2,40 2,17+0,43 1,02+0,17 039+0,07 082+0,33 9,81+1,63

Establecido el patron de expresion de cadherina E, B- y a-catenina durante la metamorfosis
espontanea (Figura 3), para cuantificar el nivel de expresion se realizé un analisis morfométrico de la
inmunomarcacion del intestino anterior o estdmago larval de 5 animales por cada modelo experimental
(Figuras 4&5) (Izaguirre y Casco, 2010).

E-cadherin B-catenin a-catenin

FIGURA 3. Expresion de cadherina E (izquierda), B-catenina (medio) y a-catenina (derecha) durante el desarrollo
espontaneo del intestino anterior de Rhinella arenarun. Observe el increment de su expression desde el estadio
25 al 45. et: epitelio superficial, I: lumen; gd: glandulas; mm: muscular de la mucosa; sb: submucosa; m: capas
musculares; mx: capa muscular externa.
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Las larvas metamorfoseadas por administracion exégena de T3, siguieron basicamente el mismo
patrén de distribucién celular y tisular de cadherina E, pB-catenina y a-catenina que el de las larvas
que metamorfosean espontaneamente, aumentando sus niveles a lo largo del desarrollo del intestino
anterior (Figura 6). En el caso de las larvas de estadio 35 tratadas con KCIO, presentan practicamente
la misma localizacién celular y tisular de cadherina E, B-catenina y a-catenina que las larvas control de
estadio 35, evidenciando el bloqueo de la funcién tiroidea (Figura 6).
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FIGURA 4. Andlisis del tamafio (a) y el numero celular (b) del estbmago larval de Rhinella arenarum durante la
inhibicion de la metamorfosis por la administracion exégena de KCIO,. Los histogramas representan medias *
desviaciones estandar. El analisis estadistico se realize con el test ANOVA no paramétrico de Kruskal-Wallis con
test de Dunn. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. Sélo se han representado las significatividades relevantes.
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Figura 5. Anélisis del tamafio (a) y el numero celular (b) del estbmago larval de Rhinella arenarum durante la
induccién de la metamorfosis por la administracién exégena de la hormona T3. Los histogramas representan
medias * desviaciones estandar. El analisis estadistico se realize con el test ANOVA no paramétrico de Kruskal—
Wallis con test de Dunn. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. Sélo se han representado las significatividades
relevantes.

Estos resultados sugieren que T3 ejerce un efecto regulatorio positivo sobre la expresién
de cadherina E, B- y a-catenina durante su desarrollo metamérfico. Adicionalmente, estos
resultados muestran la actividad coordinada de T3 sobre los genes responsables de la
expresion de cadherina E y sus moléculas de conexion al citoesqueleto, - y a-catenina en el
intestino anterior (Figuras 3-6).
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FIGURA 6. Cuantificacion de la expresion de cadherina E, B- y a-catenina en el estdbmago larval de Rhinella
arenarum control y bloqueado con perclorato de potasio (a) y control e inducido con hormona tiroidea T3 (b). Los
histogramas representan medias * desviaciones estandar. El analisis estadistico se realize con el test ANOVA no
paramétrico de Kruskal-Wallis con test de Dunn. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. Sélo se han representado las
significatividades relevantes.

Los resultados del presente trabajo muestran que el tamafio de las células que conforman el
epitelio superficial de la mucosa y el de las células musculares del estdmago larval aumentan muy
significativamente desde el estadio 25 hasta el estadio 45, mientras que el nimero de células por
estrato se mantiene constante durante la metamorfosis espontanea (Figura 4).
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Experimentalmente, la hipertrofia larval producida por el bloqueo de la funcién tiroidea genera un
aumento muy significativo del tamafo de los distintos tipos celulares del estdmago respecto a sus
controles. A su vez, la hipertrofia del estbmago se correlaciona con la generacién de larvas gigantes
de R. arenarum por la accién goitrogénica (Figura 4). En contraste, la induccién de la metamorfosis por
T3 reproduce el comportamiento celular del estbmago durante la metamorfosis espontanea, generando
un aumento muy significativo del tamafio de todos sus tipos celulares superficiales. Sin embargo, las
células glandulares y musculares fueron significativamente mas pequeias (Figura 5). Estas diferencias
podrian atribuirse tanto a factores individuales como al efecto catabdlico producido por la administracion
de T3 en la induccién precoz de la metamorfosis. El analisis estadistico del tamafo celular y de la
intensidad de expresion de cadherina E, pB-catenina y a-catenina en el estémago larval de Rhinella
arenarum mostrd que durante la premetamorfosis de esta especie se produce una sintesis continua de
estas moléculas, la cual seria esencialmente independiente de las HT, ya que durante este periodo los
niveles de las HT son bajisimos y comienzan a elevarse durante la prometamorfosis.

El bloqueo de la funcion tiroidea por la accién goitrogénica del perclorato de potasio no afecto la
produccion de las moléculas estudiadas, como lo demuestra la disminucidon de su expresién relativa
al aumento del tamafio celular. Estos resultados confirman la independencia de la sintesis de HT
de cadherina E, B-catenina y a-catenina durante la premetamorfosis y prometamorfosis temprana.
Adicionalmente, estos resultados sugieren la ausencia de mecanismos compensatorios independientes
de T3, o al menos que los mismos, si existen son ineficientes para mantener la densidad de expresion
de estas moléculas. Sin embargo, no se detectaron alteraciones en la adhesién celular en el estbmago
larval (Figura 6).

La induccioén de la metamorfosis de R. arenarum por T3 genero la regulacion positiva de la expresion
de cadherina E, B- y a-catenina correlacionada al aumento de tamario celular, en los distintos estratos
celulares del estdbmago larval y reprodujo el comportamiento seguido por las larvas que metamorfosean
espontaneamente. A su vez, se observé que los perfiles de expresion de cadherina E y de a-catenina
son mas similares entre si en el epitelio superficial y glandulas de la mucosa que con el perfil exhibido
por B-catenina. Respecto a la distribucidn por estratos, la expresion de las tres moléculas es mayor en el
epitelio superficial respecto a las glandulas de la mucosa y B- y a-catenina se expresan adicionalmente
en las capas musculares lisas, siendo la expresion de B-catenina mucho mayor que la de a-catenina
en este tipo celular. Los niveles de expresion de cadherina E son practicamente despreciables en la
capa muscular y se atribuyeron al fondo inespecifico de la reaccion (Figura 6). La expresion de B- y
a-catenina en las capas musculares del estdmago y la ausencia de cadherina E hacen pensar en la
presencia de una cadherina diferente, tal como lo sugieren trabajos previos realizados en otras especies
de anuros (lzaguirre y col., 2001). Para todos los estratos la intensidad de expresion de pB-catenina fue
mayor que la de cadherina E y a-catenina, sugiriendo la participacion de esta molécula en cascadas de
sefalizacion ademas de su rol adhesivo durante la metamorfosis del estdmago larval, periodo en el que
se produce una extensa y profunda remodelacion celular y tisular.

En conclusién, los resultados presentados en este trabajo permiten postular por primera vez en forma
cuantitativa, un control positivo espacial y temporal de cadherina E, - y a-catenina por la hormona T3
durante el desarrollo metamorfico del estomago larval de Rhinella arenarum. El aumento de los niveles
de cadherina E, B-catenina y a-catenina durante la premetamorfosis, cuando los niveles de T3 son bajos,
sugiere la regulacién de su expresion por factores diferentes a los que actuan durante la prometamorfosis
y el climax metamoérfico. Otra hipétesis, aunque a la luz de estos resultados menos probable, es que el
control por T3 de la expresion de estas moléculas se ejerza desde la premetamorfosis en R. arenarum.
Se sabe que por ejemplo, en X. laevis la glandula tiroidea se desarrolla en la embriogénesis tardia
(Dodd y Dodd, 1976; Regard, 1978), es decir durante la eclosion larval (estadios 35/36, Nieuwkoop y
Faber, 1956), aunque la tiroides recién se torna funcional alrededor del estadio 53 (Nieuwkoop y Faber,
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1956; Saxen y col., 1957a, b). Este proceso es bastante similar al que se produce en otros anuros
(Dodd y Dodd, 1976), reduciendo la factibilidad de esta segunda hipétesis. A medida que la larva se
desarrolla, la tiroides incrementa la sintesis y secrecion de HT en el plasma, llevando a un acimulo en
sus niveles plasmaticos y en consecuencia al disparo de la metamorfosis (Dodd y Dodd, 1976).
Habiendo demostrado por estudios de inmunohistoquimica bidimensional cuantitativa en modelos
animales in vivo (Izaguirre y Casco, 2010), que la expresion de cadherina E, -y a-catenina es controlada
hormonalmente por la hormona T3, ejerciendo un efecto regulatorio positivo durante la remodelacién
y el mantenimiento del epitelio metamorfico en anuros, en una segunda etapa se utilizaron técnicas
de inmunofluorescencia y microscopia de desconvolucién digital tridimensional cuantitativa (Adur y
Schlegel, 1997; Diaz-Zamboni, 2004; Adur, 2006; Adur y col., 2007; Diaz-Zamboni y col., 2007; 2008;
Izaguirre y col., 2010) para avanzar en el conocimiento del control de los receptores de adhesion de
interés. Para ello, se disefié e implementd un modelo experimental in vivo de alteracion de los niveles de
fosforilacién de las proteinas de los complejos de unién cadherina-catenina. Empleando ortovanadato
sédico como inhibidor de fosfatas de tirosina, se evalu6 el patron y nivel de expresiéon de cadherina E y
de B-catenina a nivel de la epidermis de Rhinella arenarum (Izaguirre y colaboradores, 2010; Figura 7).
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FIGURA 7. (a-g) Proyecciones 2D de intensidad maxima de stacksde 128 imagenes de cadherina E de la epidermis
dorsal cefalica de Rhinella arenarum. (a-e) Las imagenes de MDD claramente muestran que cadherina E aumenta
en los limites celulares cambiando de un patronpunteado a continuo durante el desarrollo con mayor densidad de
sefial en las puncta. Estadios 17 (a), 19 (b), 25 (c), 35 (d) y 40 (e). Todos los stacks incluyen dos capas celulares.
(f-g) Larvas tratadas con Na,VO, mostrando progresiva disminucion dependiente del tiempo de la expresion de
cadherina E. (h-i) Expresiéon 2D de (-catenina en la epidermis dorsal cefalica da las larvas control (h) y tratadas
con Na,VO, (i) Epidermis de larva deestadio 35, mostrando que B-catenina desaparece de los limites celulares y
aumenta a nivel citoplasmatico y nuclear, sugiriendo un rol de sefializacion. Las lineas representan: ejes x (green),
y (blue), and z (red).

Gracias a este modelo se demostré que durante la morfogénesis epitelial en condiciones normales se
producen cambios en los patrones espacio-temporales de la expresion de cadherina E, correlacionados
con el incremento de esta molécula, asi como del nUmero de células con geometria hexagonal y por
ello, estabilizantes de la arquitectura epitelial (Izaguirre y colaboradores, 2010).

Cuando se alteran los niveles de fosforilacion de las proteinas de los complejos de union, se produce
una drastica pérdida de cadherina E y de B-catenina en los contactos célula-célula y el incremento
citoplasmatico y nuclear de (-catenina en las células epidérmicas, sugiriendo la activacion de la
ruta de senalizacién nuclear mediada por p-catenina (Figura 7). Sorprendentemente, no se detectan
cambios en la forma celular o en la arquitectura de la piel (Figura 8), sugiriendo que la cadherina E
epidérmica estaria involucrada en la senalizacion celular mas que en el mantenimiento de los contactos
intercelulares durante el mantenimiento de la arquitectura epitelial in vivo.
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FIGURA 8. Secciones sagitales de la piel de larvas de estadio 35 tratadas con Na,VO, (a) y control (b) de Rhinella
arenarum. No se detectaron cambios morfologicos después del tratamiento con Na,VO, Azul de toluidina. A:
células apicales; CI: células claras; C: colageno; M: melandforo; V: vasos sanguineos.

Esta hipotesis es también soportada por los estudios realizados in vivo por Tunggal y colaboradores
(2005). Este grupo ha reportado que la inactivacion del gen de cadherina E en ratones, produce muerte
perinatal debido a la incapacidad para mantener una barrera acuosa epidérmica funcional, a la vez
que revelaron que algunos componentes claves de las uniones ocluyentes estaban inadecuadamente
localizados, resultando en una arquitectura alterada de estas uniones, asi como de la resistencia epi-
dérmica. Sin embargo, los desmosomas se formaron normalmente y no se detectaron defectos obvios
en los contactos celulares. Estos resultados sugieren que cadherina E seria requerida especificamente
para la formacién de las uniones ocluyentes pero no para la de otros contactos, hipotetizando que in
vivo esta molécula estaria involucrada en mecanismos de sefalizacion mas que en la formacion de los
contactos intercelulares (Tunggal y col., 2005).

En una tercera etapa, para correlacionar los estudios morfométricos realizados con estudios molecu-
lares, se aplicaron técnicas de retrotranscripcion y amplificacion de ADNcopia (ADNc) por reaccién en
cadena de la polimerasa (RT-PCR) y western blotting, para determinar los niveles de expresion de los
ARNmM de cadherina E y B-catenina y de sus proteinas, respectivamente. Para ello, se realiz6 el ana-
lisis de las secuencias de los genes de cadherina E y (-catenina para posteriormente disefiar primers
especificos para cuantificar la expresion de ARNm (qRT-PCR) (Galetto y col., 2012).

El analisis de las secuencias nucleotidicas de las moléculas bajo estudio se realiz6 comparando 8
vertebrados: Danio rerio, Xenopus tropicalis, Xenopus laevis, Mus musculus, Rattus novergicus, Gallus
gallus, Bos taurus y Homo sapiens. Para ello, se realizaron alineamientos locales con MegaBLAST em-
pleando como “query” las secuencias de cadherina E y [3-catenina de Xenopus laevis, enfrentandolas
con la base de datos nucleotidicas completa del NCBI y alineamientos multiples entre las especies cita-
das mas arriba mediante el software T-Coffee. Analizando regiones de conservacion y organizacion de
las secuencias, se disefiaron primers manualmente y con el software Primer-BLAST (Ye y col., 2012),
tomando de referencia las secuencias de Xenopus laevis. A partir del ARN extraido de Rhinella arena-
rum, tanto de especimenes adultos como larvales, se realizaron RT-PCR (Tabla 4).
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TABLA 4. Primers disefiados que amplificaron cadherina E y.-catenina y que permitieron cuantificar (celeste) la
expresion en Rhinella arenarum.

Amplicon

Primer Sequence (5°—3) size Tm Ta exp

B cat Fo1 GATCTAATGGAGCTGGACATGGC 57.6

584 56
B cat Rv1 CGAACTATAGCAGACACCATCTG 55
Ra f cat Fol TGGGCAGTTTGCAATGACCAGA . 59 s
R.a catRv1 ACGCATAATAGCATGGCGGGAA 59.3
cadherina E Foi CGGATACACCTCCAGAAGGA - o
Cadherina E Rv1 GCACAGAGCCTTCAAAGACC
GAPdH Fo CAAGGTCATCCATGACAACTTTG

490 58
GAPdH Rv GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG

Aislamiento, secuenciacion y caracterizacion de ARNm de cadherina E de Rhinella arenarum
Se amplificd y secuencié un fragmento de ADNc de 225 pb, proveniente de estdmago de animales
adultos, resultante de emplear primers disefiados sobre las secuencias de X. laevis (Tabla 4, Figura 9).

Cadherina E

Cadherina E,
B-catenina , GAPdH

I | |
1500 2000 2500 1 2 3 4

Tenglats

Fo1-Rv1 Fo-Rv | Fo1-Rv1 Marc.
DNAc DNAc DNAc PM
R.a. R.a. R.a. ADN

%GC=55 %GC=48

TmIDT=56.4 TmIDT=54,5 50 b
p

3 1

Fo3 Rv3
%GC=50 %GC=60
TmIDT=58.2 TmIDT=59,8
540

S A

Fod Rvd
%GC=52 %GC=50
TmIDT=57 TmIDT=54.4

>Contig0 (227 ph)

TCGGATACACCTCCAGAAGGAGTGTTCGCTATTGGACGGGAGGATGGATGGCTAAATGTG
ACACGACCTTTGGACAGAGAAGCCATTGACAATTACGTTCTTTTTTCCCATGCTGTGTCATC
AAATGGGGCARATGTGGAAGATCCCATGGAAATCATAATTAAAGTACAAGATCAGAAT GATAA
TGACCCAGTATTCACACAGTCGGTCTTTGAAGGCTCTGTGCA b

FIGURA 9. Aislamiento, amplificacion y caracterizacion del ARNm de cadherina E de Rhinella arenarum. (a)
Conjunto de primers disefiados y utilizados para amplificacién de cadherina E. En verde los primers que lograron
amplificar algtin fragmento de los ARNm. (b) Gel de electroforesis mostrando los fragmentos amplificados. (c)
Secuencia obtenida del fragmento de 225 pb.
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A pesar de que el analisis de alineamiento local muestra que la secuencia de 185 pb de cadherina
E de Rhinella arenarum tiene una identidad del 100% con la secuencia codificante completa del ARNm
de Xenopus laevis y del 76% con los de rata y raton (Figura 10), luego de disefar nuevos primers
especificos de Rhinella arenarum (Tabla 4) para cuantificar el ARNm de cadherina E, no se logré
amplificarlos durante el del desarrollo de esta especie.

Descriptions
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FIGURA 10. Andlisis de identidad de la secuencia del ARNm de cadherina E con las regiones codificantes completas
de los ARNm de otras especies. Observe la identidad del 100% con la secuencia de Xenopus laevis y del 76% con
rata y ratén. Solo se muestran los resultados relevantes.

Aislamiento, secuenciacion y caracterizacion de ARNm de B-catenina de R. arenarum
A partir del empleo de multiples primers disefiados sobre la secuencia X. laevis se amplificd y secuencid
un fragmento de ADNc de 584 pb (Tabla 4, Figura 11).

Teplats
900 1350 1800 2250
e
[
[—
ol 1
-, ey ki
nEC- a1 % EC- 4106 e Ramid
Te DT=§d0 TaibT = §1.2
Fal Rvl Fa2 B2 FalRid Fod Rt
Fad B
woc-5 eoC- 10
T BT =S Tw=iDT- M3
e
P—
Tad B
oL -5 %oc- 52
TaibT= 111 TmibT =407
™
P—
el Bed
woe - woe -5
T DT - 84 T IUT - &
1 “a

=ContigD (567 pb)

TGATHTAAANMNGAGC TG GACATGCGCAATGGAGCCGGATCGGAAAGCGGCCGTCAGTCACTGGCAGCA
GCAGTCTTATCTGGAT TCTGGAAT TCACTCTGGAGCTACCACAACTGCCCCATCTCTTAGTGGGAAGGG
ALATCCAGACGAGGAAGAT GTGGATACATCCCAAGTACTGTATGAATGGGAACAGGGCTTCTCTCAGCC
TTTCACTCAAGATCAAGTGGCAGATATTGATGGGCAGTTTGCAAT GACCAGAGCC CAGAGGGTGCGAG
CGGCCATGTTTCCTGAAACACTAGATGAAGGCATGCAAATTCCCTCCACACAGTTTGACTCTGCTCATCC
TACAAATGTGCAGCGCTTGGCCGAACCTTCACAGATGCTGAAACATGCTGTGGTCAACTT GATAAACTAC
CAAGATGATGCTGAAT TGGCTACTCGGGCTAT TCCTGAGCTAACAAAACT GC TTAATGATGAGGACCAGG
TTGTGGTTAACAAAGCTGCGGTTATGGTTCATCAGTTGTCAAAGAAGGAAGCTTCCCGCCATGCTATTAT
GCGTTCTCCACAGATGG TG THNMNMMNMNMNMNTAGTTHNG C

FIGURA 11. Aislamiento, amplificacion y caracterizaciéon del ARNm de B-catenina de R arenarum. (a) Conjunto
de primers disefiados y utilizados para amplificacién de S-catenina. En verde los primers que lograron amplificar
algun fragmento de los ARNm. (b) Gel de electroforesis mostrando los fragmentos amplificados. (c) Secuencia de
nucleotidos obtenida por secuenciacion del fragmento de 584 pb amplificado por PCR.
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A partir de esta secuencia obtenida y con el objetivo de cuantificar la expresion de ARNm durante el
desarrollo, se disefiaron nuevos primers especificos de [B-catenina de Rhinella arenarum (Tabla 4) y al
amplificar el ARNm, se obtuvo un fragmento especifico de Rhinella arenarum de 322 pb (Figura 12).

250 2595 3357
RNAm p catenina de X.leavis (NM_001090576 ) — 3445 pb :

Teampl ate
Paoli A
0 650 1300 1950 2600 3260
: CDS p catenina de X leavis - 2345 pb :
Teaplate
0 450 900 1350 1800 2250
284
b 1 Fragmento p catenina de R .a levantado con el par de
Fe2X.1 Rv2X.

primers Fo2-Rv2 dsefiados sobre X1 — 584 pb

[ ———— Fragmento g cateninade R .a secuenciado—539 pb propiosdeR.a
— (fragmentointerno entre los primers)
b, e Par de primers disefiados sobre secuenciadeR a,

originan amplicon de 322pb

FIGURA 12: Resumen de las etapas seguidas durante la secuenciacion de B-catenina de Rhinella arenarum.

El alineamiento local de la secuencia de 539 pb de 3-catenina de R. arenarum con la base de datos
no redundante de nucledtidos del NCBI, muestra que esta region tiene una identidad del 85 % para el
ARNm de [3-catenina de Xenopus laevis (Figura 13).
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IMAZE:6065015), conmplete cds

-angth=less

SEXE ID: 399274 ctankbl-b
YXencpes Lsevis] (Cver 10 Pu

Socet IO GEAATTIATICTSAASCAACCASCACAGTACCATIUITEASIGECAMAGIAAACCTAGAS 408
uesy 123 GAGGAAGATEIGAATACATICAAASTACTOTATGAATGEAACASSETTIUTOTAASGCY 12
Soset 409 GATGAAGATSTGEATACCAACCAAGTITTGTATGAGTGIGAGTAGGECTICTICTCAGTCS  46d
TTOACTCAAGATIAAGTGGCAGATATTGATGGSCASTTTGCAATGACCAGAGCCCAGAGS 242
TTAALTCAASATOASIGECTEATATIGATSSCCASTATEOCATIACAAGASGCOCAGCSA sa8
STACSASCSSLCATSTITOLTAUACASTASATSMSSCATICIIAT TOOSToCAZALAS M0
& AAISTITCCASAACCOTIGATSAASSCATSCASATICOATOCALASAL s
T SCTASAATSTSCASSSSTTISSCCOAMSSTTOASASATSSTSAAL M2
TTTGACICTIGCAOACECAACAMMTSTGCAALCSTITASCAGASCETICCCASATSETCAAL €A
SATSITSTSSTIMLTTEGATAM ITACCAASATEATSS TAAT TSSSTASTCEEESTATY 422
CACSCTETSGTCAAC T TAATCAATTACCASSATAATOS TG T TGSSCASTCOAGCAATS YO
SSTEASTTAACAMASTEOTTAATGATGASSACSCASSTIGUGGTTAASAAAGITSECGSTT 482
Sser 709 CCCGAGCTGACGMACTGCTTIATSACSASSACCAGSTIGTASTTAASAAGSGSTGSTSTA  Téd
Suer 403 ATSSTTCATCASTISTLAMASIASSAASCTTOCOSLCATACTATIATSLST IO 1
Sbser T8 ATSSTTOALCASSTSTOAAASAASSAASCCTCASSOCATASTATAATSOSSTOALSA  as

Figura 13. Analisis de identidad de BLASTn de la secuencia del ARNm de (-catenina de Rhinella
arenarum con las regién codificante ubicada entre 289-825 pb del ARNm de Xenopus laevis.
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Se sabe que el ADNc de B-catenina de Xenopus laevis tiene 3445pb (Mc Crea et al., 1997), con un
5 "UTR de 249 bp y un 3" UTR de 850 bp, una secuencia codificante que abarca la regién de 250-2595
bp y codifica una proteina de 781 aminoacidos. La comparacién del ARNm de B-catenina de varias
especies evidencia que poseen el mismo tamafio de region codificante pero difieren en sus tamafios
delos 5" UTRy 3" UTR.

Aislamiento, secuenciacion y caracterizacion de ARNm de Glyceraldehyde-3-Phosphate-dehydroge-
nase (GAPdH) de Rhinella arenarum.

Para aumentar la confiabilidad de la RT-PCR en la cuantificacion (QRT-PCR) (Freeman et al., 1999)
de los ARNm de las moléculas bajo estudio durante el desarrollo del tracto digestivo de R. arenarum,
se utilizé como control endégeno GAPdH. Esta se expresa constitutivamente en muchos tejidos (Mori
et al., 2008) y permite comparar los niveles de ARNm de los genes de interés con los del control que
no varia con el desarrollo de R. arenarum. Amplificamos y secuenciamos un fragmento de 490 pb del
ADNc de GAPdH de R. arenarum (Figuras 9&14).

=ContigD (500ph)

MHNMMNGGTCATCCATGACAACTTIGGTATCGTGGAAGGACTCATGACCACAGTCCATGCCATCAC
TGCCACSCAGAAGACTGTGGATGGCCCCTCCGGGAAACTGTGGCGTGATGGCCGCGGGGECTC
TCCAGAACATCATCCCTGCCTCTACTGGCGCTGCCAAGGCTGTGGGCAAGGTCATCCCTGAGC
TGAACGGGAAGCTCACTGGCATGGCCTTCCGTGTCCCCACTGCCAACGTGTCAGTGGTGGAC
CTGACCTGCCGTCTAGAAAAACCTGCCAAATATGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAGCAGGCGT
CGGAGGGCCCCCTCAAGGGCATCCTGGGCTACACTGAGCACCAGGTGGTCTCCTCTGACTTC
AACAGCGACACCCACTCCTCCACCTTTGACGCTGGGGUCTGGCATTGCCCTCAACGACCACTTT
GTCAAGCTCATTICCTGGTATGACAACGAATTTGGCTACAGCAACAGGGTGGTGMNMNMN

FIGURA 14. Secuencia de nucledtidos obtenida del fragmento amplificado por PCR de GAPdH de R. arenarum
(primers empleados en rosa).

Caracterizacion de las proteinas cadherina E, B-catenina y GAPdH de Rhinella arenarum
Cadherina E
Empleando herramientas bioinformaticas (software Chromas Pro 1.41, Technelysium Pty. Ltd.) se
realizé una busqueda de los posibles marcos de lectura en el fragmento de 185 pb de cadherina E
aislado, obteniéndose la prediccion de un fragmento funcional de 61 aminoacidos . El analisis de esta
secuencia de Rhinella arenarum con la la base de datos del REFseq muestra una identidad del 100%
con cadherina E de Xenopus laevis (Figura 15).

Paralelamente, con el objetivo de reconocer los cambios evolutivos adoptados por cadherina E,
a la vez que mejorar la busqueda de sus ARNm en nuestro modelo, se realizdé un profundo analisis
bioinformatico de la subfamilia de cadherinas C-1 a la que pertenece (Takeichi et al., 2000; Gumbiner,
2000; Hulpiau and van Roy, 2009) y se establecié un modelo filogenético con las secuencias conocidas.
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FIGURA 15. En el recuadro superior, la secuencia del segmento de 75 aa de cadherina E, predicho a partir del
fragmento de 227 pb. En la imagen del medio, parte de los resultados de su alineamiento con la base de datos del
NCBI. En la imagen inferior, detalle de la identidad del 98% con la secuencia de cadherina E de X. laevis.

Para este analisis, se utilizaron el dominio extracelular de longitud completa y el dominio citoplasmatico
de los miembros de la Familia C-1 (Tabla 5), empleando el algoritmo filogenético Maximum Likelihood
(ML) (Hasenahuer y col., 2013). En este estudio filogenético se obtuvieron las secuencias FASTA de
proteinas homologas de los miembros de cadherinas C-1 de Homo sapiens (Hs), Mus musculus (Mm),
Rata novergicus (Rn), Bos taurus (Bt), Gallus gallus (Gg), Danio rerio (Dr), Xenopus laevis (XI) y Xenopus
tropicalis (Xt), de UniProtKB [http://www.uniprot.org/]. Los dominios extracelular (EC) y citoplasmatico
(CD) fueron editados y analizados por separado, empleando el software MEGAS5 (Tamura et al., 2011),
se descartaron las secuencias incompletas y se analizaron finalmente un total de 145 secuencias. El
alineamiento multiple de las secuencias de EC y CD fue realizado con el servidor web MUSCLE [http://
www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/], utilizando los parametros por default.

Debido a la gran variabilidad de los CDs de los miembros de la familia-C1 se analizaron y construyeron
arboles de éstos por separado, agrupandolos en cuatro familias (CDs tipo |, CDs tipo I, CD desmogleinas
y CD desmocolinas). Dado que CDH13 carece de CD, CDH26 queda sola y no comparte significativa
similitud de su CD con otros miembros y 7D posee un CD muy corto, sus arboles no fueron construidos.
Los cinco alineamientos (EC y 4 CDs) fueron manualmente inspeccionados y corregidos cuando fue
necesario, teniendo en cuenta la informacioén de la estructura y dominios conservados. Se evaluaron
las regiones gap, eliminando aquellas que eran ambiguas.
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TABLA 5. Miembros de |la familia C-1 de cadherinas (basada en Choi et al., 1990; Herzberg et al.,
1991; Hulpiau and van Roy, 2009).

Subfamilia Miembros

Tipo-l CDH1 (epithelial E-cadherin), CDH2 (neural N-cadherin), CDH3 (placental
P-cadherin), CDH4 (retinal R-cadherin), CDH15 (muscular M-cadherin),
CDHXB (Xenopus blastomere cadherin), CDHC/EP (C, cleaveage/EP
cadherin of Xenopus laevis).

Tipo-ll CDH5 (vascular-endothelial VE-cadherin), CDH6 (kidney K-cadherin),
CDH7, CDH8, CDH9 (T1-cadherin), CDH10 (T2-cadherin), CDH11 (osteo-
blastic OB-cadherin), CDH12 (brain BR-cadherin o N-cadherin-2), CDH18,
CDH19, CDH20, CDH22, CDH24

Desmocolinas DSC1, DSC2, DSC3

Desmogleinas DSG1, DSG2, DSG3, DSG4

7D CDH16: Ksp-cadherin, CDH17: liver-intestine LI-cadherin
CDH13 truncated T- or heart H-cadherin
CDH26 CDH26

Las cadherinas 7D fueron consideradas como out-group para cada uno de los arboles de EC,
debido a que algunos autores proponen que ellos tienen un ancestro comun a todas las cadherinas
C-1, pero que han divergido de ellos adquiriendo dos ECs extra después de eventos de duplicacion,
tornandose un grupo separado (Jung et al., 2004). DSG1 no fue incluida en el analisis de EC, debido
a que posee una repeticion EC5 mucho mas corta y diferente de otros miembros C-1; aunque fue
incluida para la construccion del arbol basado en CD. Los alineamientos multiples formateados en
PHYLIP fueron testeados con ProTest (Abascal et al., 2005), obteniéndose como modelos de evolucién
mas adecuados los LG+I+G para EC y JTT+G para todos los CDs. Estos modelos fueron utilizados
para inferir los arboles por el método de Maximum Likelihood con el software PhyML3.0 (Guindon and
Gascuel, 2003) y validacién estadistica de los arboles basados en EC por 500 réplicas de bootstrap
no-paramétrico, mientras que 1.000 réplicas para los arboles basados en CD, debido al numero de
moléculas evaluadas. En ambos casos, se seleccioné el método BioNJ para calcular el inicio del arbol
optimizado, seleccionando 20 categorias gamma.

El arbol filogenético basado en EC muestra una gran divergencia que organiza a las moléculas en
tres grupos principales: cadherinas tipo Il; cadherinas tipo |, desmocolinas, desmogleinas y CDH13;
y CDH16 y CDH17. (Figura 16). Las proteinas putativas no caracterizadas se agruparon como se
esperaba, confirmando su ortologia con las secuencias bien identificadas (Figuras 16 & 17).
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FIGURE 16. Arbol sin raiz de la familia de cadherinas C-1. Las ramas fueron coloreadas de acuerdo al patrén de
agrupamiento.

Gracias al analisis del dominio extracelular completo de los miembros de la familia C-1, encontramos
un resultado interesante, que CDH13 que ha sido clasificada como un grupo solitario (Hulpiau and van
Roy, 2009) perteneceria a la familia de cadherinas tipo |, compartiendo un ancestro comin con CDH2
y CDH4. Debido a que el dominio EC-1 difiere del de otros miembros de cadherinas C-1, el analisis
basado en ese unico ectodominio la ubicé como un grupo aislado. Nuestro analisis evidencia que en
contraste a EC1, el resto de sus ectominios (EC2-EC5) son mas similares a las cadherinas tipo I. En
apoyo de esta hipétesis se ha encontrado que mientras CDH13 carece del residuo Trp2 y se cree
que dimeriza a través de una interface de dimero-X; se sabe que CDH1 también puede formar estos
dimeros, cuando la interface de intercambio de cadenas esta alterada de alguna manera (Nagar et al.,
1996). Esta evidencia sugiere que CDH13 se separé de CDH2 y CDH4, perdiendo su CD y cambiando
aminoacidos involucrados en el intercambio de cadenas.Ademas, el arbol filogenético claramente
muestra ECs mucho mas conservados entre cadherinas tipo Il que entre otros miembros de C-1 (Figura
16, ver longitud de las ramas).
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FiIGURA 17: Arbol circular con raiz, basado en la secuencia EC, de los miembros de cadherinas de la familia
C-1. Sobre las ramas se han consignados los valores de bootstraps. Los asteriscos (') muestran las proteinas
putativas. Las lineas punteadas sefialan la filogenia de cadherina E.

Si bien DSG1 fue excluida en el analisis de EC, el analisis de su CD muestra que tiene un ancestro
comun con DSG4 (Figuras 17 & 18c), confirmando los resultados de otras investigaciones (Hulpiau and
Van Roy, 2009).

Aun cuando muchas columnas de datos tuvieron que ser removidas de los alineamientos, dejando
solo los sitios homélogos, cada arbol de CD demuestra —a través de sus cortas distancias— que los
CDs estan mas conservados en cada grupo de ortélogos que los ECs (Figuras 17 & 18).

Si bien se observan muchas politomias no resueltas en los arboles, los patrones de agrupamiento
general estan conservados entre los arboles EC y CDs.

Analizando particularmente el curso evolutivo de cadherina E en los vertebrados en los modelos
propuestos basados en EC y en CD, se sugiere una evolucion separada de los dominios EC y CD.
En forma coincidente, ambos arboles (Figuras 17 y 18a) muestran una aparicién de esta molécula en
Danio rerio, una modificacion posterior en anfibios, aves y mamiferos. En estos grupos de especies es
en donde se evidencia la mayor divergencia, puesto que si analizamos el dominio adhesivo tenemos
a los mamiferos por un lado y a las aves y anfibios por otro, mientras que si analizamos el dominio
citoplasmatico regulador de la adhesion, aves y mamiferos se agrupan juntos y anfibios por otro lado.

Al evaluar filogenéticamente, por el fragmento aislado a partir de Rhinella arenarum se evidencia
que la secuencia aislada de esta especie comparte un ancestro comun con los anuros X. laevis y X.
tropicalis (Figura 19).
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FIGURA 18: Arboles circulares con raiz, basados en las secuencias CD de cadherinas tipo I (a), tipo Il (b) DSC (c)
y DSG (d), de los miembros de cadherinas de la familia C-1. Sobre las ramas se han consignados los valores de
bootstraps.

| Rhinellaarenarum

Xenopuslaevis
|— Xenopustropicalis

— Gallusgallus
—1 Daniorerio
—:Musmusculus
Rattusnorvegicus
Homosapiens
Bostaurus

FIGURA 19: Cladograma, representando las relaciones filogenéticas de la secuencia de cadherina E aislada de R.
arenarum con el resto de las especies estudiadas. Obtenido con ClustalW2, empleando el método de Neighbour-
joining.

Universidad Nacional de Entre Rios | ISSN 2250-4559 | Eva Perdn 24; 3260 FIB Concepcién del Uruguay, Entre Rios, Argentina | (142-172) | 162



GALETTO, D. et al.. | Estudio de lainfluencia de las hormonas tiroideas...

B-catenina

El analisis de las B-catenina de ratén y humana evidencia que la proteina 3-catenina esta altamente
conservada. Posee una regiéon N-terminal de aproximadamente 130 aa, una region central de 550 aa,
la cual contiene 12 repeticiones de 42 aa cada una, conocidas como repeticiones armadillo (arm) y una
region C-terminal de 100 aa (Huber et al., 1997; Xing et al., 2007).

Cuando se analiza la secuencia de nucleétidos de 539 bp aislada de Rhinella arenarum se identifica
un marco de lectura abierto (open reading frame, ORF) y se predijo una secuencia de 177 aa (Figura
20). La comparacion de esta secuencia de aa deducida bioinformaticamente, con las secuencias
polipeptidicas completas de las bases de datos por BLASTp, muestra una identidad del 97% con
B-catenina de Xenopus laevis (Figura 21).

El fragmento de 177 aminoécidos (aa) de B-catenina de Rhinella arenarum abarca del residuo 9 al
185, exhibe 170 aa idénticos, 4 cambios conservativos (Glu-53—Asp, Glu-77—Asp, Tyr-86—Phe y
Ala-116—Ser) y uno no-conservativo (Ser-73—Pro) con algunas de las secuencias de las especies
estudiadas (Figura 21). El analisis en la Base de Datos del InterPro revela que este fragmento tiene
rasgos caracteristicos de una -catenina. Entre ellos, posee un dominio armadillo-/ike con una repeticiéon
armadillo y se agrupa dentro de la familia de proteinas (3-catenina (Figura 22).
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9-ELD MAMEPDI*QAVSHWQQQSYL‘ATTTAPSLSC‘SNPDEEDVDTSQVLYEWEQGFSQPF TQDQVADlDGdEhM
Tyr 142 ARM Repeats
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FIGURA 20. Secuencia de 177 aminoacidos deducida a partir del fragmento de ADNc 289-825de Rhinella arenarum.
A) Resultados de Cromas Pro software, mostrando los posibles marcos de lectura abiertos. B) Esquema que
representa la estructura de una molécula de B-catenina tipica de vertebrados, mostrando la porcion N-terminal de
aproximadamente 130 aminoacidos (rojo), una region central de 550 aminoacidos con 12 repeticiones armadillo
(arm) de 42 aminoéacidos cada una (verde) y una regién C-terminal de 100 aminoacidos (azul). Note, que la region
amplificada corresponde a la secuencia de aminoacidos deducida a partir del fragmento de ADNc de 539 pb de
B-catenina de Rhinella arenarum —desde el aminoacido 9 al 185— y que coincide con la porcién N-terminal y la
primera repeticion arm. Los sitios de union de efectores conocido han sido coloreados: ubiquitinacién/acetilacion
Lys-19 y Lys-49; Phe86, probable sitio de interaccion de cadherina E; Tyr-142 esencial para la interaccion con
a-catenina y para la estabilizacién del complejo B-catenina—a-catenina.
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En conclusioén, esta secuencia (desde el aa 9 al 185) incluye casi completamente la regiéon N-terminal
y la primera arm de B-catenina. Ambas regiones son cruciales para mediar interacciones proteina-
proteina, e incluyen el sitio de union a a-catenina, el residuo Tyr-142 muy conservado, los sitios Lys-19
y Lys-49 de ubiquitinacién/acetilaciéon y un motivo consenso para la fosforilacién de la glicogeno sintasa
kinasa 3 (GSK3p). Por lo tanto, esta es una regién que capacita a B-catenina para funcionar como una
proteina de andamiaje de interacciones multiproteicas (Aberle et al, 1994; Hulsken et al., 1994; Pai et
al., 1996; Fukata et al, 1999; Huber et al., 2001).
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FIGURE 21. (a) Aliniamiento de la scuencia aislada de R. arenarun con la de 3-catenina de X. laevis, con BLASTp.
(b) Alineamiento multiple entre la secuencia de B-catenina de Rhinella arenarum con la de otros vertebrados.
Cambios de aminoacidos conservativos y no-conservativos se sefialan con fleches negras y roja, respectivamente.
Con cajas resaltadas en color se muestran los motivos consenso de glicogeno sintasa 38 (GSK3p, azul), de unién
a [lllcatenina (rosado) y la primera repeticién armadillo (verde), de ubiquitinacién/acetilacion Lys-19 y Lys-49
(magenta), sitio probable Phe86 de interaccion con cadherina E, Tyr-142 para interaccion con a-catenina y para la
estabilizacién del complejo B-catenin—a-catenina (lila).
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FIGURE 22. Dominios funcionales de la secuencia de aminoacidos deducida de 177 aa a partir del ADNc de
B-catenina de Rhinella arenarum. A) Resultados del andlisis con la base de datos InterPro, mostrando razgos
caracteristicos de -catenina. B) Detalle del hit Prosite, mostrando analogia con las repeticiones armadillo.

En la secuencia comprendida entre la regidon N-terminal y la primera repeticién armadillo —aa 118 a
146- esta el sitio de unidn a a-catenina (Aberle et al. 1994; 1996), la cual exhibe el 100% de conserva-
cion entre diferentes especies (Figura 21). Esta secuencia contiene al residuo Tyr-142, esencial para la
interacciéon con a-catenina (Aberle et al. 1996, Piedra et al., 2003) y para la estabilizacion del complejo
-catenina—a-catenina. Este residuo puede ser fosforilado y romper asi la formacion de este complejo,
a través de las kinasas de tirosina Fer o Fyn (Pokuta et al., 2000; Piedra et al., 2003). Adicionalmente,
aqui estan los sitios altamente conservados para la regulacion de la ruta de sefalizacion Wnt que lleva
a la degradacién de B-catenina por la via ubiquitina—proteosoma. Estos son los sitios de ubiquitinacién/
acetilacion Lys-19 y Lys-49 y un motivo consenso de fosforilacion de GSK3p (Figura 20) (Aberle et al.,
1997; Wolf et al., 2002; Winer et al., 2006, Ge et al., 2009). Ademas del residuo Tyr-142, la region N—
terminal de B-catenina de vertebrados posee otro residuo tirosina, Tyr-86, la cual cambia de manera
conservativa a Phe en Rhinella arenarum. Los estudios de Roura y colaboradores (1999), empleando
mutantes de Tyr-86—Phe demostraron la modulacién de la union de -catenina a cadherin E in vitro,
por fosforilacion de tirosina. Estos autores detectaron que aunque Tyr-86 es un mejor substrato para
pp60c-src, este cambio resulta irrelevante para la interaccion con cadherina E, ya que los mutantes de
B-catenina Tyr-86—Phe se asocian a cadherina E con constantes de afinidad y asociacién similares a
los wild-type. Sin embargo, el rol de la fosforilacion de esta tirosina no esta clara, mientras que algunos
estudios sugieren que su fosforilacion en las proximidades del sitio de unién a a-catenina disminuiria su
union (Hu et al., 2001), otros estudios realizados in vitro no pudieron demostrarlo (Piedra et al., 2003).
Por otra parte, mientras que los cambios detectados en los residuos Glu-53—Asp y Glu-77—Asp po-
drian no afectar la funcién de B-catenina debido a sus propiedades similares, los cambios como Ser-
73—Pro deberian investigarse.

Adicionalmente, se analiz6 el fragmento deducido de 165 aminoacidos de GAPdH de Rhinella are-
narum y se realizé un alineamiento local con la base de datos Ref Seq, evidenciandose una identidad
del 98% con la GAPdH de Homo sapiens (Figura 23).
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=Contigd (500pb)

MNMNNGGTCATCCATGACAACTTTGGTATCGTGGAAGGACTCATGACCACAGTCCATGCCATCAC
TGCCACSCAGAAGACTGTGGATGGCCCCTCCGGGAAACTGTGGCGTGATGGCCGCGGGGCTC
TCCAGAACATCATCCCTGCCTCTACTGGCGCTGCCAAGGCTGTGGGCAAGGTCATCCCTGAGC
TGAACGGGAAGCTCACTGGCATGGLCTTCCGTGTCCCCACTGCCAACGTGTCAGTGGTGGAC
CTGACCTGCCGTCTAGAAAAACCTGCCAAATATGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAGCAGGCGT
CGGAGGGCCCCCTCAAGGGCATCCTGGGCTACACTGAGCACCAGGTGGTCTCCTCTGACTTC
AACAGCGACACCCACTCCTCCACCTTTGACGCTGGGGCTGGCATTGCCCTCAACGACCACTTT
GTCAAGCTCATTTCCTGGTATGACAACGAATTTGGC TACAGCAACAGGGTGGTGMNNN

165 AA
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FIGURA 23. En la imagen superior, secuencia de nucleétidos obtenido por secuenciacion del fragmento amplificado
por PCR de GAPdH de R. arenarum (primers empleados en rosa). En la imagen inferior, secuencia traducida
con Chromas Pro1.41 de 165 aminoacidos. Anélisis de identidad de la secuencia traducida a partir del fragmento
amplificado de la GAPdH de R. arenarum con la base de datos del Ref Seq, evidenciandose una identidad del 98%
con la GAPdH de Homo sapiens.

Anadlisis de la expresion de cadherina E y B-catenina durante el desarrollo metamorfico del tracto
digestivo de Rhinella arenarum

Si bien en el presente trabajo se detecté el ARNm de cadherina E en estbmagos de animales adultos,
por western blotting cadherina E fue detectada en el estadio 33 de R. arenarum (Figuras 9 & 24), por
lo que seran necesarios futuros ajustes técnicos tendientes a aumentar la sensibilidad de la deteccién
durante el desarrollo de esta especie.

A nivel proteico, la inmunodeteccion simultanea de cadherina E con otras proteinas muestran la
necesidad de analizar la presencia de otras isoformas de cadherina E. Por ello, para avanzar en este
analisis, se realiz6 un alineamiento local (BLASTp) de la secuencia de aminoacidos reconocida por el
Ac monoclonal empleado (735-883aa) con la base de datos de RefSeq de Xenopus laevis (Figura 25).
Los resultados sugieren la posibilidad de estar inmunodetectando otras cadherinas.
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FIGURA 24. Expresion de cadherina E en R. arenarum, analizada por western blotting. Obsérvese la débil banda
de 120 kDa detectada en el estadio 33. Inmunodeteccion con anti-cadherina E monoclonal (clon 36, Transduction
Laboratories) y VectaStain Elite-DAB (Vector Inc.)
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FIGURA 25. Alineamiento local con BLASTp de la secuencia de aminoacidos reconocida por el Ac monoclonal
empleado (735-883aa) con la base de datos de RefSeq de Xenopus laevis.

El analisis de la expresion de los ARNm de B-catenina por gRT-PCR confirma el incremento de
expresion de sus proteinas desde el estadio 26 hacia el 46 durante el desarrollo metamorfico del tracto
digestivo de Rhinella arenarum, obtenido por estudio de IHQ cuantitativa (Figuras 6 & 26a). En contraste,
una débil senal de 92 kDa a nivel cardiaco fue detectada por western blotting, sugiriendo problemas
de sensibilidad.Es interesante resaltar que el patrén de inmunolocalizacion se establecié empleando
un anticuerpo policlonal de conejo, cuyo inmundgeno fue la regidon N-terminal correspondiente a los
residuos 6-138 de B-catenina de Xenopus laevis (cortesia de Dr. Pierre McCrea, MD Anderson Cancer
Center, University of Texas), demostrando adicionalmente el alto grado de conservacion en la secuencia
de B-catenina entre vertebrados.
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FIGURE 26. (a) Expresion de ARNm de B-catenina durante el desarrollo del tracto digestivo de Rhinella
arenarun. Se verifica un importante incremento desde el estadio 26 al 30. Gel de agarosa al 1,5%
tefiido con bromuro de etidio. Patrén de PM de 50 pb (Fermentas). (b) Expresion de -catenina en R.
arenarum, analizada por western blotting. Obsérvese la banda de 92 kDa detectada a nivel del corazén
adulto. Inmunodeteccioén con anti--catenina policlonal (cortesia del Dr. Pierre McCrea, MD Anderson
Cancer Center, University of Texas) y VectaStain Elite-DAB (Vector Inc.)

Al igual que para cadherina E, ademas de inmunodetectar 3-catenina, con el Ac de McCrea también
se inmunodetectaron otras proteinas en los extractos, con pesos moleculares por debajo de 92 kDa.
Por ello, sera necesario investigar a futuro la presencia de otras isoformas. Para avanzar en este
analisis, se realizd un alineamiento local (BLASTp) de la secuencia de aminoacidos reconocida por el
Ac policlonal empleado (6-138aa) con la base de datos de RefSeq de Xenopus laevis (Figura 25).
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FIGURA 25. Alineamiento local con BLASTp de la secuencia de aminodcidos reconocida por el Ac policlonal
empleado (6-138aa) con la base de datos de RefSeq de Xenopus laevis.

Los resultados sugieren que el Ac empleado, puede estar reconociendo adicionalmente, plakoglobina

de R. arenarum a 83 kDa, mientras que la proteina detectada a 70 kDa podria ser una isoforma de
B-catenina 6 de plakoglobina.
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Los trabajos futuros que daran continuidad al presente proyecto estaran encaminados a complementar
los hallazgos obtenidos y completar el aislamiento y caracterizacion de las secuencias completas de los
ADNc de R. arenarum. También se intentara aumentar la sensibilidad de nuestras técnicas y establecer
la ruta del control del sistema cadherina E-cateninas por la actividad de las hormonas tiroideas.
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