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1.5 RESUMEN

Los organismos eucariontes han seleccionado mecanismos para mantener la
homeostasis de O, con el fin de aumentar su absorcion y distribucion. El gen maestro
que regula la respuesta a cambios en la ten;ién de oxigeno es el factor inducible por
hipoxia (hypoxia-inducible factor, HIF). HIF pertencce a la familia de factores de
transcripeion bHLH-PAS formando un dfmero activo o/B. En condiciones de normoxia,
la sub-unidad o de HIF es degradada constitutivamente, mientras que, ia falta de O, la
estabiliza, dimerizando con la subunidad { en el niicleo y activando genes especificos.
Uno de los miembros de esta familia de factores de transcripeion es kif-2¢, cuyo patron
de expresion, de acuerdo a las evidencias existentes, se focaliza en tejidos endoteliales,
tanto en humano como en ratén. Por ofra parte, a partir de estudios en ratones que no
expresan Aif-2a (ratones KO) se deduce que este gen podria participar en alglin proceso
importante durante el desarrollo.

En esta Tesis se ha clonado el cDNA de Aif-2a de pez cebra, que codifica una
proteina de 832 aminodcidos y que presenta conservacion de los dominios caracteristicos
de las proteinas HIF, en comparacién con proteinas ortologas. Usando la técnica de RT-
PCR se encontrd que este gen se expresa en todos los estadios del desarrollo. El patron
de expresion de hif-2a, determinado por hibridacion in sifu en embrién completo de pez
cebra, mostré expresion en diferentes regionés del embrion, principalmente en la region
de la cabeza, vasos sanguineos longitudinales (aorta dorsal y vena posterior caudal) y

transversales (vasos intersegmentales). Experimentos de falta de funcién utilizando

microinyeccion de un morpholino antisentido (MOhif-2¢)) en embriones transgénicos




-

tg(ﬂi:egﬁl), que expresan la proteina fluorescente verde en el sistema vascular,
mostraron que la falta de funcién de hif-2a afecta la formacién de vasos sanguineos,
observandose ausencia de vasos. Asimismo, se encontraron defectos en la formacién de
la cola en los embriones knockdown para hif-2c. Al estudiar la expresion de genes
marcadores de vasos sanguineos (f1k!, flt4 y vegf), se observd que la falta de funcién de
hif-2a. altera la expresion de todos los marcadores analizados, sugiriendo que hif-2a
podria participar en el desarrollo de los vasos sanguineos en el embrion. Estos resultados
indican que hif-20. participaria en el desarrollo de los vasos sanguineos del pez cebra, no

obstante, se necesitan mas estudios para dilucidar su funcién especifica.

xi




1.6 ABSTRACT

Eukaryotic organisms have selected homeostatic mechanism to enhance the
absorption and distribution of O,. The master gene that regulates the response to a low
oxygen concentration is the kypoxia-inducible factor (HIF). HIF is a transcription factor
that belongs to bHLH-PAS family and forms a o/p active heterodimer. In normoxia, the
a subunit of HIF is degraded constitutively, but under hypoxia it dimerizes in the
nucleus activating specific genes. One of the members of this transcription factors
family is hif-2c, that is expressed in endothelial tissue, in human and mouse. In addition,
studies in kmockout mice hif-20", suggests that hif-2c. could participate through the
embryonic development.

In this Thesis, we cloned the ¢cDNA of hif-2¢ from zebrafish embryos. This gene
codifies a deduced protein of 832 aminoacids that shows conservation of the
characteristic domains of HIF, compared with orthologues proteins. Studies from RT-
PCR show that the mRNA of hif-2e is present at all development stages analyzed. The
hif-2a expression pattern during developmental stages of zebrafish was performed by in
situ hybridization and showed expression in different regions in the embryo, especially
in head, longitudinal vessels (dorsal aorta and posterior caudal vein) and transversal
vessels (intersegmental vessels). Knockdown experiments with specific Aif-2a
morpholino (MO#if-2¢) show that the loss of function of this factor affects the
development of the vascular system. We observed absence of intersegmental vessels in

microinjected transgenic embryos tg(fli-egf’ %y, that express green fluorescent protein

(GFP) in the vascular system. We also found defects in the tail formation. The




expression pattern of the vascular system markers fIkl, flt4 and vegf was also altered,
suggesting that Aif-2a could participate in the vascular system development. These
results suggest that the transcription factor Aif-2a could participate in the development

of the vascular system in zebrafish embryos, however, we need more experiments for

elucidate its specific function.




2.1 INTRODUCCION

En su ambiente natural los organismos se encuentran sometidos a distintas
condiciones de oxigeno, tanto durante el proceso de desarrollo como en la vida adulta; la
disminucién en la concentracién de oxigeno se conoce como hipoxia y es una condicién
que puede ocurrir en el organismo completo o en algun tejido especifico. Asi, los
organismos vivos tienen la capacidad de responder a diferentes condiciones de oxigeno,
adaptindose a estos nuevos ambientes, adaptaciones que se llevan a cabo gatillando una
respuesta a hipoxia y que se manifiesta en la expresién de los genes encargados de
sobrellevar esta condicidn. El cambio en la expresion génica se traduce en la adaptacion
del organismo a nivel celular, estableciendo los mecanismos necesarios para la
generacion de energia en condiciones desfavorables. En el tiltimo tiempo ha existido un
gran interés en estudiar los mecanismos que sobrellevan la respuesta a hipoxia, dado
que, este proceso aparece necesario en la evolucion de patologias como cancer y
enfermedades cardiovasculares (Semenza, 2003).

La respuesta a hipoxia ha sido bien descrita en diferentes organismos, en especial
en el pez cebra donde mediante estudios en microarray se ha logrado describir qué genes
estan implicados en esta respuesta (Ton y cols., 2003). Los genes que aumentan su
expresion corresponden a genes relacionados con glicélisis y con procesos de
optimizacion de energia y transporte de oxige.no, mientras que los genes que disminuyen
su expresion forman parte del grupo de genes relacionados con el ciclo de Krebs, y de la

maquinaria metabélica encargada de sintetizar macromoléculas, es decir, la respuesta a

hipoxia sigue un patrén de ahorro de energia confiriendo el grado de adaptacién al

organismo necesario para su supervivencia.




El factor encargado de iniciar y regular la respuesta a hipoxia y que actiia como
“switch” metabolico es el factor de transcripcion llamado factor inducible por hipoxia
(HIF, hypoxia-induced factor), un heterodimero que consta de dos subunidades: o y £
(Wang vy Semenza, 1995), donde la estabilidad de la subunidad o es regulada por la
concentracién de oxigeno, mientras que la subunidad P es expresada constitutivamente.
Estas subunidades dimerizan en el niicleo para ejercer su actividad transactivadora
(Chilov y cols., 1999).

HIF pertenece a la familia de factores de transcripcion bHLH-PAS (bHLH por
basic helix-loop-helix y PAS por Per/ARNT/Sim), un grupo de factores de transcripcion
relevantes en procesos fisiologicos y en el desarrollo embrionario (Gu y cols., 2000;
Kewley y cols., 2004). Estructuralmente se caracterizan por tener un dominio basico de
unién a DNA de tipo helix-loop-helix y presentar un dominio de dimerizacion, siendo su
forma funcional un heterodimero. Los sitios de unién al DNA reconocidos por ¢l factor
de transcripcién se denominan HRE (hypoxia responsive element) y se ubican en la
regién promotora de los genes que van a ser r‘egulados por HIF (Semenza y cols., 1996).
La secuencia nucleotidica de estos elementos de respuesta es 5’-RCGTG-3’, donde R
puede ser adenina o guanina.

Actualmente se han descrito 3 proteinas HIFa: HIF-1, HIF-2 y HIF-3, siendo
HIF-1c la primera en caracterizarse; de ésta se han descrito 5 isoformas presentes en
humano (Gothie y cols., 2000; Lee y cols., 2004), algunas de ellas se han descrito sin

actividad transcripcional. De HIF-2a, también conocida como EPAS], HLF, HRF y

MOP?2 solo se ha descrito una isoforma (Tian y cols., 1997; Ema y cols., 1997; Flamme




y cols., 1997; Hogenesh y cols., 1997). Finalmente para HIF-3o. se han descrito 6
isoformas en humanos, incluyendo un dominante negativo (Makino y cols., 2002).
Actualmente no existe mucha informacién de cémo actiian estas proteinas, solo
se sabe que la expresion del mRNA de HIF-30. aumenta significativamente en hipoxia, a
diferencia de los mRNAs de HIF-la y de HIF-2a, cuya expresion no varia
significativamente cuando se someten ratas a hipoxia por tiempos cortos (Heidbreder y
cols., 2003). Adicionalmente, se ha descrito que HIF-2a presenta regulacién por
hidroxilacién al igual que HIF-lo. y que ambas proteinas presentarfan diferentes
mecanismos de regulacién post-transcripcional bajo condiciones de hipoxia,
planteandose que HIF-2a seria el responsable de mantener la respuesta a hipoxia en el
tiempo, en cambio que HIF-1a serfa el encargado de iniciar esta respuesta adaptativa
(Uchida y cols., 2004). Se sabe también que HIF-la es activador transcripcional de
muchos genes, incluso se ha descrito que el 1-2% de los genes humanos son blancos de
HIF-]1 (Mazure y cols., 2004), concitando mas interés aquellos relacionados con
procesos como cancer y angiogénesis. Existe evidencia de que el gen VEGF (vascular
endothelial growth factor) es inducido en condicién de hipoxia por accién de HIF-1 o
por HIF-2, lo que se explica por la importancia que tiene la angiogénesis en la
distribucién del oxigeno en los organismos, especialmente en condiciones hipdxicas.
Ademsds, en algunos tumores, las protefnasi HIF-la. y HIF-20. se encuentran sobre-
expresadas (Kress y cols., 1998), lo que es consecuente con el papel critico que

representa la distribucion de oxigeno en el desarrollo tumoral.




Se ha descrito que HIF-2a se expresa en muchos tejidos en humanos y se ha
reportado tanto aumento como disminucién de su expresién en cultivos celulares
derivados de tumores (Tian y cols., 1997; Ema y cols., 1997; Flamme y cols., 1997;
Hogenesh y cols., 1997; Talks y cols., 2000; Wiesener y cols., 2003). Estudios en
desarrollo de ratas han mostrado que la expresiéon de HIF-2a se restringe a las células
endoteliales en embriones de estadio E11 y E13 (Tian y cols., 1997).

La proteina HIF-2a también presenta los dominos descritos para su homologo
HIF-1c: dos dominios PAS, un dominio de unién a DNA bHLH, un dominio inhibitorio
llamado ODDD (en el que se encuentran dos residuos de Prolina que son hidroxilados y
un residuo de Lisina que es acetilado, en presencia de oxfgeno) y dos dominios
transactivadores TAD-N y TAD-C (Pugh vy cols., 1997), en este tltimo un residuo de
Asparragina es susceptible a ser hidroxilado para inhibir la accién transactivadora en
presencia de oxigeno (Lando y cols., 2002).

Los principales factores que participan en la regulacion de la actividad de HIF
por oxigeno son las enzimas prolil-hidroxilasas (PHD), que hidroxilan los dos residuos
Prolina del dominio ODDD (Masson y cols., 2001). Estas enzimas son dioxigenasas, es
decir, unen oxigeno molecular, que en presencia de hierro (Fe¢*?) entrega un oxigeno al
residuo prolil y otro a una molécula de 2-oxoglutarato para producir succinato
(Semenza, 2004). La hidroxilacién de estos residuos favorece la unién de la proteina de
Von Hippel-Lindau (pVHL), que es parte del complejo E3 ubiquitin ligasa, que lleva a

la proteina HIF a degradacion proteosémica (Huang y cols, 1998, Ohh y cols, 2000). La

acetilacion de un residuo de lisina en el dominio ODDD por parte de ARD1 (V-




Acetyltransferase) favorece la unién a pVHL (Jeong y cols, 2002). En condicion de
hipoxia, las enzimas que participan en la degradacion de HIF unen menor cantidad de
oxigeno molecular, por lo tanto la estabilizacién de HIF es mayor, aumentando asi su
concentracion intracelular (Semenza y col 2004). Esta via de estabilizacién por la baja
concentracién de oxigeno es conocida actualmente como via candnica (Gustafsson y
cols., 2006). Ademés de la via candnica, se ha descrito una segunda via de estabilizaciéon
independiente de hipoxia y se establece en condiciones de normoxia, generdndose una
competencia entre los factores que favorecen la degradacién de esta proteina, con otros
que favorecen su estabilizacion. En esta via no-hipéxica participan factores tales como
factores de crecimiento, citoquinas y hormonas vasculares (Richard y cols., 2000,
Poyssegur v cols., 2006). Estas evidencias dan cuenta que bastaria un aumento en el
nivel de traduccién de HIF para que el balan;:e degradacion/estabilizacién sea favorable
hacia la estabilizacién de la subunidad y la actividad del factor de transcripcion. El
mecanismo propuesto para la activacion de HIF de manera no-hipoxica incluye la via
IP3K y MAPK, la primera estabilizaria la unién del mRNA de HIF con el ribosema, por
medio de efectores tales como mTOR y la segunda por medio de fosforilaciones que
estabilizan alguno de estos efectores (Fukuda y cols., 2002). La actividad transcripcional
de HIF-1a y de HIF-2a también es regulada por el dominio TAD-C que en condiciones
de hipoxia une al coactivador CBP/p300, en cambio en condiciones de normoxia el
residuo Asparragina 851 de HIF-2o es hidroxilado por la enzima dioxigenasa FIH-1

(factor inhibiting HIF-1). Esta hidroxilacién impide que el coactivador CBP/p300 se una

al dominio TAD-C (Lando y cols., 2002). También se ha descrito que HIF-la es




fosforilado en condiciones de normoxia por MAPK, aumentando su actividad
transcripcional y ademads, por esta misma via, el coactivador CBP/p300 también es
fosforilado, traduciéndose en un aumento significativo de la actividad transcripcional de
HIF en presencia de oxigeno. Por otra parte se sabe que la actividad transcripcional de
HIF-20. se ve aumentada por la union de la protefna REF-1 (una proteina con
propiedades reductoras), que no tiene el mismo efecto sobre HIF-1a, afectando de forma
diferencial la union de estas proteinas al DNA (Lando y cols., 2000).

Hasta ahora se ha enunciado que las proteinas HIT son las encargadas de regular
la respuesta a hipoxia, describiéndose su mecanismo de regulacion en base a la presencia
o ausencia de oxigeno, pero ademds se ha mostrado una via de estabilizacién de HIF en
presencia de oxigeno. Esta ultima vision muestra dos posibilidades de funcién, una
fupcién adaptativa de respuesta al estrés por hipoxia y otra funcién diferente en
presencia de oxigeno, vislumbrando una funcién mas general de HIF en condiciones
normales de oxigeno. Uno de estos procesos donde se ha descrito la participacion de
estos factores de transcripcién es el desarrollo embrionario. Estudios en ratones
knockout (K.0.), han mostrado el rol critico de las proteinas HIF durante el desarrollo,
enconirandose fallas tanto en el desarrollo del sistema nervioso, como del
cardiovascular, observandose en la mayoria de los casos letalidad. Se han descrito cuatro
K_.0. independientes para HIF-2a en donde se ha eliminado el ex6n 2, que codifica para
el dominio de unién a DNA, encontrandose fenotipos letales en tres de ellos (Tian y

cols., 1998; Peng y cols., 2000; Compernolle y cols., 2002; Scortegagna y cols.,

2003a/b). El analisis de estos K.O. muestra fenotipos diferente para cada uno de ellos,




encontrandose fallas en el sistema respiratorio e inmadurez de los pulmones, debido a
problemas en la produccién de surfactante y por tanto se observo colapso alveolar
(Compemolle y cols., 2002). También se han descrito deficiencias en la vascularizacion
y remodelamiento de los vasos sanguineos, observandose letalidad debido a hemorragias
en estadios E8-E10 (Peng v cols., 2000). Asi mismo se han descrito, en ratones hif-2",
fallas en el desarrollo cardiaco y una alteracién en la homeostasis de catecolaminas
(Tian y cols., 1998). Finalmente, Scortegagna y colaboradores (2003a y b), muestran un
fenotipo no letal con multiples anormalidades metabdlicas, tales como hipoglicemia,
acidosis lactica, desregulacién de la oxidacién de acidos grasos y del ciclo de Krebs,
diferentes defectos en oérganos como retina (retinopatia), problemas hepaticos
(esteatosis), hipertrofia cardiaca y anormalidades en mitocondrias. Ademds, se han
descrito deficiencias en la homeostasis de especies reactivas del oxigeno (ROS) y se
muestra que HIF-2¢. es necesario para la normal hematopoyesis en rata (Scortegagna y
cols., 2003ay b).

Algunas de estas evidencias sugieren que para algunos procesos donde
inicialmente se describié la participacién solo de HIF-1a, estarfa participando también
HIF-2¢, siendo un ejemplo de esta situacién el desarrollo del sistema vascular por
induccién de VEGE. Se sabe que el promotor de VEGF tiene sitios HRE y se ha
demostrado que es inducible por HIF-1a por medio de estudios de EMSA (Forsythe y
cols., 1996), no obstante, también se ha mostrado que tanto HIF-la como HIF-2a

pueden unirse a sitios HRE, por tanto es posible que en la induccién de VEGF participe

HIF-2ca (Ema y col, 1997). Cabe destacar que la formacién de surfactantc en los




alvéolos pulmonares, es un proceso mediado‘ por VEGF, siendo afectado en uno de los
fenotipos descritos en ratones K.O. (Compernolle y cols., 2002). Otra evidencia que
relaciona hipoxia con el desarrollo embrionario es el efecto de la disminucion de
oxigeno en el retraso del desarrollo, siendo objeto de estudio la via IGF (insulin-like
growth factor) relacionada con el crecimiento fetal. En estudios realizados en el pez
cebra se observa un retardo en el desarrollo influenciado por hipoxia, en donde aumenta
la expresion de IGFBP-1 (IGF binding protein-1), cuya funcién es secuestrar IGF
inhibiendo su via de sefializacién (Kajimura y cols., 2005). Adicionalmente, en un
estudio reciente, se encontrd que la expresion de IGFBP-1 podria estar siendo modulada
por HIF, dada la presencia de sitios HRE en su promotor (Kajimura y cols., 2006).

Debido a que HIF-2a. se expresa en tejidos endoteliales, es posible que sea
necesario para la expresién de VEGF, factor primordial en el desarrollo de los vasos
sanguineos, u otros factores que participen en el desarrollo de vasos sanguineos, pero
actualmente no hay estudios que lo indiquen. Uno de los fenotipos descritos en ratones
K.O. son defectos en vasos sanguineos (Peng y cols., 2000} lo que indicarfa que HIF-2a
podria participar en mecanismos tempranos o,tardios en el desarrollo de éstos.

A este respecto se han descrito dos mecanismos por los que se desarrollan los
vasos sanguineos: vasculogénesis y angiogénesis (Risau y cols., 1997); el primero forma
vasos sanguineos a partir de células embrionarias y el segundo los forma a partir de

vasos preexistentes. Estos procesos estdn regulados por VEGF, que posee receptores

caracterizados en pez cebra (Flkl y Fit4), por lo que dadas las evidencias anteriormente




descritas, HIF-2o podria participar en alguno de estos dos procesos formadores de vasos
sanguineos.

Finalmente, cabe destacar, que el modelo pez cebra ha sido ampliamente
utilizado para multiples estudios, en especigl en biologia del desarrollo debido a sus
ventajas; en primer lugar es un organismo con un ciclo de vida relativamente corto,
donde llega a su estado de madurez sexual a los 3 meses de vida, donde es posible
trabajar con tasas de aproximadamente 100 a 200 huevos por hembra, o que sin lugar a
dudas es ventajoso con respecto a otros modelos, como murinos. Los embriones de pez
cebra son fransparentes, esto permite estudiar directamente toda la morfologia de su
desarrollo hasta varios dias después de la fertilizacidn, siendo por esta razén buen
modelo para el estudio del sistema circulatorio. El desarrollo del sistema vascular en pez
cebra es de facil observacion a través de microscopia simple, debido a la transparencia
de sus embriones, ademds, debido a esta caracteristica se ha construido un atlas del
sistema vascular del pez cebra por medio de microangiografia (Isogai y cols., 2000). La
mayoria de los genes implicados en desarrollo de vasos sanguineos han sido clonados en
pez cebra, encontrdndose que su expresién coincide con los genes de otras especies,
como ratén y pollo. El modelo pez cebra ademas es ventajoso al analizar el fenotipo de
mutantes, debido a la gran rapidez con que se pueden rastrear €stos, siendo posible
comparar defectos en el sistema vascular con la condicion silvestre. Por otra parte, cl
estudio de mutantes se ha hecho mucho mas ficil en pez cebra, debido a la

secuenciacién completa de su genoma, ya que el rastreo genético es mas sencillo de

realizarse.



En esta Tesis se espera clonar hif-2a y caracterizar su expresion durante el
desarrollo del pez cebra y mediante estudios funcionales, determinar su participacion en

el desarrollo de los vasos sanguineos.
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Hipétesis

Con los antecedentes antes expuestos, nuestra hipotesis de trabajo es:
“hif-2c participa en el desarrollo de los vasos sanguineos en el pez cebra,

modulando la expresion de genes que participan en angiogénesis, como flkl y flt4”.

Objetivo general:
Estudiar la funcién de hif-2a sobre la formacion de vasos sanguineos durante el

desarrollo del pez cebra,

Objetivos especificos:

» Clonamiento de hif-2a de pez cebra y determinacion de su estructura genomica.

s Determinacion del patrén de expresion hif-2¢ durante el desarrollo de pez cebra
por RT-PCR e hibridacion in sifu en embrion completo.

e Estudiar la falta de funcion de hif-2a utilizando microinyeccion de
oligonucleotidos antisentido (morpholinos) y genes marcadores de vasos

sanguineos, tales como vegf; fIkl y flt4.
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2.2 MATERIALES Y METODOS
2.2.1 Material biologico.

En esta Tesis se trabajo con embriones y larvas de pez cebra (Danio rerio)
obtenidos por cruzas naturales de peces adultos. Se utilizaron lineas silvestres de pez
cebra (AB) v transgénica tg(flil egfp’ !y (Lawson y Weinstein 2002). Los peces fueron
mantenidos en un vivero con condiciones de temperatura controlada (28 °C) y con un
fotoperiodo de 14 horas luz y 10 horas de oscuridad. Los peces fueron mantenidos de
acuerdo a lo descrito por Westerfield (1995). Para realizar los cruzamientos, s¢ separan
los machos de las hembras sexualmente maduras el dia anterior y se juntan en la mafiana
del dia siguiente en cajas especiales para colectar los huevos. Los huevos obtenidos son
mantenidos en una estufa a 28 °C en placas lPetri con medio E3 (E3 1X: 5 mM NaCl,

0.17 mM KCL, 0.13 mM CaCl,, 0.33 mM MgS0Oq, 5-10% Azul de Metileno).

2.2.2 Clonamiento in silico de hif-2a

Por homologia de secuencias con otras especies se encontraron ESTs homélogos
a hif-2a de pez cebra, de los clones candidatos se seleccion6 uno de ellos que parecia
contener el cDNA completo de hif-2a de pez cebra (#BM860907), este clon se comprd
en una empresa del rubro (Open Biosystems, USA). Al secuenciar el clon, éste no
contenia la secuencia codificante completa. Para obtener la secuencia completa se utilizo
la secuencia nucleotidica del clon para alinearla con base de datos, GeneBank y usando

el programa BLAST (blastn, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) se encontraron dos

clones de interés Aif-2c;, uno de pez carpa (grass carp, numero de acceso al GeneBank:




AY577524) que contenia el mRNA completo de Aif-2a, que presentd una identidad
sobre el 80%. Usando esta tiltima secuencia, se encontrd un clon gendmico de pez cebra
que contenia el gen completo de hif-2a (niimero de acceso al Gene Bank; BX248102).
Se alinearon estas 3 secuencias y se logré completar el mRNA de Aif-2¢, utilizando el
programa MegAlign (DNASTAR Inc. 5.0, Zachar Danish Society) y el algoritmo

CLUSTAL W.

2.2.3 Extraccion de RNA total

Se extrajo RNA total a partir de larvas de pez cebra de 48 horas post-fertilizacién
(hpf), 200 ul de Trizol (Gibco BRL, UK) por cada 50 embriones. Se homogeneizaron
los embriones con 30 golpes y se mezcld en vortex por un minuto, posteriormente se
agregd una mezcla 1/5 del volumen de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se mezclo
nuevamente por vortex por 15 segundos. Posteriormente la mezcla se incubd a
temperatura ambiente por 5 minutos. A continuacion la mezcla se centrifugd por 15
minutos a 12.000g a temperatura ambiente y se transfirid la fase acuosa obtenida a un
tubo nuevo. Se agregaron 500 pl de isopropanol (Merck, Alemania) y se dejé incubando
por 10 minutos a temperatura ambiente. A continuacion se centrifugo a 14000g por 2
minutos a 4 °C. El pellet obtenido se lavé con 500 pl de etanol 70% y se centrifugd
nuevamente por 2 minutos a 14.000g a 4 °C. El pellet se sec6 a temperatura ambiente
por 15 minutos y se resuspendié en 50 ul de agua libre de nucleasas (Winkler Lida.,

Chile). Finalmente se determiné la razén de absorbancias 260/280 en un
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espectrofotémetro (UV-VIS TU1800, P-General, China) para determinar la cantidad y

pureza del RNA. La integridad del RNA se determiné en un gel de agarosa.

2.2.4 Sintesis de ¢cDNA y amplificacién de hif-2a

Para la preparacion de cDNA se agregaron a un tubo 2 pug de RNA total
purificado y se mezcld con 1 ul de partidores Oligo(dT);s (Fermentas, Canada) y se
complet6 con agua libre de nucleasas a volumen final de 12 pl. La mezcla se denaturd a
70 °C por 5 minutos y luego se puso el tubo en hielo rapidamente. Enseguida se
agregaron a la mezcla 4 pl de buffer de reaccién 5X, 1 ul de inhibidor de ribonucleasa
200/ul y 2 pl de 10 mM dNTPs mix (10 mM de dATP, dCTP, dTTP y dGTP). La
mezcla se incubd por 5 minutos a 37 °C y se agregd 1 ul de transcriptasa reversa
(Revertaid™ H Minus First Strand ¢cDNA Synthesis Kit, Fermentas, Canadd). La
solucién con un volumen final de 20 pl se incﬁbé por una hora a 42 °C y luego se detuvo
la reaccion calentando la mezcla a 70 °C por 10 minutos. La mezcla de reaccidon se

mantuvo a 4 °C.

El ¢cDNA completo de hif-2¢ fue amplificado por PCR. Luego se tomé una
alicuota de 0,5 ul del cDNA obtenido y se mezclé con 1,6 pl de MgCl, 50mM
(concentraci6n final 4 mM), 2 pl de buffer de PCR 10X (concentracién final 1X), 0,4 pl
dNTPs 10 mM (concentracién final 0,2 mM), 0,1 pl de Taq polimerasa 5 Ulul
(concentracion final de 0,025 Uful, Invitrogt?n, USA), 0,5 pl de cada partidor, F1 y Ry

(concentracion final de 0,25 pM, ver Tabla 1) y se complet6 con agua libte de nucleasas



hasta 20ul. El programa de PCR utilizado fue: 5 minutos a 94 °C (denaturacioén inicial),
30 ciclos de: 30 seg a 94 °C, 30 seg a 60 °C, 3 min a 72 °C; extensién final de 20 min a

72 °C. Luego la mezcla de amplificacién fue mantenida a 4 °C.

TABLA. 1. Oligonucledtidos usados en el desarrollo de esta Tesis.

Nombre Secuencia Uso
Fy 5’GGGAATTACGCGAGAACGG ¥ Clonamiento »if-2a
Ry 5" CGGTCTAAGTCGCCTGGTC 3° Clonamiento y sonda hif~2
Fz 5" CTTCCAACCCTTGAGTTCAC 3’ Sonda hif-2a
PactF 5’ TTCTGGTCGGTACTACTGGTATTGTG 3’ Forward f-actina
pactR 5 ATCTTCATCAGGTAGTCTGTCAGGT 3’ Reverse B-actina

2.2.5 Clonamiento de kif-2a y analisis de secuencias.

El ¢cDNA de 4if-2a fue clonado en el. vector pGEMT-Easy (Promega, USA). Se
tomaron 3 pl de producto de PCR, usando los partidores I; y R y se mezclaron con 5 ul
de buffer de ligacion 2X, 1 pl de plasmidio pGEMT-Easy y 1 pl de ligasa T4. La mezcla
se incubd toda la noche a 4 °C. Se tomo 1 pl de esta ligacion para transformar bacterias
DH5a. por electroporacion a 1800V (Electroporator 2510, Eppendorf, Alemania). Las
bacterias electroporadas fueron resuspendidas en 1 ml de medio LB (Invitrogen, USA}
sin antibidticos. El cultivo se dejo creciendo a 37 °C por una hora con agitacién. Luego
se centrifug6 a 5000 rpm por 5 minutos y se descartaron 850 ul de sobrenadante; las
bacterias restantes se resuspendieron y se sembraron en placas LB-Ampicilina-X-Gal.
Las placas sembradas fueron incubadas a 37 °C hasta el dia siguiente y se rastrearon
colonias blancas, que contenian el fragmento de PCR clonado. Estas colonias fueron
picadas con una punta de micropipeta estéril, que Iuego fue incubada en un tubo de 15

ml conteniendo LB-Ampicilina (1X, stock 1000X, 100 mg/ml) y se crecieron a 37 °C
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por toda la noche con agitacién. Las colonias que crecieron en presencia de Ampicilina
fueron utilizadas para extraccién del plasmidio (Miniprep, Sambrook y Russell,
Molecular Cloning, 2001). Los clones positivos que contenfan Aif-2a completo, fueron
evaluados por PCR, para esto se tomé una alicuota de 0.5 pl de DNA plasmidial de
cada clon y se utilizé el programa anteriormente sefialado y los partidores F; v R,.
Finalmente la secuencia nucleotidica de /if-2« fue secuenciada y reportada al GeneBank
(Nimero de acceso D(Q375242).

La secuencia aminoacidica de Aif~2a deducida se analizé por alineamientos
multiples de secuencias usando el programa MegAlign y el algoritmo CLUSTAL W. A
partir de estos alineamientos se construyd un drbol filogenético. Las secuencias
utilizadas en estos analisis con sus respectivos niimeros de acceso al GeneBank fueron
las siguientes: gcHIF-la (AAR95697), hHIF-1a (AAP88778), mHIF-1a (Q61221),
tHIF-la (CAA70701), sHIF-la (AAU14021), dHIF-la (AAR19225), cHIF-la
(JC7619), gcHIF-2a. (AAT76668), hHIF-2a. (NP_001421), mHIF-2a (P97481), rHIF-
2a. (QO9JHS1), cHIF-20. (NP_990138), xtHIF-2a (AAH74648) y qHIF-2a. (AAF21052).
Las abreviaciones correspondientes estdn basadas en el nombre comtn de la especie en
inglés: ge-grass carp, carpa (Ctenopharyngodon idella), h-humano (Homo sapiens), m-
mouse, raton (Mus musculus), r-rata (Rattus norvegicus, s-squirrel, ardilla (Spermophilus
tridecemlineatus), d-dog, perro (Canis familiaris), c-chicken, pollo (Gallus gallus), xt-

silurana tropicalis (Xenopus tropicalis), g-common quail, codorniz (Coturnix coturnix),

z-zebrafish, pez cebra (Danio rerio).




2.2.6 RT-PCR de estadios y tejidos

A partir-de embriones de 0, 10, 18, 24, 48 y 72 hpf y tejido adulto (musculo,
agallas, corazon, testiculos, higado, intestino y cerebro), se extrajo RNA total por
extraccion con Trizol, como se describié anteriormente, Utilizando Revertaid™ H
Minus First Strand ¢cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Canadd), se sintetizo cDNA. de
cada uno de estos estadios y tejidos. Se tomd 0,5 pl de cada cDNA y utilizando los
partidores F» y R; (Tabla 1) se realizé un PCR, con las mismas condiciones que para la

amplificaciéon del ORF de hif-2a. So6lo se modifico el tiempo de extension, que fue 1

minuto. Como control interno se amplifico B-Actina.

2.2.7 Sintesis de ribosondas.

Se utilizaron los partidores F2 y R; (Tabla 1) para amplificar un fragmento de
814 pares de bases (pb); este amplicén fue usado como molde para la sintesis de la
sonda especifica de Aif-2c. El programa de PCR utilizado para amplificar este fragmento
fue similar al descrito previamente con tiempo de extensioén de 1 minuto. Este fragmento
fue clonado en pGEMT-Easy.

Para la obtencion de plasmidio linearizado se tomaron 10 pg de DNA plasmidial
conteniendo el fragmento de 814 pb y se digirio con 10 unidades de la enzima de
restriccién Sall (Fermentas, Canadd) y con Apal (Fermentas, Canad4) en un volumen

final de 50 ul por 3 horas a 37 °C. El DNA digerido fue purificado por extraccion

fenolica (Sambrook y Russell, Molecular Cloning, 2001), y se resuspendi6 en 20 pl de
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agua libre de nucleasas. La concentracién de los productos digeridos se determiné por
gel de agarosa al 1%.

Posteriormente se tomé 1 ug de DNA digerido (con Sall para la sonda antisense
y con Apal para la sonda sense} y se mezclé con 5 ul de Buffer de transcripcion 5X
(Fermentas, Canadd), 5 pl de Dig Mix (2.5 mM NTP: CTP, GTP, ATP, UTP,
digoxigenina-UTP 10 mM, Roche, USA), 0,5 ul de RNAsa inhibidor (Promega, USA),
2,5 ul de RNA polimerasa T7 o SP6 (Fermentas, Canadd) seglin correspondiera. El
DNA digerido con Sall fue transcrito con RNA polimerasa T7 y el DNA digerido con
Apal fue transcrito con RNA polimerasa SP6. La reaccién se ilevo a cabo en un
volumen final de 25 pl, completando la diferencia con agua libre de nucleasas. La
mezcla se incubd por 2 horas a 37 °C. Luego se afiadi6 a la mezcla 2,5 ul de DNAsa
RQ1 (Promega, USA) y se incubd por media hora a 37 °C. La actividad de la DNAsa se
detuvo agregando 5 ul de EDTA 0,5 M pH 8,0 (Stop Solution, Promega). Las
ribosondas se precipitaron agregando 2 pl de LiCl 10 M (Winkler Ltda., Chile) y 200 pl
de Etanol 100% (Merck, Alemania) y se dejaron precipitando a -20 °C por toda la noche,
Posteriormente, el RNA sintetizado fue recuperado por centrifugacion a 14.000g por 30
minutos, se descart6 el sobrenadante, el pellet se lavé con 100 pl de etanol 70%, libre de
nucleasas. Se centrifugé nuevamente a velocidad maxima por media hora, se descarto el
sobrenadante y el pellet fue secado a temperatura ambiente por 15 minutos. Las
ribosondas fueron resuspendidas en 11 pl de agua libre de nucleasas y su concentracién
fue estimada en gel de agarosa. Los 10 pl restantes se diluyen en buffer de hibridacién

(Formamida 50%, SSC 5X, Heparina 50 pg/ml, RNA Térula 500 pg/ml, Tween-20
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0.1%) hasta una concentracion final de 10 pg/ml (stock 10X). El stock se guardé a -20

°C.

2.2.8 Hibridacion in situ de embrién completo.

Embriones de estadios de 0, 10, 18, 24, 28, 32, 48, 60, 72 y 120 hpf se fijaron en
paraformaldehido 4% (2 g de paraformaldehido (J.T. Baker, USA) en 50 ml de PBS 1X)
por una noche a 4 °C. Después de fijados, los embriones se pusieron en placas Petri con
PBS 1X estéril para extraer manualmente el corion usando pinzas de diseccién (Dumont,
Suiza). Los embriones sin corion fueron deshidratados en metanol 100% (Merck,
Alemania) por 10 minutos, luego de ese tiempo el medio fue cambiado por metanol frio
y los embriones se mantuvieron a -20 °C por toda la noche. Luego los embriones fueron
rehidratados, cambiando el medio metanol 100% sucesivamente por 75% Metanol / 25%
PBS 1X, 50% Metanol / 50% PBS 1X y 25% Metanol / PBS 1X Tween-20 0.1% (PBS-
T) y finalmente se hicieron 4 cambios con PBS-T cada incubacion fue por 5 minutos.
Posteriormente los embriones fueron incubados en tampdén de hibridacién por 10
minutos a 65 °C, luego de este tiempo se cambié el medio por buffer de hibridacion
fresco, y se pre-hibridaron a 65 °C por mas de 5 horas. Para embriones de mas de 24 hpf
previo a la pre-hibridacion fueron incubados con una solucidén de blanqueo (1 ml de
solucién de blanqueo contiene 595 ul de agua libre de nucleasas, 25 pl de 20X SSC
(Winkler Ltda., Chile), 50 pl de Formamida (Mexck, Alemania) y 330 pl de HyO; 30%
{(Merck, Alemania)). Los embriones fueron incubados en solucién de blanqueo y

expuestos a la luz por 15 minutos. Luego se lavaron 3 veces con 1 mi de PBS-T.
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Posterior a esto, los embriones de 24, 28 y 32 hpf fueron pre-hibridados. Para los
embriones de mas de 48 hpf fueron incubados con una solucidén de Protejnasa K
(Fermentas, Canadd) para eliminar las proteinas asociadas al RNA y ademés para
facilitar la entrada de la sonda al embrién. Todos los embriones fueron digeridos con
200 pl de Proteinasa K 10 pg/ml diluida en PBS-T por 5 minutos (embriones de 48 y 60
hpf), 8 minutos (embriones de 72 hpf) y 15 minutos (embriones de 120 hpf).
Inmediatamente terminado el tiempo de | digestién, la reaccidon se detuvo con
paraformaldehido 4% en PBS 1X por 20 minutos. Terminado el tiempo de re-fijacion, se
realizaron 5 lavados de 5 minutos cada uno con PBS-T y luego los embriones fueron
incubados en tampodn de hibridacion. Posterior a la prehibridacion, se hibridé con las
sondas correspondientes diluidas en tampdn de hibridacién (1ug/ml). Las sondas se
hibridaron a 65 °C toda la noche. Los embriones de 120 hpf fueron prehibridados 2 dias
e hibridados 2 dias. Una vez finalizado el tiempo de hibridacidn, las ribosondas fueron
recuperadas y ‘guardadas a -20 °C. Los embriones hibridados fueron lavados con
soluciones sucesivas de formamida/SSC (1 ml) precalentadas a 65 °C, para eliminar el
exceso de sonda v eliminar uniones inespecificas. Primero se lavo con formamida 75% /
SSC 2X, luego con formamida 50% / SSC 2X, formamida 25% / SSC 2X, cada lavado
se realizé por 10 min. Luego se hicieron dos lavados con SSC 0,2X por media hora.
Posteriormente se procedié a hacer la deteccion de la sonda, para esto se agregd 1 ml de
MAB-T (100 mM éacido maleico, 150 mM NaCl y 0,1% Tween-20 pH 7.5) y se dejo

reposar a temperatura ambiente por 5 minutos. En esta etapa se realizo el bloqueo de

proteinas, para cllo se cambi¢ la solucién de MAB-T por 500 pl de solucién de bloqueo




(MAB-BMBR (Roche, Suiza)-LS, GibcoBRL, USA) y se dejé6 por una hora a
temperatura ambiente. Luego se cambié por 500 pl de solucion fresca y se dejéd
bloqueando por més de 3 horas a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se
agrego el anticuerpo anti-digoxigenina (Roche, Suiza) diluido 1: 2000 en solucion de
bloqueo y se incubando toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente el exceso de anticuerpo
fue lavado 5 veces por 20 min con MAB-T usando un balancin para optimizar el lavado.
Después de los lavados, se incubd 3 veces por 5 minutos con buffer AP (buffer fosfatasa
alcalina, 100 mM Tris, 50 mM MgClz, 100 mM NaCl, 0.2% Tween-20, 0,2% Triton X-
100, pH 9,5) y luego se agregd la solucién de revelado (4,5 ul NBT; 3,5 ul BCIP en 1 ml
de buffer AP; Fermentas, Canada) y se incub6 en oscuridad a temperatura ambiente, El
tiempo de revelado fue variable y se reveld ilasta que se observo marca especifica, sin
que aparezca tincién oscura en el vitelo. Una vez terminado el tiempo de revelado, se
lavé 3 veces con PBS-T y la reaccidn se detuvo con paraformaldehido 4% vy los

embriones se guardaron a 4 °C.

2.2.9 Inmunohistoquimica en embrién completo acoplada a hibridacién in situ
(inmuno-in situ) en embriones transgénicos.

Embriones tg(fli:egfp’’) (Lawson y Weinstein 2002) de 72 hpf teffidos por
hibridacidn in situ, usando la ribosonda ht_'f-‘-ZC.t y fijados en paraformaldehido 4% toda la
noche a 4 °C, fueron lavados dos veces por 5 minutos en PBS 1X y una vez por 5
minutos con agua destilada. Luego se cambid el agua destilada por acetona (Merck,

Alemania), que es mantenida a -20 °C. Se dej6 por 7 minutos a -20 °C y se lavo una vez
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con agua destilada por 5 minutos y una vez con PBS 1X por 5 minutos. Luego se dej6
bloqueando por media hora a temperatura ambiente con solucién de bloqueo, la misma
soluci6n que se utilizé en hibridacién in sifu. Una vez terminado el tiempo de bloqueo,
se adiciond el anticuerpo primario diluido en solucion de bloqueo 1:200 (anticuerpo
policlonal de conejo a-GFP, SC-8334, Santa Cruz Biotechnology, USA) y se dejé
incubando toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente el anticuerpo fue lavado 4 veces por 20
minutos con MAB-T con agitacién y Iuego se bloquea por media hora. Después se
agrego el anticuerpo secundario (anticuerpo de cabra anti-rabbit acoplado a peroxidasa,
Bios Chile) diluido en solucién de blogueo 1:250, se incubd por 4 horas a temperatura
ambiente. El anticuerpo secundario fue lavado de Ja misma forma que el primario (4
veces por 30 minutos con MAB-T). Después se revela agregando una solucién que
contiene DAB 0.03% (Diaminobencidina, Sigma-Aldrich, USA) por 10 minutos y se
cambi6 por 200 ul de solucién de DAB 0.03% que contenia 1 ul de HyO, 3%. Se incubé
a temperatura ambiente hasta observar apariciéon de color marron. En los lugares en
donde se sobrepone la marca de la hibridacién in situ con la marca de la

inmunohistoquimica se observa marron oscuro.

2.2.10 Cortes histologicos en embriones de pez cebra.

Embriones fijados en paraformaldehido 4% (a 4 °C por toda la noche) de 28, 48 y
72 hpf sobretefiidos para hibridacion in situ de Zif-2a y de embriones transgénicos
tefiidos para inmuno-in sifu de 48 y 72 hpf y fueron post-fijados en paraformaldehido

2%/ glutaraldehido 1.25% (Sigma-Aldrich, USA) en buffer BT (0,15 mM CaCl,, 4% de
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sacarosa, 0,1 M buffer fosfato} por 20 minutos a temperatura ambiente. Estos embriones
fueron deshidratados por medio de una bateria de etanol de concentraciones porcentuales
v/v decrecientes (50, 70, 90, 96, 100 I y- 100 II), por 30 minutos cada solucion.
Posteriormente los embriones fueron aclarados con Xilol 100% (Merck) por 2 x 20
minutos cada uno. Posteriormente se incluyeron en Paraplast Plus® (Kendall, Tyco
Healthcare Group, USA). Luego de la inclusion, los embriones fueron orientados bajo
lupa y se realizaron cortes con micrétomo (Leite, Alemania) de 6 um los que fueron
montados en portaobjetos de vidrio fratados con 3-aminopropiltrietoxilano
(Polysciences, Inc., Washington, PA, USA). Los cortes montados fueron contratefiidos

con e0sina.

2.2.11 Microinyeccion de oligonucledtidos antisentido (morphelinos) en embriones
de pez cebra y estudios de falta de funcién.

A partir de la secuencia de hif-2a se disefié un oligonucledtido antisentido
(morpholino) contra la region de ATG de inicio para ser inyectado en embriones de pez
cebra. El disefio fue hecho contra ]a region que contenia el codén de inicio de Aif-2a. La
sintesis del morpholino fue realizada por Gene Tools (USA) y la secuencia fue:
5’GAATTACGCGAGAACGGCGCGATGA 3’ y se llamd MOAif~2a. Se prepard un
stock de 300 pl de morpholino, (10X} y se di'luyc’a en buffer Danieau (50 mM NaCl, 0.7
mM KCl, 0.4 mM MgSQys, 0.6 mM Ca(NO3), y 5 mM HEPES).

Los embriones a inyectar se tomaron en estadio de una a dos células y se lavaron

2 veces con medio Holfreter 1X (2X: 7 g de NaCl, 0.4 g de Na,HCOs, 0.2 g CaCly y 0.1
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g KCl en agua destilada). Luego los embriones se incubaron con 20 ml de medio
Holfreter y se agrega Pronasa (0.35 mg/ml concentracién final, Sigma) para digerir el
corion. Se incubd hasta observar que aproximadamente el 75% de los embriones se
encontraban descorionados. En este punto los embriones fueron lavados 5 veces con 40
ml de Holfreter por agitacién y teniendo cuidado con que los embricnes no sean
expuestos al aire. Para la inyeccion, los embriones fileron montados en una rampa
preparada con agarosa 2% en agua. El morpholino a inyectar se diluyé a 1X o0 0.5X a
partir de un stock 5X (50 uM). Los embriones fueron microinyectados (7nl/embrion)
utilizando un microinyector IM 300 (Narishige, Japén). Posterior a la inyeccidn, los
embriones se mantuvieron en medio Holfreter por 4 horas en placas de vidrio a 28,5 °C.
Luego de este tiempo, el medio fue cambiado por una mezcla de Holfreter y antibidticos
(Esireptomicina y Penicilina (GibcoBRL, USA), 2 ug/ml). Los embriones inyectados
fueron crecidos hasta e] dia siguiente para el andlisis fenotipico y la determinacion de la
tasa de sobrevida. Algunos embriones inyectados (wt) fueron fijados a 10,5; 18; 24 y 48
hpf para hibridacion in situ. Las sondas utilizadas para realizar los estudios funcionales
fueron: fIkI, fit4, vegfl21 y vegf165. Los embriones tg(fli.egfp’’) inyectados fueron
visualizados a las 24 y 48 horas post inyeccion bajo fluorescencia para observar los
vasos sanguineos. Como control se inyectaron embriones con un morpholino control
(mismatch). Todos las inyecciones fueron repetidas al menos 3 veces con n > 100
embriones cada vez y al considerar el error estindar asociado al promedio la

significancia considerada fue de 0.05.
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2.3 RESULTlADOS
2.3.1 Clonamiento de kif-2c. y caracterizacion de la proteina deducida, a partir de
alineamientos de secuencias con proteinas ortélogas.

Para estudiar la funcién de Hif-2a en el desarrollo del pez cebra, inicialmente se
cloné este factor in silico y por analisis de secuencias.

A partir de alineamientos de secuencia:.s se determiné el mRNA completo de Aif-
2a. El resultado de este alineamiento arrojé regiones que mostraron 100% de identidad.
Con estos resultados fue posible determinar la estructura gendmica de hif-2a de pez
cebra determinando exones e intrones. En Aif-20. se enconiraron 16 exones y 15 intrones,
siendo el primer exon codificante y el codén de término se encontrd en el ultimo exon.
Por otra parte, rastreando en la base de datos GeneBank se encontrd que hif-2a
pertenece al LG13 (Linkage Group). La informacion de esta esiructura exdnica se
resume en la Figura 1 y en la Tabla 2.

Ia secuencia determinada del mRNA de Aif-2a fue de 3148pb y su numero de
acceso en el GeneBank es DQ375242. El tamaiio de la secuencia codificante deducida
fue de 2499 pb y la proteina correspondiente deducida consta de 832 aminoacidos. Esta
secuencia se alineé junto a otras proteinas Hif-2« (Figura 2) encontrandose regiones
conservadas a lo largo de la proteina. Estas regiones correspondieron a los dominios
caracteristicos de HIF descritos previamente (Figura 1), los dominios identificados
fueron; bHLH (basic helix loop helix), PAS (Pern-Arnt-Sim), ODDD (oxygen dependent

degradation domain) y TAD (transactivation domain). Se encontraron dos dominios




PAS (A y B) y dos dominios TAD, estos tltimos correspondientes al dominio N-
terminal y al C-terminal (TAD-N y TAD-C).

Ademas de encontrar dominios caracteristicos de este factor de transcripcion, se
dedujo la presencia de 4 regiones NLS (nuclear localization sequence) (Figura 2),

descritas previamente para HIF humano (Semenza 1999),

TABLA 2. Estructura exénica de hif~2a. Se resumen los sitios de empalme de los 16 exones que
constituyen el gen Aif~2¢, mostrandose los sitios 3° y 5°de los intrones vecinos a cada uno de los exones,
ademds se indican los tamafios de los exones en pares de base (ph).

Exén Intrén 3’ Exoén 5°-3° Intréon 5> pb
El  tcaccg ~CAAAAC ™ATG  GAAGAG™  gigagt 285
E2  ctgtag  P’GTGCAG ACTCAG™7  gtacac 191
E3  ttgeag  3GCTACA ACTCAG™®  gigagt 152
E4  tigtag “GTGGAG AAGCCG™*  gtatgt 85
E5  ctgcag  GCATTG TGGAAG™®  gtcaat 113
E6  tgtcag "’ GTTCTA TGAAAG™”  gtacte 202
E7  ttctag T °GGTTAC AGAACC™™  gtatgt 107
E8  ctctag  "'TGTGCA GCTGAG™™*  otaage 148
E9  tcatag 'PTGACGT ACTTTG"™®  gtgaga 206
E10  titcag  “!GTCAGT TCTACG™  glaaac 191
E1l  gaacag ““2CCCAGC CAAGAG™®  gtaaa 114
E12  tticag TPPACTGAC GCAAAG™”  otaagt 464
E13  tcacag GCCTAT GCCATG™™¢ gttt 97
El4  tticag  P'GCAGAG TGTCAG™??  gtatta 106
E15  tectag  PPACAAAA TGGATG™!  gtgage 149
E16  tigeag “P“GAATCG TGA ™" 552
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Figura 1. Estructura genémica, aminoacidica y regulacion por oxigeno de Hif-2a. La estructura
gendmica de hif-2a consta de 15 intrones y 16 exones (exones E1 a E16). El mRNA deducido para este
gen es de 3148 pb, siendo el primer exdn codificante (E1). La proteina deducida a partir de esta
secuencia consta de 832 aminodcidos y presenta los dominios caracteristicos de HIF descritos en la
proteina humana: bHLH (union a DNA), PAS (dimerizacion con HIF-1§), ODDD (estabilidad), N-TAD
y C-TAD (transactivadores). En el dominio ODDD (u ODD) se encuentran los residuos Pyos ¥ Ps3o, que
en presencia de oxigeno son hidroxilados, llevando la proteina a degradacion via proteosoma. El
residuo Ngs; también es hidroxilado en presencia de oxigeno impidiendo su unién al complejo activador
CBP/p300, es decir su funcién es inhibida. Tanto la estabilizacion como la funcién transactivadora de
Hif-2a son reguladas por la concentracion de oxigeno.

Al comparar la identidad entre los dominios caracteristicos de la proteina
deducida de Hif-2a con las proteinas ortologas de carpa, humano y ratdn, se observaron
porcentajes de identidad superiores al 90% (Tabla 3), asi como también se identificaron
los residuos descritos para la estabilidad y la funcion transactivadora de Hif-2a (Figura
2). Estos residuos, cruciales en la estabilidad de la proteina (Psos, K405 y Ps3o en la
proteina de pez cebra), se ubican en el dominio ODDD y la region transactivadora
(Nss1). A partir de estos resultados se pudo concluir que tanto la estructura como la
funcion de Hif-2a se encuentran conservadas.

Para establecer que hif-2a y hif-1«a clonados en el laboratorio correspondian a
proteinas diferentes y no a la variante de una misma proteina, se alinearon todas las
secuencias descritas de Hif~lay de Hif-2«a disponibles en ese momento y se alinearon

usando el protocolo CLUSTAL W, agrupando los resultados en un arbol filogenético.
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El arbol filogenético muestra que ambos genes forman familias distintas,
distribuyéndose en dos clister (Figura 3). Estos mismos resultados muestran el grado de
cercania de las proteinas en relacidn al grupo taxondmico, siendo Hif-2a de carpa la mas

cercana a la de pez cebra (en rojo en Figura 3).

TABLA 3. Conservacién de dominios de Hif-2¢r. Se determinaron los porcentajes
de identidad de los dominios caracteristicos de HIF entre Hif2a de pez cebra (zf)
comparado con proteinas ortdlogas (carpa, humano y ratdn).

Dominio (%) zft/carpa (%) zf/humano (%) zf/ratén
bHLH 95.6 93.3 93.3
PAS A 98.2 : 91.1 91.1
PASB 92.4 86.7 86.7
TAD-N 91.8 67.3 70.8
TAD-C 93.3 86.7 81.1

NLS1 80 80 90
NLS2 90 70 70
NLS3 80 - -

NLS4 100 100 100

Figura 2. Alineamiento de secuencias de Hif-2a. Alineamiento multiple de secuencias de Hif-2a,
se compard Hif~2a de pez cebra con otras proteinas ortélogas, chif-2 (pez carpa), hhif-2 (humano),
mhif-2 (ratén), rhif-2 (rata) y cothif-2 (codorniz). En colores se muestran los distintos dominios
caracteristicos de HIF; bHLH, PAS A y B, ODD, N-TAD y C-TAD, ademads con lineas negras
horizontales se indican las secuencias NLS. Con asterisco (*) se indican los residuos hidroxilables
(prolinas) y la lisina acetilable. El resultado de este alineamiento muestra que los dominios
caracteristicos de HIF se encuentran conservados a pesar de las distintas identidades mostradas entre
Ias proteinas ortologas apreciadas en la figura.
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59 ELSTERDFIMPMECTUTNRGRTUNLKS ASWKVLHCT GHLEVCNGCP ARV-LCGFKEPPLT CVAMRICEP IVHP SW IDTPLD
59 ELNTERDIPMRMECTUTNRGRTUNLKS ASWKVLHCT GHLEUCNGCP ARU-LCGCFECPPLT CUUVHMCEP IPHP SN IDTPLD
61 DMSTERDFIMPHMKCTUTNRGRTUNLES ATWKVLHCT GQUEVYNNCPPHNSLCGYKECPLLSCL I IMCEP IQHP SHMD IPLD

1

1 DUSTERD FIMRMKCTUTNRGRTUNLES ATWKVLHCT GQURVYNNCPPRSSLCGIKLFLLSCL I IMCEP IGHPSHMD IPLD
51 DRSTERD FPMRMECTUTNRGRTUNLKS ATWKVLHCT GQURUVYNNCFPHSSLCGYKCFLLSCL I IMCEP IQHP SHMD IPLD
61 EMSTERDPMPMKCTUTNRGRTUNLESATWKVLHCT GQUEVYNT CPPAT -LCGYKLPLLTCL I IMCEP IQHP SN ID IPLD

PAS B
239 SKTTLSRHSMDMKYTYCDLRUTELMGYNPEDLL GRS AYE FYHALD AENUTKSHQNL CTKGQ AVS 60 VRML AKNGGYVIE
233 SKATLSRNSMDMKITYCDDRUTELMGYSPEDLL GRSAYD FYHALDSDNUTKSHONL CTKGQAVS GO YRAL AKNGGVUWE
241 SKTFLSRHSUDMKFTYCDDR ITEL I6YHPEELL GRIAYE FYHALDSENMTKIHQNL CTKGQUVS GOYRIL AKHGGYUULE
241 SKTTLSRHSMDMKITYCDDR ILEL I6YRPEELL GRIAYE FYNALD SENMTKSHONL CTHGQVUS 60 VRML AKRGGYUULE
241 SKTTLSRHSMDMKFTYCDDR ILELVGYHPEELL GRSAYE FYHALDSENHTKSHQNL CTKGQUVS 60 YRML AKNGGYUULE
24) SKTPM3SRHSMDMEFTYCDDRITEL 16VHPEELL GRIVYE FYNALD SENMTKSHQNL CTKGQUUT GO YRML AKHGGYUULE

5 TRETVIVNSRN3IQP(C IVCUNYVLSDVELKSL IT6~DQTESLIKPH--KLNGTTSP -KEALGSDP ADLLFTKLKEEPEDL
18 TQGTVIVNSRNSQPQC IVCUNYVLSDUECKSH IFSHDQTESL FKPH- -NLNSFFIP SKRSLGIDQIL AL FTKLKEEPEDL
1 TOGTUIYNPRNLQP(QC IMCUNYVLSE IEKRDUVTSHDQTE SL FKPHLMAMNS ITD 3 3GKGAUSCKSNTL FTKLEEEFEEL
1 TQETVI'VNPRAL (P (C INCUNYVL SE IEKNDVUTSHMD QTE SLIKPHLIAMNS [ FD S SDDVAVTEKSHYL FTKLKEEFELL
21 TQGTUUYNPRNL QP (C IMCUNYVLSE IEKNDVUUSHD QTE 3CSINTLMAMNS [ FDT SDDVAL SCKSWYL FTNLKCEPEDL
320 TQGTUVIVNTENLQPQCIICUNYVLSE IEKNDUUTSHDQTESLFKPHLLT ISTAFL --NG ISRRDKSDLL FTKLKEEFEEV

oDD NLS3
394 TQLAPTPGDT IISLDF----GQ3QYEENTVYNEVS SVAPTUSHP VD GHRT SYS GEMAKMATT FSUP(QSAPP33ATFSLS
19¢ TQLAPTPGDT I13LDF----GQPQYELHPMYSEUSSUAPPUSHS THD GHKASYAGDHPIMAAT F3UP QAPPPS3ATRSLS
401 AQLAPTPGDAIISLDI----GNQNFELSSAVGK--AILPPS(PWATELRSHST(QSCAGSLPA-FTUPQAAAPGSTTPIAT
401 AQLAPTPGDAIISLDF----G3QNFDEP3AYGK--AILPPGQPWSGLRISHSAQSESGSLPA-ITUPQADTPENTTR3AS
401 AQLAPTPGDAIISLDF----GSQNFDESSTYGE-=AILPPGQPUATELRINSAQSCSRILPA-TTUPQAGSPGNATPSAT
398 nq:.u'rrsnumnmms:mywrs--mmmummnms-rrno:-Prcrsrrus

TAD-N NLS4
470 3----CITPSIFDDYYTPUDSD CPELPPS

472 3----CSTPSIPCDYYTPUDIDI CQLEPAS
474 33333CSTPNSPEDYYTILDND| CPCERLL
474 3335-CSTPISPEDYYSSL CPEEPLH
474 3383-CSTPSSPEDYYR CPEEPLY
474 SN3S-CSTPNSPEDYYTSUDDDI CQEERPH

& EIGTLGTHQQCESNITSLIQPL33P3AAN--YQPKM3SGCDKQN INGGSVE SWP - -PUPYSRGPMQ -HPP YHDP ASTPLS
f CIGGLUTHQQSI3NITSLIQPLG3S3AAR-~TQPRMISGGDEKS IS663VESWP - -5 IPCSRGPMQ -HMPPYHDP ASTPLS
3 ACNPQSTPQHCTSANTNIFQPLAPVAPHSPFLLDKFQQQLESKKTEP---CHRPHM33 ITFDAGIKASLFPCCEQASTPLS

2 PESFQPTPQHCTSTHTS ITQPLTPGATHGPITLDKYPQQLESRKTES - - -ENUPHSE S ITFDAGSKGSLSPCCGQASTPLS
2 PESPQPNPQMCISTMSS ITQPLTPGABQGTFTLDKYPQQLESRKTES --~ENWPHST ITFDAGSKGSLPPCCGQASTPLS
2 BESAQNTQQN-LS3MST IFQPUAS-ASQNQFLPEKYCP QL SNEN INP -~ ~GHGSL S SUTTHRMSRISLPFYHNQASTPLS

SMGGRONL QWPPDPPL -~ -PSKAGHMMD - -~~~
! BMGGRONL QUPPDFPL - - -F SKAGHMD
SMGGRINT QWPPDPPLHTGPTKWAVGD QRTETL GAAPL G-~~~ ~] PPUSPPHUST FKTR3S AKGCFCARGPDVL 3P AMUVAL 3N

21 =~PLAAKRSCQGHP ANRMAP MIQRPMENTUQNYRD -T 3P ARL AL AN
23
630
529 SMGGRINTQUPPDPPLHFGPTKWPUGDQIALSLGALPUGCSSQLEPR S APPHUSHIIIR S AKD FCARCP YHMMSP AM I AL SN
629
27

==PLAAKRS CQTHP AWNRMPL YL QRPVENTVQNYRD -M3F ARLALTN

i SMGGRINTPUPPDPPLHL GPTEKWSVEN(3AEPLGPLPLGT SQLEPPSTPPHUSMTIKIMRS AKD I ARGP VMM3P M1 1AL SH
SMGGRPNT QUPPDFPLEYUP AKMRLMDKYSGTL3 SSP 36~~~ ~~PP INSPMMPVYEERLLDGLGQRGID I-NP AR TALEN

===REIFSQMAMALTPPTKSQQTVWKK---LRHESCAUM-ERKSL38S8 -L3D - -~~~ - -KSMAHN - GGMDHQ
~=-~R3ITQMTHGE SPPTKSQ(TLWKR -~ ~LREESCAUM-DRKSLST SAL 5D~~~ - -~ -KGHAHN-RGHMDHQ
705 KLEKLKRQLEYEEQAFQDLIGCDPPGGST SHLMWKRMENLRGGS CPLMPDK -PL 3 ANUPNDKIT QNPMRGL GHPLRHLPLP
709 KLKLKRQLEYELQAFQDTSGGDPPGT 35 SHLMWHRMKSLMGGT CPLMPDK-T 13 ANMAPDEFT (KSMRGLGQPLRHLPPP
709 KLELKRQLDYEEPAFQDT 3GGDFFGT 3 3SHLMUWKRMKSLMGGT CPLMPDK-TUS ASHAPDEIT QKSHRGLGQPLRALFP S
701 SLELKRQLDYEEQAMQQLTGGDPSAINP S (LMWKRMKFLRGENCSLLTEKKSL 3TSVLTDETMVCNS -RELSQPMNQLAQLY

TAD-C

744 HRESQY3GNQNGGPTKH--YREQFCN--YREFNMQPSSKMDGIASRLIGPS
7445 HRKTQYSGNQTGQARKC--YREQCCN--YRETIHMQPSSKMDG IASRL IGPS "
764 QP---PSAISPCENSKSR-TPPQCYATQYQDYSLS S AMKUSGMASRLLGPSIES
748 QP---PSTRISGENAKTG-FPPQCYASQIQDYCPPGAQKVSGUASRLLGP3FLF
785 QP==-P3TRIPGENAKSG-IPPQCYASPIQDYSPPGAQKGSGUASRLLGP 3FEP
750 QQQQQUPTCGSPGENLKAGAFSPQIVIPHY(DVTUQS AHKVSGUT SRLLE3SVEP
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Figura 3. Arbol filogenético de ortélogos de Hif-Ia y Hif-2a. El arbol filogenético se construyé por
alineamiento multiple de secuencias. Se muestra una separacion clara entre estas dos proteinas Hif de pez
cebra (en rojo). Las proteinas que se ubican de forma mas cercana corresponden a las de organismos
cercanos desde el punto de vista evolutivo, tal es el caso la Hif-2a de carpa con la proteina de pez cebra.
Abreviaciones: m: ratdn, r: rata, h: humano, q: codorniz, c. pollo, xt: Xenopus tropicalis, gc: carpa, z: pez
cebra, d: perro, s: ardilla.

2.3.2 Analisis de la expresion de hif-2a por RT-PCR.

Posterior al clonamiento y a la caracterizacion de las secuencias obtenidas para el
mRNA y para la proteina de Aif-2a, se decidid estudiar la expresion de su mRNA.

La expresion de hif-2a en pez cebra fue evaluada inicialmente por RT-PCR a
partir de RNAs totales de embriones de 0, 10, 18, 24, 48 y 72 horas post-fertilizacion
(hpf). Se encontré que la expresion de este gen comienza desde las 0 hpf, es decir es un
gen con expresion materna. Esta expresion continia durante todos los estadios
analizados presentando una expresion constante; no se detectaron variaciones en los
niveles de expresion con esta técnica entre los diferentes estadios analizados (Figura
4A). Asimismo, se aislaron RNAs totales de tejidos de peces adultos provenientes de

musculo, agallas, corazon, testiculos, higado, ovario, intestino y cerebro. En estos
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ensayos se encontrd expresion en todos los tejidos analizados, siendo mayor la expresion
en agallas, higado, ovario y cerebro (Figura 4B). Se utiliz6 como control la expresion de

B-Actina.

A

Ohpf  10hpf  18hpf 24 hpf  48hpf  72hpf

hif-2o. 814 pb

p-actina 700 pb

misculo agallas corazén testiculos higado ovario Intestino cerebro

Figura 4. Expresién de hif-2a analizado por RT-PCR. (A) Anilisis de la expresion de Aif-2a en
estadios de 0, 10, 18, 24, 48 y 72 hpf por RT-PCR utilizando partidores especificos., No se observa
variacién detectable en la expresién de hif-2c durante los estadios del desarrollo analizados. (B)
También se estudi6 Ia expresién de kif-2a en diferentes tejidos de peces adultos (B), enconirandose
expresion en todos ellos. Los tejidos que presentaron mayor presencia de mensajero de hif-2a fueron
agallas, higado, ovarios y cerebro. hpf: horas post fertilizacion.

2.3.3 Determinacién del patron de expresién de kif-2c por hibridacién in situ de
embrion completo.

Una vez determinada la expresion de hif-2a por RT-PCR, que entregd
informacién sobre los estadios del desarrollo en que se expresaba este gen, se quiso
estudiar el patrén de expresién espacial en embriones de pez cebra, es decir, en qué
territorios del embrion se estaba expresando este gen.

Usando hibridacién in situ de embrién completo se determind el patrén de

expresién del mRNA de hif-2a durante el desarrollo embrionario y Jarval del pez. Se
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fijaron embriones de 0, 10, 18, 24, 28, 32, 48, 60 hpf'y larvas de 72 y 120 hpf. Se utilizo
l2 sonda antisense homdloga de kif-2a (Figura 5). El andlisis por hibridacion in situ de la
expresion de /if-2a mostrd que el mRNA se expresa desde las 8 células (1,25 hpf)
(Figura 5A). Posteriormente en ¢l desarrollo en estadios de 10 y 18 hpf se observé
expresion ubicua en el embri6n, pero restringida en la region ventral (Figura 5B y 5C).
A las 24 hpf la expresion de hif-2a comenzd a ser mas restringida, observandose
expresion en la cabeza, epitelio de los ventriculos cerebrales y somitos. A las 28 hpf se
detectd expresion en vasos sanguineos cerebrales, epitelio de los ventriculos cerebrales,
somitos y vasos intersegmentales (Figura 5D). Posteriormente, en estadio de 28 hpf se
observé expresién en vasos sanguineos cerebrales, como MCeV (vena cerebral media),
somitos y vasos intersegmentales, siendo mucho mas clara la expresion en los vasos de
la cabeza (Figura 5E). Por ofra parte, en este estadio no se observo expresion en
notocorda, como lo demuestra la fotografia de un corte histolégico longitudinal a nivel
de la cola de un embrién de 28 hpf tefiido por hibridacién in situ (inserto en la Figura
5E), este patrén se mantiene hasta las 32 hpf (Figura 5F). Lucgo a las 48 hpf el transcrito
de hif-2a fue detectado en vasos sanguineos de la cabeza, somitos, notocorda y vasos
intersegmentales de la cola (Figura 5G). La expresién en notocorda y en vasos
cercbrales e intersegmentales fue observada por medio de cortes histologicos (insertos
en Figura 5G).

A 60 hpf se mantiene la expresion en cabeza, pero ademds se observé expresion
en notocorda, somitos, vasos longitudinales (aorta dorsal) e intestino. En este mismo

estadio se observaron bajos niveles de expresion en tabo neural (Figura SH).
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Figura 5. Patrén de expresion de hif-2a durante el desarrollo del pez cebra. Usando hibridacion in
situ se determiné la distribucion temporal y espacial del mRNA de hif-2a durante el desarrollo del pez
cebra. Se observd que hif-2a tiene expresion materna en el estadio de 8 células (A). En estadios
posteriores en el desarrollo embrionario, 10 y 18 hpf, la expresion de hif-2a es ubicua y se restringe a la
region ventral del embrion (B y C). En 24, 28 y 32 hpf se detecta expresion de hif-2c en vasos sanguineos
en la cabeza y en la cola y en somitos (D, E y F). No se detecta expresion de /if-2a en notocorda (inserto
en E). Posteriormente en 48 hpf se observa expresion de hif-2a en la cabeza, en vasos sanguineos de la
cola, somitos y notocorda (G). La expresion en notocorda y vasos sanguineos se estudié en cortes
histolégicos (insertos en G). A 60 hpf se observa expresion en notocorda, intestino, aorta dorsal y una
minima expresion en tubo neural. En 72 hpf se observo expresion de hif-2cx en regiones similares al
estadio anterior (I). La expresion en vasos sanguineos fue corroborada por inmuno-in situ (detalles en el
texto) observandose doble marcacion en los vasos sanguineos (insertos en I). A 120 hpf se observa
expresion en los vasos intersegmentales, notocorda, somitos, intestino, tectum 6ptico (J) y en retina
(inserto en J). Abreviaturas: DA: aorta dorsal, i: intestino, MCeV: vena media cerebral, nc. notocorda, nt:
tubo neural, ot: tectum 6ptico, S. somitos, Se: vasos intersegmentales. En la parte inferior de la figura se
aprecia el esquema de la sonda de hif-2a utilizada, mostrandose en azul la direccion de la hebra sentido
(sense).
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Posteriormente en el desarrollo a 72 hpf se observo expresion de hif-2a en los
vasos longitudinales del tronco y la cola (aorta dorsal y vena posterior caudal) y en vasos
intersegmentales, intestino, somitos y notocorda (Figura 5I). La expresion de hif-2a en
vasos sanguineos fue corroborada utilizando peces transgénicos tg(ﬂi:egﬁy"] ) de 72 hpf;
estos transgénicos expresan GFP en los vasos sanguineos, proteina que puede ser
localizada por técnicas de inmunohistoquimica. De este modo, los peces transgénicos
fueron hibridados con la sonda especifica de hif-2a y luego incubados con un anticuerpo

contra GFP (técnica llamada inmuno-in sifu en esta Tesis). En estos peces se encontro

Figura 6. Inmuno in situ muestra colocalizacion de la tincién en vasos sanguineos.
Embriones transgénicos fli: egfp’’ teiidos por hibridacion in situ contra hif-2a fueron tefiidos
por inmunohistoquimica de embrién completo. En A se observa colocalizacion de tincion en
vasos sanguineos de la cabeza. En B se observa colocalizacion de tincidn en vasos sanguineos
de la cola, especialmente en los vasos intersegmentales (flecha). Estos embriones seccionados
para determinar la doble marcaion en vasos sanguineos (flecha). También se observo expresion
de hif-2a en retina (flechas en D).
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doble marcacion en el sistema vascular, tanto en los vasos de la cola (intersegmentales y
aorta dorsal) como de la cabeza. Posteriormente estos peces fueron incluidos en
Paraplast®, cortados y contratefiidos con eosina para observar de forma detallada la
distribucion histologica de esta doble marcacion (insertos en Figura 51). En estos cortes
se observaron los vasos intersegmentales, aorta dorsal y retina marcados (Figura 6).

En larvas de 120 hpf también se observé expresion de hif-2a en los vasos
sanguineos del tronco, cola y de la cabeza, siendo mucho més evidente la expresion en la
region anterior de la aorta dorsal y de la vena posterior caudal, en la region naciente del
tronco (Figura 5J). En este mismo estadio se observd expresion en fectum opfico,

notocorda, somitos, intestino, cerebro y retina.

2.3.4 Estudios de falta de funcién por medio de micreinyeccién de morpholino
antisentido (MOhif-2a).

2.3.4.1 Efecto de MO#Aif-2a en la tasa de sobrevida. Una vez determinado el patrén de
expresion de hif-2c¢, y con el objetivo de determinar la funcién de este factor de
transcripcion eﬁ el desarrollo del pez cebra, 'se realizaron estudios de falta de funcién,
para que, de esta manera, podamos aproximarnos a este objetivo. Estos estudios se
llevaron a cabo, microinyectando embriones con un oligonucledtido antisentido

morpholino, que hibrida en la regién del ATG del mRNA de hif-2a (MOhif-20).

Inicialmente se estudid el efecto de este morpholino en la tasa de sobrevida de

los embriones. Se inyectaron dosis crecientes de MOAif-2c:: 2, 3, 4.7, 5.6 y 8 ng/embrion
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de pez cebra (silvestres) y se determind la tasa de sobrevida para todas las dosis
sefialadas, cuantificando el niimero de peces vivos a las 24 horas post inyeccion del total
de embriones inyectados. De acuerdo a los resultados obtenidos se encontrd que el
aumento de la dosis de morpholino se correlaciona con la disminucién de la tasa de
sobreviva llegando a 9%, mientras que 2l inyectarse dosis menores (2 ng/embrién) la

tasa de sobrevida fue cercana al 30% (Figura 7).

Tasa de Sobrevida (%)

i :

56ng 8ng

Dosis de Morpholino {ng)

Figura 7. Efecto de la dosis sobre la tasa de sobrevida de embriones inyectados con
MOhif-2a a las 24 hpf. Se inyectaron diferentes dosis de morpholino/embridén y se
determiné la tasa de sobreviva para cada una de éstas luego de 24 horas post inyeccion. Se
observa que a medida que la dosis aumenta la tasa de sobreviva va disminuyendo,
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2.3.4.2 La inyeccion de MOhif-2¢c; en embriones de pez cebra afecta la
formaciéon de la cola. Los embriones inyectados (silvestres) con dosis crecientes de
MOWif-2a (morfantes) mostraron un fenotipo caracteristico a las 24 horas post-inyeccion
(hpi), observandose defectos en la cola, comparado con embriones inyectados con
morpholino control. Aproximadamente el 60% de los peces inyectados con dosis de
MO#hif-2a de 5 ng/embrién mostraron este fenotipo, siendo los fenotipos mas
representativos los embriones que presentan la cola curva o ausencia completa de ella

(Figura 8); estos embriones también presentaban defectos en la formacion de la cabeza.

mMRNA

hif-2a

MO-control | B M%!—Zu C MOhif-2a

24 hpf

24 hpf

Figura 8: La falta de funcién de Hif-2a afecta la formacién de la cola. Se disefié un morpholino
contra la regién vecina al codén de inicio de la secuencia codificante de hif-2a (esquema superior) y se
microinyectd en embriones de pez cebra de 1 a 2 células con MOhif-2a. Se observan defectos en la
formacién de la cola y en la cabeza (B). Otros morfantes mostraban falta completa de la cola (C).
comparando con embriones microinyectados con morpholino control (A). Embriones inyectados con 5 ng
de morpholino. Todas las fotografias corresponden a vistas laterales.

Posteriormente se realizaron inyecciones del mopholino de hif-2a con dosis

menores de 5 ng/embridn, para acceder a estadios posteriores a las 24 hpf. En estos
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experimentos se obtuvieron embriones de 48 hpf los que mostraron defectos leves en la
formacién de la cola, observandose una curvatura en el extremo de ésta y edema

cardiaco (Figura 9).

2.3.4.3 La inyeccion de MO#Zif~-2a en embriones de pez cebra afecta la
formacion de vasos sanguineos de la cola en forma dosis dependiente. El fenotipo
observado con la microinyeccion del morpholino de Aif-2a muestra que la principal
estructura embrionaria afectada es la cola, sin embargo, existen evidencias en otros
modelos animales que sustentan la participacion de este factor de transcripcion en la
formacion de vasos sanguineos (Peng y col. 2000). Por este motivo se decidi6 estudiar el
efecto de la falta de funcién de hif~2a en el desarrollo de los vasos sanguineos del pez

cebra. Para ello se trabaj6 con los embriones transgénicos tg(fli:egfp’’), de esta manera

A MO-control

48 hpf

Figura 9: Defectos en Ia formacion de la cola en embriones de 48 hpf microinyectados con 2 ng de
morpholine. Embriones microinyectados con MOAif-2a observados en 48hpf muestran defectos en la
formacién de la cola y de la cabeza (B y C) y ademaés se observa edema cardiaco (flecha en C). Embriones
microinyectados con 2 ng de morpholino.
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se pudo visualizar el efecto de la inyeccion de MO#hif-2a sobre el desarrollo de estas
estructuras. Se inyectaron embriones tg(flizegfp’’) con 1 ng/embrién del MOAif-2a, en
los que no se observaron defectos morfologicos evidentes, sin embargo, al analizar la
expresion de GFP bajo fluorescencia se observé ausencia de algunos vasos
intersegmentales, comparado con embriones inyectados con morpholino control (Figura
10 A y B). Al aumentar la dosis de morpholino en rangos de 2 y 4 ng/embrion, se obtuvo
nuevamente el fenotipo de defecto en la formacién de la cola. Interesantemente, al

observar estos embriones bajo fluorescencia se observo la falta de una mayor cantidad

MO-control

MOhif-2a

¢

48 hpf | 4 ng

Figura 10: Falta de funcién de hif-2a afecta el desarrollo de vasos sanguineos de manera dosis
dependiente. Se microinyectaron embriones de pez cebra tg(ﬂf:egfp"/) en estadio de 1 a 2 células con
dosis crecientes de MOhif-2ay se observo el fenotipo a las 48 hpf. Con dosis de 1 ng/embrion se
observan defectos leves en la formacion de vasos intersegmentales al comparar con embriones inyectados
con morpholino control (comparar flechas en A y B). Al aumentar la dosis a 2 ng/embrion, estos defectos
fueron mas evidentes y el niimero de vasos ausentes mayor (C). Al inyectar 4 ng de morpholino los
defectos aumentaron, observandose la falta casi total de vasos intersegmentales en la cola y tronco.
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de vasos intersegmentales, llegando en algunos casos a la ausencia total de éstos (Figura
10 C y D). Los vasos longitudinales como aorta dorsal y vena posterior caudal, no
mostraron defectos aparentes por la falta de funcion de /if-2a, siendo entonces el efecto
especifico para vasos sanguineos formados por angiogénesis. Estos fenotipos fueron
corroborados por inmunohistoquimica contra GFP en los embriones microinyectados

con 2 ng/embrion de MOAif-2a (Figura 11).

A MO-control B MOhif-2a

48 h:f\ 2ng 48 hpf

Figura 11: Inmunohistoquimica en embrion completo en embriones tg(flizegfp’"). Embriones
microinyectados con 2 ng de MOhif-2a fueron analizados a las 48 hpf por inmunohistoquimica usando un
anticuerpo anti-GFP. Se observa ausencia de vasos intersegmentales al comparar con embriones
microinyectados con morpholino control (comparar A con B)

2.3.44 La inyeccion de MO#Aif-2a en embriones de pez cebra afecta la
expresion de marcadores de vasos sanguineos de la cola. Los resultados anteriores
muestran que la falta de funcién de hif-2a estaria afectando la formacion de los vasos
sanguineos, especificamente los formados por angiogénesis. Existen genes marcadores
de vasos sanguineos que son importantes la formacion éstos, tales como Vegf'y sus

receptores, Flkl y Fit4 (marcadores especificos de vasos sanguineos) (Thompson y col.
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1998). Dadas estas evidencias se estudi¢ el efecto de la falta de funcion de hif-2a sobre
la expresion de estos genes marcadores.

Usando hibridacion in situ se estudio el efecto de la falta de funcion de hif-2a
sobre la expresion de fIk! y flt4 . Los animales control mostraron que flk/ se expresa en
todos los vasos sanguineos, mientras que fIt4 solo se expresa en las venas, como se habia

descrito anteriormente (Thompson y col. 1998). Al analizar los fenotipos obtenidos por

MO-control B MOhif-2a

Cv

28 hpf|| flk1 28 hpf
C MO-control MOhiIf-2a
cvVv cv
|flt4 28 hpf| |fit4 28 hpf

Figura 12: La falta de funcion de hif-2c afecta la expresion de genes marcadores de vasos
sanguineos. Se microinyectaron embriones de 1 a dos células con MOAif-2ar y fueron fijados a las 28
hpf. Estos embriones fueron analizados por hibridacién in situ y se estudio la expresion de genes
marcadores de vasos sanguineos. En embriones inyectados con morpholino se observé disminucion de
la expresion de flkI y fit4 en vasos intersegmentales (B y D) y en el caso de flkl, se observd ademas
disminucion de su expresion en la vena caudal (CV en B), comparado con embriones inyectados con
morpholino control (A). La region en donde se expresa fIt4 mostré un disminucion, especialmente en
la vena caudal (D) al comparar con embriones inyectados con morpholino control (C). Estos
embriones fueron inyectados con 2-3 ng de morpholino. Se: vasos intersegmentales. CV: vena caudal.
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la inyeccién del MOhif-2a, se observd que en embriones de 28 hpf inyectados con 2
ng/embrion de MOAif-2¢, mostraron que la expresién de flk-1 y flt4 estaba alterada. En
el caso de fIkI, se observé disminucién de su expresion en los vasos sanguineos de la
cola, tanto en los vasos longitudinales (aorta dorsal y vena posterior caudal) como en los
vasos intersegmentales (Figura 12A y B). Asimismo, se observo disminucién de la
expresion de fIk] en la region que irriga la vena caudal en la parte posterior de la cola.
Estos fenotipos. se observaron en el 51 + 14% de los embriones inyectados (n > 100
embriones). En los embriones hibridados con. la sonda para fIt4, se observé también una
disminucién de la expresion de este marcador en los vasos intersegmentales y la region
irrigada por la vena candal mostro una menor extensién (Figura 12C y D). Este fenotipo
fue observado en el 44 + 6% de los embriones inyectados. La falta de expresion de flkl y

fIt4 se correlaciona con lo descrito con el knockdown en embriones tg(fli-egf”’) .

Finalmente, se estudi6 el efecto de MOAif-2a sobre la expresion de Vegf, y para
ello se utilizaron las sondas vegfi2l y vegf{ 65, isoformas de Vegf expresadas en pez
cebra (Liang y col, 2001). En embriones de 28 hpf inyectados con 2 ng de MOhif-2a
mostraron que la expresion de Vegf se encuentra alterada comparado con los controles
respectivos. Para vegfl2I, no se observé la expresién caracteristica restringida a los
vasos intersegmentales (Figura 13 A 'y B). Este fenotipo se observo en el 46 + 5% de los
embriones inyectados. En embriones hibridados con vegfl65 se observo también una
disminucién de su expresién en vasos intersegmentales. Ademas se encontré que la

expresion de este marcador estaba aumentada en el territorio de la vena caudal (Figura
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13 C y D), donde embriones controles no presentan expresion de vegf165. Este fenotipo

se observo en el 56 + 5% de los embriones inyectados.

A MO-control || B MOhif-2a

vegfi21 28 hpf || vegfi21 28 hpf

C MO-control || D MOhif-Za

Figura 13: La falta de funcién de hif-2a afecta la expresién de vegf. Se microinyectaron embriones de | a
2 células con MO#hif-2a y fueron fijados a las 28 hpf. Estos embriones fueron analizados por hibridacion in
situ y se estudio la expresion de las dos isoformas de Vegf en pez cebra: vegfI2] y vegfl65. En embriones
inyectados con morpholino no se observé expresion de vegf/2/ en vasos intersegmentales (comparar A con
B). En el caso de vegf165, se observé disminucion de su expresion en vasos intersegmentales (comparar C
con D). vegf165 también se expresé en la vena caudal en comparacion con embriones controles donde no se
observé expresion (comparar D con C). Estos embriones fueron inyectados con 2 ng de morpholino. Se: vasos
intersegmentales. CV: vena caudal.
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2.4 DISCUSION

La disponibilidad de oxigeno por las células es un factor limitante y es por €so
que la adaptacién de éstas o de organmismos completos a un ambiente hipdxico es
fundamental para su sobrevida. El estudio de genes que regulan esta adaptacion ha sido
importante en los nltimos afios debido a los nexos que podrian tener con patologfas tales
como cardiopatias y céncer (Semenza, 2003). Fl factor de transcripcion Hif-1a ha sido
descrito como el gen maestro en la respuesta a hipoxia, pero ademds se han encontrado
nexos con cancer y desarrollo (Tian y cols., 1998, Peng y cols., 2000, Compernolle y
cols., 2002, Scortegagna y cols., 2003a/b , Semenza 2004). Es asf como también se han
encontrado proteinas homélogas a Hif-1c, tal es el caso de Hif-2a, que ha mostrado
tener funciones mucho mas especificas que Hif-la en el proceso de adaptacion a
condiciones de hipoxia (Uchida y cols., 2004).

El objetivo de esta Tesis fue caracterizar la funcién de Hif-2a en el desarrollo del
pez cebra, dadas las evidencias que cxisten al respecto (Tian y cols., 1998; Peng y cols.,
2000; Compernolle y cols., 2002; Scortegagna y cols., 2003a v b). Especificamente se
pensé que este factor de transcripcion podria participar en la formacién de los vasos
sanguineos (Peng y cols., 2000). Inicialmente se procedi6 a clonar el cDNA de hif-2a de
pez cebra, dado que aun no habia sido clonado. De este modo se identificaron cuatro
clones EST por homologia de secuencia con los cDNAs de hif-2c descritos hasta ese

momento v se procedié a determinar la secuencia completa del mRNA de hif-2c in

silico para asi poder tener la informaci6n necesaria para clonarlo en el laboratorio. La

informacién deducida de la secuencia del mensajero mostr6 una extensién mayor a 3000
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nt, indicando lo largo del mensajero. Al identificar el ORF de Hif-2a, se encontrd que
codificaba una proteina de 832 aminodcidos. Estos datos correlacionan con la
informacion de las secuencias de proteinas ortélogas, que contienen alrededor de 800
residuos aminoacidicos.

Una vez deducida la secuencia de la proteina, se caracterizd, encontrandose la
presencia de todos los dominios especificos de los factores inducibles por hipoxia (HIF).
Se encontraron los dominios bHLH de unidén al DNA y dos dominios de dimerizacion
(PAS-A y PAS-B); también se encontr()i el dominio ODDD (oxigen-dependent
degradaron domain) y los dominios transactivadores TAD-N y TAD-C (Figura 1). Al
comparar la secuencia completa de Hif-2c. deducida con las proteinas ortologas se
encontrd porcentajes de identidad variable, por ejemplo con la proteina humana se
encontrd cerca de un 50% de identidad. No obstante, al analizar sélo las secuencias
proteicas de los dominios caracteristicos de Hif-2c se encontré identidades sobre el
90%, demostrando que correspondian a dominios conservados y sugiriendo la
conservacion funcional de este factor de tr?.nscripcién. Al agrupar las secuencias de
proteinas ortélogas de Hif-2c, se encontraron diferencias debido a los porcentajes de
identidad de las secuencias completas, pero al analizar los datos de la Tabla 1 se observa
que especies alejadas en términos de identidad de secuencia completa, tal como pez
cebra y raton, muesiran conservacion de los dominios funcionales, como bHLH y PAS,
con valores de identidad mayor al 90%, indicando de Hif-2a, que su regulacion es

similar a la de Hif-1o. (Semenza 2004). Por otra parte, la conservacion de la funcién de

este factor de transcripcién también estd ligada a la conservacion de su estructura
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gendmica, 16 exones y 15 mtrones, patron que se ha mantenido en otras especies, como
humano y ratén. La similitud de secuencia de las proteinas Hif de pez cebra, puede
generar diferentes preguntas, por ejemplo si ambas proteinas forman familias diferentes.
Para dilucidar esta problemética, se construyé un arbol filogenético con todas las
secuencias disponibles en ese momento en las bases de datos para Hif-1a vy Hif-2a. Este
arbol filogenético mostré dos ramas principales, agrupando todas las secuencias de Hif-
lat en una rama o familia y las secuencias de Hif-2a en otra diferente, indicando que
ambos genes pertenecen a familias distintas; ésto se confirma al encontrar que ambos
genes mapean en linkage groups (LG) diferentes: LG 13 para Aif~2a y 1.G 20 para hif-
Ia. Estos resultados deducidos a partir de estudios de secuencias, indicaron que el gen
clonado era efectivamente hif-2c.

El siguiente paso en la caracterizaci(')};l de hif-2a fue estudiar su expresion, para
ello se utilizaron dos aproximaciones: RT-PCR e hibridacion in situ. La caracterizacién
de la expresién de hif-2a por RT-PCR mostré que este gen se expresa en todos los
estadio del desarrollo evaluados y en tejidos adultos. Asi mismo, se encontrd que este
gen tenia expresion materna, lo que sugiere que Aif~2a podria participar en procesos
tempranos en el desarrollo, tal como otros genes ya descritos, cuya expresién materna
regula estos procesos, por ejemplo participando en la formacion de ejes en embriones de
vertebrados (Howley y Ho, 2000, Reim y Brand, 2006). Todas estas observaciones de la
expresion de hif-2a coinciden con descripciones hechas para especies como ratén y

humano (Tian y cols., 1997, Wiesener y cols., 2003, Talks y cols., 2004).
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Posteriormente, usando la técnica de hibridacién in situ de embrién completo, se
determind la expresidn de hif-2a en embriones y larvas de pez cebra. Para esto se disefio
una sonda de 814 pb especifica contra una regién de hif-2a que tuviera un minimo de
identidad con Aif-1¢, debido a la conservacion de los dominios funcionales de HIF. La
regién utilizada para el disefio de esta sonda fue el extremo carboxilo terminal, region
donde menor es la identidad entre ambos mRNAs. La hibridizacion in situ mostrd
expresion en todos los estadios analizados, confirmandose que este gen tiene expresion
materna También se encontré expresién ubicua hasta las 10 hpf. A las 18 hpf la
expresion se restringio hacia ventral. En estadios posteriores a 24 hpf se observd mayor
expresion en la cabeza, como en los ventriculos, pero en general no se observaron
regiones expecificas, aunque de todas maneras se sugiere que hif~2a tendria una funcién
en el desarrollo de este territorio, lo que no estd descrito en la literatura. También se
observé expresion en notocorda a partir de las 48 hpf, sugiriendo que la funcién que
tendria hif-2a en notocorda seria, por lo tanto tardia dado que la notocorda ya se
encuentra formada en este estadio (Talbot y cols. 1995). Se sabe que la notocorda juega
un papel importante en la formacién de loslvasos longitudinales del pez cebra (aorta
dorsal y vena posterior caudal), debido a la expresion de sonic hedgehog (Sh#), un
morfégeno que estimula la expresion del factor de crecimiento endotelial vascular (Vegf)
en os somitos (Lawson y col, 2002), induciendo la diferenciacion arterial y cuyo efecto
aun se puede apreciar en el estadio de 48 hpf, aunque los vasos longitudinales son los
primeros que se forman, a las 24 hpf (Isogai y col, 2003). Por tanto esta observacion

sugiere que Aif-2c no tendria una funcién en la formacion de la notocorda ni de los
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vasos longitudinales en el pez cebra, no obstante, la expresion tardia de hif-2a en esta
estructura sugiere que su expresion podia estar asociada a la formacion de los vasos que
se forman mds tardiamente.

De acuerdo  lo descrito en nuestro laboratorio (Rojas y col. 2007), la expresién
de hif-l1a 'y hif-2a son complementarias en diferentes estadios. En estadios anteriores a
48 hpf solo se expresa hif-Ia en la notocorda, mientras que a las 48 hpf se reprime la
expresion del mRNA de hif-Jo y se expresa hif-2 . Esta observacion corrobora el hecho
que estos genes pueden tener funciomes complementarias, pero no necesariamente
redundantes. En este sentido, la diferencia de fenotipos observada entre los modelos
knockout de hif-la y de hif-2c, sugieren que las funciones de estos genes son no-
redundantes (Iyer y cols. 1998, Ryan y cols. 1998, Tian y cols. 1998, Peng y cols. 2000,
Compernolle y cols. 2002, Scortegagna y cols. 2003a/b). Existen evidencias adicionales
que indican que estos genes podrian tener una funcién complementaria, como se ha
descrito en modelos murinos embrionarios deficientes de Arnt (Amt™), que muestran
que tanto #if-1a como Aif-2 son necesarios para la formacién de la placenta y para el
desarrollo normal del trofoblasto (Cowden Dahl y cols. 2005). No obstante, en lineas
tumorales como las de carcinoma renal (RCC) se ha descrito que genes pro-tumorales
como algunos factores de crecimiento, son regulados positivamente por Hif-2a, mientras
que genes proapoptéticos son regulados positivamente por Hif-l1a y negativamente por
Hif-2c,, mostrando funciones especificas y ;11gunas veces opuestas para ambos genes

(Raval y cols. 2005).
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En estadios tardios del desarrollo del pez cebra se observo expresion de hif~2a en
vasos sanguineos, a partir de las 24 hpf. Esta observacion sugiere que este factor de
transcripcién podria tener una funcién importante en el desarrollo de éstos, como ocurre
en ratén (Tian y cols. 1998, Peng y cols. 2000, Compernolle y cols. 2002). Como sc
menciona mds arriba, el proceso de formacién de vasos sanguineos estd modulado por
vegf y esta descrito que el gen de vegf es blanco transcripcional de Hif-1a (Forsythe y
cols., 1996). Existen evidencias que en la region promotora de vegf se encuentran sitios
HRE (hypoxia-responsive elements) a los cuales, Hif-2o se une al igual que Hif-1a in
vitro (Bma y cols. 1997). Por este motivo se podria esperar que Hif-2a. también fuera
capaz de modular la expresion de vegf in vivo Por otra parte, estudios de microarray en
células HEK293T han mostrado que vegf es inducido positivamente por Hif-2c, ademas
de Hif-1o. (Wang y cols. 2005).

Los resultados obtenidos por hibridacion in situ coinciden con lo descrito en
trabajos reportados en embriones de ratén (Jain y cols. 1998), mostrando un patréon de
expresion acotado a territorios especificos en los embricnes y en tejidos adultos (Tian y
cols. 1997). Este hecho significo diferenciar .a hif-2a de hif-1a, cuya expresion es mas
amplia, lo que dio pie a la busqueda de funciones que tendrian ambos genes en la
regulacién de la respuesta a hipoxia. Como ya se menciond, existe similitud en la
estructura y funcién de Hif-lo y Hif-2a, y probablemente en su regulacion, por este
motivo es importante dilucidar si existen funciones especificas o compartidas entre estos

factores.
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En este sentido, una vez deferminado el patrén de expresion de hif-2c, se
procedi6 a estudiar su funcién usando la técnica de falta de funci6n. Para ésto se disefio
un oligonucledtido antisentido (morpholino) especifico contra la region del ATG de Aif-
2q. Para confirmar la especificidad sobre hif-2¢;, se aline6 la secuencia disefiada del
morpholino de hif-2a con la region el mRNA de Aif-! o donde se observo identidad en
s6lo 7 nt, indicando que Ia secuencia del morpholino era especifica para hif-2a. Otro
experimento sugerido para confirmar la especificidad del morpholino es realizar un
western blot contra Hif-1o y determinar que los niveles de esta proteina no disminuyen
en embriones microinyectados con morpholino de hif-2a.

Al microinyectar dosis crecientes de morpholino MO#Aif-2a en embriones de pez
cebra, se observd una disminucién en la tasa de sobrevida en funcion del aumento de la
dosis del morpholino, indicando que la falta de funcion de hif-2a era letal en los
embriones, lo que es avalado por la letalidad observada en modelos de ratones knockout
(Tian y cols., 1998, Peng y cols., 2000, Compernolle y cols., 2002). No obstante, una de
las ventajas de la utilizacién de morpholinos es la posibilidad de modificar Ia dosis
inyectada para obtener fenotipos menos agresivos o leves. Al utilizar dosis de 2 ng de
morpholino/embrién, se observé una tasa de mortalidad cercana al 30%, siendo esta
dosis ]a utilizada en la mayoria de los experimentos de funcion. Utilizando las dosis sub-
letales de morpholinos se observaron fenotipos de defectos en la morfologia general,
mostrando curvatura del embrion y falta casi completa de la cola, igualmente se
observaron defectos en la morfologia de la cabeza. Estos fenotipos se observaron a partir

de las 24 hasta 48 hpf. Asimismo, los fenotipos observados por la falta de funcion de hif-
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2a mostraron ser dependientes de las dosis'microinyectadas. Estos resultados indican
que Hif-2a. podria estar participando en el proceso de estructuras como la cola, sin
embargo, se requicre de més estudios para confirmar esta afirmacion.

Hasta ahora nuestros resultados indican por primera vez que Hif-2o estaria
participando en la formacién de vasos sanguincos en pez cebra, no obstante, estas
evidencias no son concluyentes. De este modo se decidio estudiar el efecto de la falta de
funcién de hif-2aen el desarrollo de los vasos sanguineos del pez cebra. Para ello se
utilizo la linea de peces transgénicos tg(ﬂi:egj?)yl), que expresan GFP especificamente en
células endoteliales bajo el control del factor de transcripcion Flil (Lawson y Weinstein
2002), modelo que ha sido ampliamente utilizado para estudiar la formacién de vasos
sanguineos (Gray y cols., 2007; Kinna y cols., 2006). Con este modelo fue posible
visualizar inmediatamente el efecto de la inyeccion del morpholino de hif-2c sobre la
formacion de los vasos sanguineos. Al estudiar el fenotipo de los embriones inyectados
con el morpholino de Aif-2a se observaron los mismos efectos morfolégicos descritos
anteriormente y al mismo tiempo fue posible determinar que se presentaban defectos en
la formacién de vasos sanguineos, indicande que hif-2a efectivamente participaria en
este proceso. Interesantemente, los vasos sanguincos afectados por la falta de funcién de
hif-2a, fueron especificamente los vasos intersegmentales, observindose ausencia de
estos en los embriones knockdown de Aif-2a. Este efecto mostré también ser dosis
dependiente.

El hecho de que el efecto sobre la formacién de vasos sanguineos sea

exclusivamente a nivel de los vasos intersegmentales sugiere que hif-2a estaria
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participando en alglin paso de la via de angiogénesis, ya que estos vasos son formados
por este mecanismo, al igual que los capilares en mamiferos (Risau y cols. 1997; Childs
y cols. 2002).

Para corroborar que la falta de funcion de Hif-2au afecta la formacion de vasos
sanguineos, se analizé la expresion de genes marcadores de la formacién de Vasos como
son vegf, flk-1'y flt4. Todos éstos se expresan especificamente en el sistema vascular y
han sido descritos como genes esenciales en los procesos de angiogénesis y
vasculogénesis (Habeck y col, 2002, Lawson y cols., 2006). El anilisis de estos
marcadores mostrd que todos presentaban expresion alterada en los vasos
intersegmentales, en los embriones inyectados con el morpholino de Aif:2a, mostrando
una clara disminucion de su expresion. De igual forma, se observo alteraciones en la
expresion de estos marcadores en vasos longitudinales, como la vena caudal (Figura 11),
mostrando aumento del territorio de expresic'n; de estos marcadores., Al analizar el patrén
de expresion de las isoformas de vegf en la vena caudal, que muestran un claro aumento
en su expresion, se observan varias regiones punteadas que al parecer no serian parte de
la vena caudal. Al comparar con patrones de expresién similares, tal como el marcador
ikaros, es probable que sean hemangioblastos (Patterson y cols. 2005). De acuerdo a
estudios reportados en pez cebra, el defecto principal descrito en los mutantes de fk-1 es
la ausencia de vasos intersegmentales, similar a lo observado en los embriones
morfantes de hif-2a (Habeck y col, 2002)..En estos mismo mutantes se observaron
defectos en la expresidn de las isoformas de vegf en pez cebra, vegfi21 y vegfl65, un

gen esencial para la formacién de los vasos sanguineos, en especial durante la
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angiogénesis. Como ambas isoformas se vieron afectadas en los embriones inyectados
con el morpholino de hif-2a se puede deducir que Hif-2o. estarfa rio artiba de vegf.
Anteriormente se describi6é que Hif-1a también era capaz de afectar la expresion de vegf
y como experimentos futuros se podria estudiar si esta protefna es capaz de actuar
sinérgicamente con Hif-2¢t o incluso si puede rescatar en parte su funcion. Para resolver
esta interrogante se deberia disefiar un experimento donde se rescate la falta de funcién
de hif-2c con el mensajero de hif-1c.y viceversa.

Respecto al solapamiento de funciones entre ambos factores HIF, hasta ahora no
existen evidencias que la funcién de Hif-la sea compensada por Hif-2a, observandose
en estudios in vitro en células tratadas con RNAs de interferencia especificos contra
HIF-1a, que la expresion de genes inducidos por hipoxia no es afectada por HIF-2a y
viceversa (Hu y cols., 2003, Sowter y cols., 2003). Por otra parte, sélo se ha encontrado
que Hif-2e puede unirse a sitios HHRE en el promotor de Vegf por medio de ensayos de
EMSA, en modelo de ratén, donde se sugiere que esta unién podria ser funcional in vivo
(Ema y col, 1997), lo que atin no ha sido corroboradoe in vivo.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo se puede concluir que hif-
2¢ estaria participando en el desarrollo del pez cebra, dada las evidencias que existen al
respecto por trabajos en ratones K.O. y dada la baja tasa de sobrevida que se encuentra
al microinyectar embriones con dosis de 2 ng/embrién de morpholino de hif-2¢, es
probable que este factor de transcripcién juegue un papel importante en alguno de los
mecanismos que definen el desarrollo temprano del pez cebra. Adicionalmente, a partir

de los estudios de falta de funcién con dosis menores de morpholino de Aif-2a se podria
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plantear que es probable que éste factor participe en el proceso de angiogénesis, dado
por los defectos observados en los vasos intersegmentales y que ademds muestran
defectos similares a los reportados en el mutante de fIk7 (Habeck y col, 2002).

Los resultados discutidos hasta el momento confirman la hipétesis planteada para
esta Tesis, sin embargo, seria interesante estt}diar la funcién de Hif-1x en la formacién
de los vasos sanguineos en pez cebra y estudiar el posible efecto sinérgico que podria
tener actuando con Hif-2¢.. Hasta ahora tenemos evidencias que la falta de funcién de
Hif-1a. también afecta el desarrollo de vasos sanguineos y ademéas esta descrito que
también se expresa a nivel de mensajero en vasos sanguincos durante el desarrollo del
pez cebra (Rojas y col, 2007, datos no publicados). Otro punto importante a considerar
es el mecanismo de accion de estos factores de transcripeién, que son activos solo si
dimerizan con Hif-1p, por lo que la expresion del mensajero no indica necesariamente
que sean activos en los tejidos en que se expresan. Para ello en nuestro laboratorio se
estédn disefiando anticuerpos contra Hif-la y Hif-2a0 de pez cebra, que seran de gran
utilidad para estudios futuros.

Hasta ahora se ha discutido el efecto de la falta de funcién de hif~2a sobre la
formacién de vasos sanguineos, un evento tardio en el desarrollo del pez cebra (Childs y
cols. 2002), pero ademas se deben considerar los eventos tempranos que definen los
territorios que dardn origen a los precursores de los vasos sanguineos (Childs y cols.
2002). Para ello es necesario realizar mds experimentos de falta de funcién, utilizando

genes marcadores que participen en eventos tempranos del desarrollo y corroborar

54




algunos resultados no mostrados en este trabajo que indicarian alteracion de algunos

marcadores tempranos del desarrollo del pez cebra.
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2.5 CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos y en relacion a la hipétesis planteada, se
puede concluir que Aif-2a participa en el desarrollo del pez cebra y en la formacion de
los vasos sanguineos. Al mismo tiempo es necesario realizar experimentos de rescate del
fenotipo morfante de hif~2c. Por otra parte, es necesario confirmar si los fenotipos
observados en la formacion de los vasos 'sangufneos son consecuencia de eventos
tempranos del desarrollo. Asimismo cabe destacar que debido a lo poco que se sabe de
la funcidén de hif-2c en el desarrollo, el pez cebra seria un buen modelo de estudio, lo
que permitiria dilucidar funciones de hif-2a que no son posibles de estudiar en otros

modelos como knockout o cultivos celulares.
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