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Abstract

Epithelial tissue is comprised of a cellular layer of closely attached cells that covers the inside of
organs and surfaces of the body. Although epithelia can differ in structure and function, they share
characteristics like maintaining cellular polarity with three distinct regions: that apical region that
is in contact with the external medium, the lateral region that establishes cell-cell contacts, and
basal region that adheres to extracellular material such as the basal membrane. Intercellular
junctions responsible for regulating epithelial permeability are constituted by the apical junction
complex with tight (TJ) and adherent junctions (AJ). TJ are formed by transmembranal proteins
such as occludin and claudins and scaffolding proteins such as the ZO family. AJ are mostly
comprised of E-cadherin, and scaffolding proteins of the catenin family. The actin cytoskeleton is
connected to junctions via the scaffolding proteins building the perijunctional actin ring that
provides mechanical stability to the junctions. Actin filaments are generated by different actin
nucleators like the Arp2/3 complex that generates branched actin filament networks. Arp2/3
activation is achieved via different nucleation-promoting factors such as WASP, N-WASP,
WASH, WHAMM, and WAVE; and Arp2/3 inhibition is regulated by proteins such as Gadkin,
Pickl, and Arpin. Arpin is a recently discovered protein that antagonizes WAVE in lamellipodia.
However, the functions of Arpin in epithelia are unknown. In this study, we performed detailed in
silico analyses to understand the intrinsic characteristics that could suggest the participation of
arpin in epithelial barrier regulation. We found that Arpin has an isoelectric point of 5.56-5.6 and
a hydrophilic score of cytoplasmatic proteins. Arpin has different sites of phosphorylation along
its sequence including S2, Y5, S48, S86 which could regulate its cellular functions. Also, arpin
possesses binding sites to the p subunit of the AP-4 complex, and SH2 motif that would allow for
association with the apical junction complex proteins E-cadherin, occludin, and claudins, and an
acidic motive that allows for binding to Arp2/3 and tankyrases. The regulatory sequence of the
ARPIN gene contains putative binding sites for transcription factors such as IRF1, STAT-1, and
Rel-A which could explain the observed negative regulation of ARPIN expression during
inflammation. In summary, these data suggest that arpin is a cytoplasmatic proteins that may also
associate with the apical junction complex under certain conditions to regulate intestinal epithelial
barrier integrity. These in silico data pave the way for the design of appropriate experimental
studies to analyze the mechanisms of how Arpin regulates intestinal barrier integrity in vivo and

in vitro.



Resumen

El tejido epitelial consiste en células estrechamente agregadas que se adhieren firmemente entre
si, formando ldminas celulares que recubren el interior de los 6rganos y cubren la superficie del
cuerpo. A pesar de que los epitelios pueden diferir en estructura y funcién, comparten
caracteristicas como mantener polaridad celular, formando tres regiones: una region apical; que
estd en contacto con el medio externo, una region lateral; que ejerce las uniones célula-célulay la
region basal; que se adhiere a materiales extracelulares como la membrana basal. Las uniones
intercelulares que mantienen la barrera epitelial estan constituidas por el complejo de union apical,
que integra las uniones estrechas incluyendo proteinas transmembranales como ocludina y
claudinas y proteinas de andamiaje de la familia ZO; y las uniones adherentes con E-cadherina, a-
catenina y B-catenina. El citoesqueleto de actina esta conectado a las uniones y forma el anillo
perijuncional que las sostiene. Los filamentos de actina son generados por diferentes nucleadores
de actina, como el complejo Arp 2/3, que forma redes de actina ramificada. Su activacién es
regulada por diferentes factores promotores de nucleacion como los de la familia WASP, N-
WASP, WASH, WHAM y WAVE, mientras que su inhibicién es regulada por proteinas como
Gadkin, Pickl y arpin. Arpin es una proteina recientemente descubierta que antagoniza la actividad
de WAVE en lamelipodios. Actualmente, poco se sabe de su funcion en tejido epitelial. En este
estudio, se realizo el analisis in sillico para conocer las propiedades intrinsecas que podrian sugerir
su participacion en la regulacion de la barrera epitelial. Se encontré que arpin es una proteina
hidrofilica con un punto isoeléctrico de 5.56-5.6 similar a proteinas citoplasmaticas. Arpin presenta
diferentes sitios de fosforilacion a lo largo de su secuencia como en S2, Y5, S48 y S86; que podrian
regular sus funciones celulares. Ademas, posee motivos de unién al dominio p del complejo AP-
4, un motivo SH2 gue podrian generar asociacion con proteinas de unién del complejo apical como
E-cadherina y ocludina, y un motivo acidico que permite la unién con el complejo Arp2/3 y
tanquirasas. La secuencia reguladora del gen arpin presenta sitios putativos de union a factores de
transcripcion como IRF1, STAT1 y Rel-A, que podria explicar que el tratamiento con IFN-y y
TNF-a provoca una disminucion en su expresion. Estos datos revelan que arpin tiene
caracteristicas de proteinas citoplasmaticas, pero que también podria interactuar con proteinas del
complejo de union apical. Ademas, arpin es blanco para modificaciones postraduccionales que
podrian modular su interactoma y su localizacidn. Estas caracteristicas sugieren su participacion

en la regulacién de la barrera intestinal que se investigara experimentalmente en el futuro.



INTRODUCCION

Tejido Epitelial

Los epitelios son tejidos avasculares que recubren las superficies externas del cuerpo y revisten
las cavidades internas cerradas y los sistemas que comunican con el exterior (digestivo,
respiratorio y genitourinario). Las células que integran los epitelios poseen tres caracteristicas
principales: forman uniones intercelulares, tienen polaridad morfologica y funcional (region
apical, region lateral y region basal) y su superficie basal esta adherida a una membrana basal
subyacente. Los epitelios se clasifican con respecto a la cantidad de estratos celulares (simples y

estratificados) y la forma de las células mas superficiales (planas, cubicas y cilindricas) [1].

Los epitelios sirven como barrera entre el contenido luminal y el tejido intersticial subyacente. Los
epitelios también regulan el transporte de agua, nutrientes e iones; garantizando una homeostasis
del microambiente. Para funcionar como barrera, las células epiteliales estan conectadas por tres
estructuras intercelulares: uniones estrechas (UE), uniones adherentes (UA) y desmosomas (figura
1).
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Figura 1.- Principales uniones y proteinas transmembranales en los epitelios. Se muestran las principales proteinas
transmembranales en las uniones del epitelio intestinal, asociadas a uniones estrechas, uniones adherentes y desmosomas. Tomado
de Turner 2009 [2].



El complejo de unidn apical, integrado por las uniones estrechas y las uniones adherentes, juega
un papel fundamental en la regulacion de la barrera epitelial ya que rodea la porcion apical de las
celulas epiteliales adyacentes promoviendo la estabilizacion del epitelio; y define las propiedades
de la barrera transepitelial: 1) la funcion de compuerta, que determina la polaridad de las células
epiteliales; 2) la funcion de sefializacion, que afecta vias reguladoras; y 3) la funcion de barrera,
que mantiene la integridad del epitelio y controla la permeabilidad epitelial [3] [4]. Su estabilidad
es mantenida gracias a la su conexién con el anillo actomiosina perijuncional constituido por F-
actina y miosina Il no muscular. El anillo actomiosina perijuncional esta ubicado adyacente a las
UE y UA, y conectado a las proteinas de andamiaje del complejo de unidn apical. Mientras que
los desmosomas median la adhesion intercelular y la comunicacion entre las células epiteliales

adyacentes [5].

Las uniones estrechas estan conformadas por una red compleja de proteinas transmembranales
(incluyendo ocludina, claudina-1,-2,-3,-4,-5,-8,-15 y moléculas de adhesion de unién “JAMSs”),
que unen células epitelales adyacentes gracias a interacciones homologas entre si [6]. Las
claudinas tienen motivos de unién a dominios GUK y PDZ, respectivamente, que se unen a
proteinas citosolicas de andamiaje de la familia zonula occludens (ZO) [7], que conectan al
citoesqueleto de actina a través de proteinas de union a actina, asi como a través de su dominio de

union actina en su extremo carboxilo terminal [8] [9] [10].

Las uniones adherentes se sitian debajo de las uniones estrechas, y estan caracterizadas por
mantener la unién entre célula-célula de 10-20 nm. La principal proteina transmembranal de las
UA es E-cadherina, una glicoproteina dependiente de Ca?* [11] que posee en su lado carboxilo-
terminal el dominio yuxtamembranal (JMD) donde se une p120-catenina y el dominio de union a
catenina (CBD) donde se une directamente B-catenina [12] [13] [14] [15], la cual se une a a-
catenina que se conecta a filamentos de actina u otras proteinas citoplasmaticas (vinculina, o-
actinina, complejo Arp2/3, forminas), que ayudan a la formacién del anillo de actomiosina
perijuncional, el cual mantiene estabilizado el complejo de union apical [16].



Participacion del complejo de union apical en la regulacion de la barrera epitelial intestinal
durante salud e inflamacion

La monocapa epitelial del intestino es una barrera selectiva que permite la absorcion de nutrientes
y electrolitos, ademas, protege los tejidos subyacentes de la infiltracion de antigenos y bacterias
presentes en el lumen. La alteracion de esta barrera se ha asociado con la enfermedad inflamatoria
intestinal (EIl), sin embargo, ain no se conocen por completo los mecanismos que causan estas

alteraciones.

El epitelio del sistema gastrointestinal es una capa unica de células columnares que requiere de
una regulacion estricta en la expresion, distribucion y funcién de las proteinas del complejo de
unién apical para regular el paso especifico de iones y macromoléculas. Esta regulacion es
conferida por el transporte paracelular y el transporte transcelular (difusion pasiva, transcitosis y
transportadores). Dentro del transporte paracelular, la participacion de las uniones estrechas es
relevante debido a las caracteristicas intrinsecas que poseen tanto ocludina y claudinas. Ocludina,
a través del dominio occludina/ ELL de bobina en espiral C-terminal (OCEL) genera la regulacion
de la selectividad por tamafio que permiten el paso de macromoléculas [17]. Claudinas regulan la
selectividad idnica determinada principalmente por los residuos de aminoacidos presentes en su

primer dominio extracelular que permiten la formacion de poros [3].

Usando células knock-down de ocludina, con las que se evalué el flujo paracelular de
macromoléculas, se demostrd que su eliminacion aumentd el flujo de moléculas desde 2.9 A hasta
36 A de radio y que el dominio OCEL (del inglés, Occludin C-terminal coiled-coil /ELL domain)
es necesario para mantener interacciones entre occludinay ZO-1 vy estar localizada en las uniones
estrechas [18], [17]. La ocludina presenta fosforilaciones en residuos de treonina (T403 y T404)
que permite su localizacion en las uniones estrechas, mientras que la desfosforilacion en residuos
de serina (S408) reduce la permeabilidad paracelular estabilizando su interaccién con ZO-1,
debido a que en ensayos de union de proteinas in vitro se demostro que la fosforilacion de S408
dada por la proteina cinasa CK2 reduce la interaccion entre ocludina y ZO-1 provocando aumento
de la permeabilidad paracelular, mientras que al inhibir la funcion de CK2 hubo un aumento en la

union ocludina-ZO-1 y una disminucion en la permeabilidad paracelular [19] [20] [21].

Las claudinas son proteinas que poseen cuatro dominios transmembranales y dos bucles

extracelulares, siendo el pimero hidrofobico que determina la selectividad paracelular cationica o



anionica [22] [18] y su funcion formadora de poro. Actualmente se han descrito 27 claudinas que
se expresan en los tejidos con una distribucion heterogénea espacio-temporal de las diferentes
claudinas en el tracto gastrointestinal [23] [24], otorgando asi propiedades fisioldgicas diferentes
en el espacio paracelular a lo largo del intestino. Por ejemplo, las claudina-1, -3 y -4 participan en
la formacion de barrera; manteniendo la integridad de las uniones estrechas en el colon mientras
que claudina-2 y claudina-15 fungen como formadoras de poro; regulando el transporte paracelular
de Na*y agua [9]. La formacion de poro es dada por la repulsién de cargas por residuos de igual
carga en el ECL1 (del inglés Extracellular Loop 1), mientras que la formacion de barrera se da por
la atraccion de diferentes cargas dados por diferentes residuos en el ECL1. El segundo bucle causa

estrechamiento de la hendidura paracelular [25].

Tanto JAM-A'y JAM-C se expresan en células epiteliales intestinales y su fosforilacion en la serina
284 y serina 281 son requeridas para que se localicen en las uniones estrechas, respectivamente
[26]. La funcion de JAM-A en la barrera epitelial del colon se analizd en ratones JAM1™,
observando que su eliminacion desencadena un aumento de infiltrado leucocitario en la mucosa
del colon, y un aumento en la permeabilidad para macromoléculas e iones, debido a un aumento

en la expresion de claudina-10 y claudina-15, caracterizadas por ser formadoras de poro [27].

Las proteinas ZO (ZO-1, ZO-2, Z0O-3) son proteinas de andamiaje que proporcionan una base para
el ensamblaje de proteinas en la superficie citoplasmatica de las uniones intercelulares, asi como
generar un enlace entre las proteinas integrales de la membranay la F-actina. Esta base estructural
es conferida por los diferentes dominios que poseen; PDZ (PSD-95 / Dlg / ZO-1) (PDZ1-3),
dominio SH3, dominio GUK (del inglés Guanylate kinase), dominio variable (U1-U6) y dominio
ABR (del inglés Actin Binding Region). Su participacion en la estabilizacion de las uniones
estrechas se da mediante el dominio PDZ-1 que es un sitio de unién con las claudinas, mientras
que el dominio PDZ-3 se une a las JAMs. El dominio GUK une a las ocludinas. A su vez, las tres
proteinas ZO pueden interconectarse gracias al dominio PDZ-2, y debido a que las tres proteinas
Z0O poseen dominio SH3 y ABR pueden realizar interconexion con proteinas de unién a actina o
directamente con F-actina, estableciendo la localizacion y estabilizacion de ZO-1, ZO-2 y ZO-3
en las uniones estrechas [28]. Se ha reportado que el IFN-y genera una mayor disminucion en la
expresion y estabilidad de ZO-1 comparado con ZO-2, a su vez, se ha sugerido que debido a la

disminucion de expresion de ZO-1 la localizacion de ZO-2 y ocludinas se ve disminuida en las



uniones estrechas, ademas, se determind que la disminucion de ZO-1 y la dinamica del
citoesqueleto de actina, ocasiona dafio en la integridad de las uniones estrechas, sin embargo, hay

una recuperacion de ambas al remover IFN-y, induciendo la reorganizacion de las UE [29].

Las uniones adherentes, mantienen la asociacion fisica entre las células, la regulacion del
citoesqueleto de actina, las vias de sefializacion intracelular y la regulacion transcripcional. La
union entre células se da porque E-cadherina puede generar interaccion con E-cadherinas de la
célula vecina a través de sus dominios extracelulares. La estabilidad de E-cadherina implica, tanto
su asociacion hemofilica con E-cadherinas de la misma célula como su asociacion con el complejo
de cateninas que a su vez, estas Ultimas pueden interactuar con filamentos de actina que le permite
mantener todo el complejo estable, sin embargo, bajo contexto inflamatorio, E-cadherina se
endocita, lo que conlleva a la perdida de las uniones interepitelial y un aumento en la permeabilidad
[30].

La barrera intestinal epitelial es comprometida por infecciones, enfermedades inflamatorias
intestinales (colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn), sindrome del intestino irritado, asi como
cancer. Las enfermedades inflamatorias intestinales (EII) tienen una causa multifactorial que
provocan episodios repetitivos de inflamacion, debido a que las células activadas del sistema
inmunoldgico montan una respuesta Thl con la liberacion de una amplia gama de citocinas
proinflamatorias, asi como el aumento del reclutamiento leucocitario, generando un cambio en la
expresion de las proteinas de uniones y cambios en la permeabilidad epitelial. En muestras de
pacientes con Ell se han encontrado altos niveles de TNF-a e IFN-y, las cuales tienen un papel
importante en la disrupcion de las uniones intercelulares por internalizacién de proteinas de UE y
UA 'y por ende la desregulacion de la permeabilidad epitelial [31] [32]. También, se ha encontrado
un aumento en IL-13, que provoca un incremento en la expresion de claudina-2, asi aumentando
el flujo de iones [33] [34]. Ademas, el TNF-a induce apoptosis en el epitelio mediado por el
receptor TNFRL1, por lo tanto, la integridad de las monocapas del epitelio intestinal se ve afectado,
provocando un aumento del flujo paracelular y transcelular (figura 2). Se ha reportado que la
liberacion de elastasa de neutréfilos promueve la escision de E-cadherina, contribuyendo también
a la disrupcién de las uniones adherentes aumentando el espacio paracelular, provocando aumento
en la permeabilidad epitelial [35]. Es importante tener en cuenta que los cambios de expresion de

las claudinas en una respuesta inflamatoria generan un cambio en las propiedades de barrera,



debido al reemplazo de claudinas formadoras de barreras con claudinas formadoras de poros,
influyendo en el movimiento de iones y fluidos a través de las células. Por ejemplo, el IFN-y
promueve la endocitosis de claudina-1, mientras que TNF-a e IL-13 aumentan la expresion de
claudina-2 [8].

No obstante, se han reportado mecanismos regulatorios que tratan de compensar la pérdida de la
funcion de la barrera epitelial, como la extrusion de células epiteliales apoptoticas, que consiste en
la formacion de un anillo de actomiosina que se contrae tanto en la célula apoptotica como en las
células adyacentes para permitir la expulsion de la célula apoptotica de la monocapa y asi mantener
el epitelio intacto. Se sabe que las células vivas en contacto directo con las células apoptéticas
experimentan un alargamiento en la direccion de la célula apoptética mediado por E-cadherina que

previene la disrupcién de las uniones durante este proceso [36] [37].
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Figura 2.- Permeabilidad de las células epiteliales intestinales durante la homeostasis y enfermedad intestinal inflamatoria.
A laizquierda se muestra la regulacion de la permeabilidad del epitelio intestinal por el flujo paracelular de iones y macromoléculas
en condiciones basales. Del lado derecho se muestra que la presencia de citosinas inflamatorias como TNF-a genera un aumento
de la permeabilidad de macromoléculas, mientras que la IL-13 genera un efecto adverso aumentando la expresion de claudina-2,
aumentado asi el flujo de iones. Ante un proceso inflamatorio se genera apoptosis generando mayor disrupcion de barrera. Tomado
y modificado de Odenwald y Turner (2016). [8]

El TNF-o promueve la endocitosis de ocludina y claudinas generando un aumento del flujo
paracelular [38] [39], sin embargo, hay reportes donde demuestran que la ausencia de ocludina no
afecta el flujo paracelular. Este hallazgo ha sido evaluado en diferentes lineas celulares, asi como
utilizando nuevos enfoques experimentales como “Sandwich assay”, que permite la localizacion
de moléculas trazadoras a través del lado apical-basal, basandose en una interaccion avidina-
biotina. Los dextranos biotinilados y fluorescentes se unen a la avidina colocada basolateralmente

durante el paso paracelular, permitiendo una visualizacion mas especifica de la localizacion de
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macromoléculas por tiempo y espacio, [40]. También, se reportdé que en ratones knock-out de
ocludina ante el estimulo de TNF-a se generd una proteccion del epitelio por una disminucion de

la expresion de caspasa-3 evitando asi la apoptosis epitelial [41].

Como se menciond previamente, la participacion del citoesqueleto de actina en la integridad
epitelial es importante, y estimulos inflamatorios generan cambios en la dinamica del citoesqueleto
de actina y como consecuencia una desestabilizacion del complejo de unién apical como se

describe en detalle en seguida.

Funciones del citoesqueleto de actina en los tejidos epiteliales.

El citoesqueleto de actina se forma a partir de subunidades monoméricas globulares (G-actina) que
polimerizan para formar una estructura de dos hebras filamentosas conocida como F-actina. Dicha
polimerizacion se genera a partir de la activacion de la G-actina por Mg?* que desencadena un
cambio conformacional necesario para dar comienzo a la nucleacion de mas monémeros de G-
actina y generar alargamiento del filamento de actina. La forma que adquiere la F-actina depende
de las proteinas de unién a actina, las cuales pueden generar redes de F-actina, F-actina ramificada,
F-actina no ramificada y haces de actina contréctiles en células no musculares (fibras de estrés)
[42].

En las células epiteliales, el citoesqueleto de actina proporciona estabilidad y forma a la célula,
gracias a la presencia de F-actina cortical organizada en una malla ubicada alrededor del complejo
de unidn apical. En la region apical maltiples filamentos se organizan en la misma orientacion para
la formacion de microvellosidades (en células epiteliales transportadoras como del intestino y
rifdn), mientras que en la region apico-lateral se genera el cinturdn circunferencial conocido como
anillo de actomiosina perijuncional ubicado adyacentemente al complejo de unidn apical. Este
anillo de actomiosina perijuncional mantiene interaccion con las proteinas del complejo de unién
apical estables, debido a que F-actina interactua directamente con ZO-1, el cual interactla con
proteinas de UE y UA, lo que le da estabilidad a la barrera epitelial [43] [44] [45].

En condiciones normales, la F-actina y la G-actina mantienen un equilibrio dinamico para la
formacion de estas estructuras. Sin embargo, cuando se rompe este equilibrio, la funcion de barrera
se dafia. Ante estimulos inflamatorios la estructura de la F-actina perijuncional junto con el
desanclaje del complejo de union apical ha sido evidente en células epiteliales del colon,

observando una reorganizacion de la F-actina perijuncional formando estructuras contractiles

7



como fibras de estrés. Las células epiteliales expresan miosina no muscular tipo 11 (NM-I1), la cual
se une a los filamentos de actina debido a las fosforilaciones en su cadena ligera reguladora en los
residuos de serina 19, y treonina 18 [46]. Se ha determinado que TNF-a e IFN-y aumentan la
expresion de la cinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK), asi como la cinasa ROCK, que
conllevan a una hiperfosforilacion de NM-11. NM-11 se ensambla en filamentos bipolares a través
de interacciones entre sus dominios alargados. Estos filamentos se unen a la actina a través de sus
dominios de cabeza y la actividad de ATPasa de la cabeza permite un cambio conformacional que
mueve los filamentos de actina de manera antiparalela, proceso regulado por la fosforilacion de
las cadenas reguladoras de miosina [32] [47]. Este suceso se ve atenuado por la desfosforilacion
de las cadenas ligeras reguladoras de NM-Il mediante la fosfatasa de cadena ligera de miosina

(MLCP); que inhibe la formacion de puentes cruzados de miosina con actina [48].

La participacion de diferentes proteinas nucleadoras juegan un rol importante en la regulacién de
la dinamica del citoesqueleto de actina, la formacion de anillo perijuncional y por ende la
estabilidad del complejo de unién apical. Esta dindmica es regulada por diferentes nucleadores de
actina como el complejo Arp2/3 que tiene la caracteristica de generar redes de actina ramificada.

Complejo Arp2/3

El complejo Arp2/3 fue identificado al coinmunoprecipitar con profilina como un conjunto
proteico de siete subunidades en Acanthamoeba castellani [49]. Este complejo esta muy
conservado entre especies y genera la red de filamentos de actina ramificada responsable de

generar una fuerza para la formacidn de protuberancias de las células eucariotas moviles.

El complejo Arp2/3 esta conformado por dos proteinas tipo actina 2 y 3, asi como 5 subunidades
(ARPCL1-5) que sirven de andamiaje al complejo. La estructura cristalina del complejo Arp2/3
bovino revel6 que las subunidades ARPC2 y ARPC4 forman un sitio en el cual las subunidades
Arp2 y Arp3 se anclan, y las subunidades ARPC3, ARPC5 y ARPC1 se encuentran alrededor de
las proteinas Arp2 y Arp3 (Figura 3). Arp3 y Arp2 tienen 42 y 19 residuos de aminoacidos extra
que la actina, respectivamente, y tienen la mayoria de los residuos de aminoacidos que interacttan
con el trifosfato de adenosina (ATP) en la actina, que le permite la nucleacién de actina, asi como
brindarles afinidad a los factores promotores de nucleacion. Los residuos glicina 46, cisteina 54,
valina 347 y leucina 358 que poseen los subdominios 3y 4 de Arp2 ,y residuos de tirosina 325 a
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glutamina 335 de los subdominios 2 y 3 de Arp3, son de importancia para mantener contacto con
las subunidades ARPC5, ARPC3 y ARPC2 del complejo Arp2/3 para generar el sitio donde se
unirdn los activadores o inhibidores del complejo. Cuando el complejo se encuentra en una
conformacidn inactiva, las subunidades Arp2 y Arp3 se encuentran alejadas, mientras que, cuando
el complejo se activa estas dos subunidades se juntan [50]. Una vez activo, Arp2 y Arp3 forman
las dos primeras subunidades del filamento hijo, el filamento madre presenta una distorsion que
origina un surco en el cual las hélices C-terminales de ARPC2 y ARPC4 se colocan, ARPC3
estabiliza a Arp3 en el estado activo sobre el filamento madre, ARPC5 mantiene contacto con el
filamento madre y mantiene a Arp2 en el complejo cuando esta activo y ARPC1 mantiene
contactos menores con el filamento madre. Estas interacciones promueven la formacién de
ramificaciones de actina con un angulo aproximado de 70° a partir de filamentos preformados
(“filamento madre”) [51].

Figura 3.- Estructura del complejo Arp2/3. A) Diagrama de listdn de la estructura de cristal del complejo Arp2/3 bovino con sus
subunidades marcadas de diferente color. B) Diagrama de relleno de espacio de la organizacién del complejo Arp2/3; pA0(ARPC1),
p34(ARPC2), p21 (ARPC3), p20 (APRC4), p16(ARPC5). Los subdominios homélogos a la actina de Arp2 y Arp3 se marcan con
los nimeros 1-4. Tomado de Robinson et. al (2001) [50]

La participacion del complejo Arp2/3 en los procesos celulares ha sido estudiado mediante su
inhibicién empleando inhibidores exdgenos, asi como la obtencion de lineas celulares con pérdida
de la expresion génica de algunas de sus subunidades. Cabe destacar que la pérdida de una
subunidad causa la pérdida completa del complejo Arp2/3 funcional que require de todas sus 7

subunidades.

En fibroblastos deficientes de la subunidad APRC3 no se observé la formacion de lamelipodios y
se identificd que tienen una deficiencia para mantener la direccionalidad del movimiento [52].
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Mediante la eliminacién de ARPC2 y Arp2 se evidencio que se requiere al complejo Arp2/3 para
la formacion de lamelipodios para llevar a cabo la haptotaxis, proceso en el cual las células pueden
detectar y responder a los gradientes de la composicion de la matriz extracelular y migrar de forma

direccional [53].

La participacion del complejo Arp2/3 en la integridad de la barrera epitelial ha sido asociada por
la colocalizacion de la proteina activadora de Arp2/3, WAVEZ2, en las uniones adherentes, también
se ha reportado que la delecién de otro activador de Arp2/3, N-WASP, en intestino provoca
alteracion en la estructura de las uniones estrechas; provocando un aumento del flujo paracelular
y disminucién de la resistencia transepitelial , sugiriendo que Arp2/3 podria participar en la
regulacion de las uniones adherentes y estrechas [54] [55]. También, se ha establecido que la
pérdida de ArpC3 afecta la estructura de la epidermis y en los queratinocitos deficientes de
ARPC3, las uniones estrechas se ven onduladas, generando asi una disminucién de la resistencia

transepitelial [56].

El uso de inhibidores exdgenos ha ayudado a conocer el papel que tiene el complejo Arp2/3 en la
regulacién de ocludina en las uniones estrechas. Se ha reportado que el inhibidor farmacolégico
CK-666 es especifico para el complejo Arp2/3 y ejerce su efecto al estabilizar el estado inactivo
del complejo, bloqueando el acercamiento de Arp2 y Arp3 necesario para la activacion del
complejo [57]. Por ejemplo, en células endoteliales microvasculares de cerebro inmortalizadas
(hCMEC/D3) se observo que la metanfetamina induce una disrupcion de las uniones estrechas,
debido a la endocitosis de ocludina y al incremento en las fibras de estrés. Al usar el inhibidor
farmacoldgico CK-666, se encontrd una reduccion en la endocitosis de ocludina y una reduccion
en la formacion de fibras de estrés. Adicionalmente, ensayos in vivo revelaron que el
pretratamiento con el CK-666 tuvo un efecto protector contra la metanfetamina, evitando un
incremento en la permeabilidad de la barrera hematoencefalica, demostrando asi el importante
papel del complejo Arp2/3 en la dindmica de ocludina y en el mantenimiento de la barrera
hematoencefalica [58]. Sin embargo, el uso de CK666 en monocapas de la linea celular MDCK
debilitd las uniones adherentes debido a que la formacion de lamelipodios se interrumpio, y se ha
visto un incremento en la permeabilidad epitelial, lo que sugiere que el complejo Arp2/3 participa

en la regulacion de la barrera epitelial [59] [60]. Esta discrepancia en los resultados merece
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aclaracion, empleando mas estudios para elucidar como Arp2/3 afecta las uniones bajo ciertas

condiciones.

El complejo Arp2/3 por si solo es un activador débil para ramificar los filamentos de actina, por

lo tanto, para su completa y efectiva activacion requiere de factores promotores de nucleacion.

Factores promotores de nucleacion

Los factores promotores de nucleacion (NPF, por sus siglas en inglés, nucleation-promoting
factors) son proteinas caracterizadas por su carboxilo-terminal que contiene tres motivos
peptidicos cortos; conocido como WCA o VCA (figura 4). EI motivo acidico (A) se une al
complejo Arp2/3, el motivo central (C) genera el cambio conformacional de activacién dentro del
complejo y el motivo WH2 (WASp-homology 2) une la G-actina, acercadndosela al complejo
Arp2/3 'y promoviendo asi el inicio de la formacion de las ramas de actina [61]. EI amino-terminal
tiene un papel de regulacion al determinar cuando el motivo WCA se encuentra oculto (inactivo).
Cuando las proteinas pequefias GTPasas, cinasas o fosfatidilinositol bajo diferentes contextos, se
unen al amino-terminal bajo diferentes contextos; el motivo WCA es expuesto y, por tanto, puede
unirse al complejo Arp2/3 [62]. Ademas, este dominio define las diferentes familias de NPF que
se ubican en los distintos compartimentos subcelulares. Los NPF se han clasificado en clase | y
clase Il; la clase | se conforma por proteinas de la familia WAVE, la familia N-WASP, la familia
WASH vy la familia WHAMM; mientras que en la clase Il se encuentran cortactina y HS-1,
caracterizandose por tener solamente el motivo acidico en el extremo amino-terminal y por carecer
del motivo WH2 para unirse a la G-actina (figura 4) [61] [62]. Se sabe que WAVEZ2 y el complejo
Arp2/3 participan en la nucleacion de actina en las uniones adherentes y que son necesarios para
mantener la unién y tension contractil [54]. N-WASP asegura el mantenimiento homeostatico de
los filamentos de actina en los anillos apicales de actina de manera independiente al complejo
Arp2/3 ya que estabiliza los filamentos nacientes y permite su incorporacion a los anillos apicales
[63].
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Figura 4.- Organizacién de los diferentes activadores del complejo Arp2/3. Las proteinas estan clasificadas acorde a la
localizacion del dominio acido (A). Todos los activadores de Clase | contienen su dominio WCA en el extremo carboxilo-terminal
con el que activan al complejo Arp2/3, mientras que los activadores de Clase Il poseen el dominio acido en el extremo amino-
terminal. Tomado de Campellone y Welch (2010) [62].

Debido a que la ramificacion de actina mediada por el complejo Arp2/3 puede iniciarse por muchos
estimulos, la actividad de este complejo tiene que estar estrictamente regulada para evitar un
exceso de polimerizacidn de actina. Esta regulacion se logra a través de proteinas inhibitorias que
se unen directa o indirectamente al complejo Arp2/3. Para tal fin las células expresan ciertas
proteinas inhibitorias como pickl, gadkin, coroninas y arpin. Estos inhibidores se encuentran
localizados en diferentes dominios subcelulares, por lo que se cree que su funcién es

compartamentalizada.

Proteinas inhibitorias del complejo Arp2/3

Pickl
Su nombre deriva al estar asociado con la C-cinasa-1 (del inglés protein interacting with C-kinase-

1). En su amino-terminal posee un dominio PDZ mientras que en el carboxilo-terminal un dominio
BAR y un motivo acidico (figura 5), con los cuales mantiene la unioén con F-actina y el complejo
Arp2/3, respectivamente [64]. Su actividad inhibitoria por competencia con NPF, es mediada por
la GTPasa Arfl, cuando este Ultimo se une al dominio PDZ [65]. La expresion de Pickl en las
lineas celulares CaCO-2 y MDCK ha sido demostrada, a su vez, en células MDCK colocaliza con
las proteinas del complejo de union apical, B-catenina y JAM-A, sugiriendo que puede tener una
participacion en la regulacion de las uniones estrechas [66], que alun se desconoce.

Gadkin

También es conocido como y-BAR. Es codificado por el gen AP1AR. Esta proteina esta localizada

en la superficie de los endosomas, por lo tanto, en células dendriticas deficientes de gadkin se
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observo que el complejo Arp2/3 se asocia mas con los endosomas y promueve la polimerizacion
de F-actina [61]. Esta asociacion es dada porque gadkin posee un motivo acidico (figura 5) con el
que interactia con el complejo Arp2/3 y lo inhibe por competencia con NPF. En ausencia de
seflales promigratorias, gadkin colocaliza Arp2/3 y el complejo adaptador de clatrina AP-1
previniendo su activacion por secuestro a los endosomas [67]. Se distribuye en el citosol y esta
enriquecido en la region perinuclear colocalizando con el adaptador de clatrina- AP-1 para regular
la dindmica de las vesiculas endociticas [64]. La participacion de Gadkin alin no se ha estudiado
en el epitelio intestinal.

Coroninas

Las coroninas son inhibidores indirectos del complejo Arp2/3, ya que previenen la unién del
complejo a los filamentos de actina, promoviendo la desramificacion de F-actina (figura 5).
Existen siete genes que codifican para 7 diferentes proteinas de coroninas en mamiferos: clase I:
coronina-1A, 1By 6; clase II: coronina-2A y 2B; y clase I1lI: coronina-7 [64]. Se ha encontrado la
expresion de coronina-1B en células epiteliales Caco-2 manteniendo contacto con E-cadherina,
participando en la reorganizacién de los filamentos de actina en las uniones adherentes,
manteniendo la integridad de las uniones, asi como regulando el mecanismo de extrusion de células

epiteliales apoptoticas de la monocapa [37].

Coronin  HN- (u)eg)-coon

PICK1 H,N-== PDZ jm= BAR ) : A J-COOH
Gadkin H,N-—{_cC ) (A} COOH
Arpin  HN { A }-COOH

Figura 5.- Dominios estructurales de inhibidores del complejo Arp2/3. Coronina contiene su dominio f3-propeller en
el extremo amino-terminal que une F-actina mientras que su region Unica (U), que une microtubulos y el dominio CC
(del inglés coiled-coil), que une F-actina y el complejo Arp2/3 se encuentran en el extremo carboxilo-terminal. Pickl
contiene su dominio PDZ, que une proteinas con motivos de union a PDZ tipo Il y su motivo BAR, que une lipidos de
membranas en el extremo amino-terminal. Gadkin posee una region CC (del inglés Coiled-Coil) en el extremo amino-
terminal. Arpin solamente contiene un motivo acidico A. EI motivo acidico de Pickl, gadkin y arpin con que se unan al
complejo Arp2/3 esta en el extremo carboxilo-terminal. Tomado de Chafiez-Paredes et al 2019. [64]
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Arpin

Arpin es una proteina identificada recientemente a partir de un analisis bioinforméatico que mostro
el motivo acidico tipico de los NPF, en el que el triptéfano se encuentra en la antepenultima
posicion (figura 6a). Su extremo carboxilo-terminal tiene el sitio de union a Arp2/3, sin embargo,
no posee los motivos W y C caracteristicos de los NPF. Los andlisis in vitro comprobaron que
arpin es un inhibidor competitivo del complejo Arp2/3 mediante la union del motivo acidico
(figura 6 by c) y co-localizé parcialmente con el complejo WAVE, localizandose en la punta de
los lamelipodios de fibroblastos embrionarios de raton (MEF), junto con Brk1, una subunidad del
complejo WAVE suponiendo que arpin antagoniza la actividad de WAVE?2 (figura 6d). [68].

d. N-WASP : FI DEWEI
WAVE2 s SSEF WS . .
Arpin IREQGDGA W g = e
WASH1 PPQQPQA wes b. Y \5C2

»n
=3
S

Fluo. intensity (a.u.)
2N
8

5 TS~ e T e

Distance (um)

Figura 6.- Arpin inhibe al complejo Arp2/3. a) Alineacion del motivo acidico de NPF del complejo Arp2/3 y arpin. b) Arpin se
une al complejo Arp2/3 a través del motivo acidico; glutation-s-transferasa (GST) pulldown con arpin recombinante de longitud
total (FL, del inglés full-length), con so6lo los ultimos 16 aminoacidos (A), arpin AA sin el dominio acidico, o el dominio VCA de
N-WASP como control positivo. ¢) Ensamblaje de redes de actina ramificada monitoreadas por microscopia TIRF usando actina
marcada con rodamina. Barra de escala, 5um. d) Colocalizacion de arpin con Brkl en lamelipodios de MEFs. Barra de escala 20
pm. Tomado de Dang et. Al (2013) [53].

Estudios de microscopia electronica han sugerido que arpin se une al complejo Arp2/3 en dos sitios
potenciales, uno ubicado cerca de la interfaz de las subunidades Arp3y ARPC2, y el otro cerca de
lainterfaz de Arp2 y Arp3. Arpin podria tener mas afinidad con Arp2 que Arp3, sitio donde estuvo
mas enriquecido. La union de arpin induce cambios en la posicion de la subunidad ARPC2 [69],

que implicaria en la inhibicion de la nucleacidn por competencia con el VCA de WAVE?2.

La participacion de arpin en los procesos celulares hasta la fecha solo se ha atribuido a la inhibicién
del complejo Arp2/3, a través del motivo acidico carboxilo terminal que le permite su union al
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complejo Arp2/3 [68] y en la direccionalidad de la migracion celular, ya que arpin controla la
alternancia entre una fase de migracion activa y una fase "inactiva™ caracterizada por una baja
velocidad y persistencia direccional [70]. Sin embargo, la disminucion de su expresion también se
ha correlacionado con el desarrollo de cancer. En cancer de mama, por ejemplo, la expresion del
MRNA de arpin es reducida en muestras tumorales comparado con tejido paratumoral o tejido no
canceroso. Una correlacion entre la expresion de arpin y las manifestaciones clinicas fue evidente,
es decir, mayor el progreso de la enfermedad menor la expresion de arpin [71]. En otro anélisis de
pacientes con cancer gastrico se encontrd la misma correlacion en su baja expresion [72]. Esto
debido a que en condiciones normales es un inhibidor de la migracién celular, sin arpin la funcion

de lamelipodios es continua y como consecuencia aumenta la migracion e invasividad celular.

En células epiteliales Caco2 depletadas de arpin se encontré una disminucién en la resistencia
transepitelial y un aumento en el flujo paracelular (figura 7 a y b) que es debida a una posible
estructuracion ondulatoria de uniones estrechas en ausencia de arpin. Ademas, se observéd que
arpin interacciona con las proteinas de union E-cadherina, claudina-1 y ocludina (figura 7 c y d),
sugiriendo que arpin podria participar en la correcta localizacién de estas proteinas
transmembranales en las uniones estrechas y adherentes. Ademas, usando faloidina, se observo un
aumento de filamentos de actina, asi como, fibras de estrés a lo largo de las células Caco-2

depletadas de arpin (figura 7 e).

Sin embargo, aun se desconocen los mecanismos por los cuales arpin regula las uniones estrechas

y actina.
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Figura 7.- Papel de arpin en las células epiteliales. a) Medicion de la TEER durante la formacién de monocapa de células epiteliales
Caco2 depletadas de arpin (shArpin) y controles (shCtrl) por 8 dias. b) Medicion del flujo paracelular con FITC-dextran (4kD) en
monocapa de células epiteliales Caco2 depletadas de arpin y controles. c) Western blot de la co-inmunoprecipitacion de E-cadherina
reveld que arpin estd presente en las uniones adherentes. d) Western blots de las co-inmunoprecipitaciones de claudina-1 y ocludina
revelaron la presencia de arpin en uniones estrechas. €) Inmunofluorescencia de la ubicacion de los filamentos de actina apical, media 'y

basal en las células Caco-2 de control y con deplecion de arpin, tefiidas con faloidina; n = 4. Barra = 20 mm. Tomado de Chafiez-Paredes
et al 2021 [74]




Justificacion

La barrera epitelial contribuye al mantenimiento de la homeostasis del microambiente intestinal.
Una disrupcion de la barrera causada por inflamacion puede causar dafio tisular y contribuir al
desarrollo de enfermedades inflamatorias intestinales. La integridad del epitelio se da gracias a la
presencia de uniones estrechas y uniones adherentes; constituidas por diferentes proteinas
integrales de membrana que permiten la unién célula-célula, formando asi un sellado estable
epitelial. Este sellado se logra debido a que el citoesqueleto de actina perijuncional ancla a las
proteinas del complejo de unién apical generando una fuerza mecénica que estabiliza el contacto.
El citoesqueleto de actina a su vez es regulado por el complejo Arp2/3. La participacion del
complejo Arp2/3 en la integridad de la barrera intestinal ha sido poco estudiada, tanto en
condiciones basales como en estados inflamatorios, sin embargo, se sabe que WAVE-2, un
activador del complejo Arp2/3, fortalece la unién celular. La regulacion de la activacion del
complejo es controlada por diferentes inhibidores como arpin, un inhibidor recientemente descrito.
Demostramos que arpin se expresa en células epiteliales intestinales y regula la permeabilidad,
pero aun se desconoce si eso se debe a la inhibicion de Arp2/3 o alteraciones en la arquitectura de
uniones estrechas o el citoesqueleto de actina. Tampoco se sabe si arpin controla la migracién de
células epiteliales de colon. Por ende, es importante conocer mas detalles sobre la regulacion de

arpin y posibles funciones que pretendemos estudiar en este trabajo de manera in silico e in vitro.

La bioinformatica es un campo interdisciplinario que desarrolla métodos y herramientas para
generar predicciones que permiten orientar a la respuesta de preguntas bioldgicas como
complemento de los métodos experimentales. Esta disciplina ahora es de gran relevancia dentro
del campo de investigacion ya que facilita el disefio de estudios experimentales. Por ende,
empleamos varias herramientas bioinformaticas para responder algunas preguntas relacionadas a

las funciones de arpin.
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Hipotesis

Arpin es un importante regulador de la barrera epitelial intestinal.

Objetivo General

Analizar las propiedades intrinsecas de arpin que le permiten regular la integridad de la barrera

epitelial.

Objetivos especificos

1. Analizar la expresion de arpin a nivel de mRNA y proteina.

2. Conocer las propiedades fisicoquimicas de arpin que sugieren su ubicacién subcelular.

3. Encontrar posibles modificaciones postraduccionales de arpin que podrian permitir su
participacion en la regulacion de la integridad epitelial.

4. ldentificar dominios proteicos de arpin e interacciones proteicas.

5. Investigar posibles elementos regulatorios del gen de ARPIN que podrian afectar su
expresion durante la inflamacion en el epitelio intestinal.
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Métodos

Analisis in silico

La secuencia proteica de arpin y la secuencia nucleotidica genomica se obtuvieron de la plataforma
NCBI (https://www.nchi.nlm.nih.gov/;Numeros de acceso NP_872422.1 y NM_182616.4).

Con la finalidad de obtener y comparar la expresion de arpin a nivel de mMRNA y proteina, se utiliz6
la base de datos Protein Atlas ( https://www.proteinatlas.org/), la cual tiene el objetivo de integrar
todas las proteinas humanas en celulas, tejidos y érganos; integrando las diferentes “0micas™ que
actualmente se han desarrollado, tales como: gendmica, transcriptomica, protedmica. Estos datos

son compilados por la misma base de datos y clasificados respecto a la dmica de interés.

Para conocer las caracteristicas fisicoquimicas de arpin, se utilizaron las bases de datos Expasy
(https://www.expasy.org/), con sus herramientas ProtParam y ProtScale, asi como, ProtPi
(https://www.protpi.ch/). Expasy es un portal de recursos bioinforméticos del Instituto Suizo de
Bioinformatica (SIB), que brinda acceso a bases de datos y herramientas de software, desarrolladas
por su grupo SIB. Dentro de estas herramientas esta ProtParam, la cual permite la insercion de la
secuencia peptidica que es evaluada por el servidor; y ProtScale que calcula y representa en forma
de grafico bidimensional el perfil producido por cualquier escala de aminoacidos en una proteina
seleccionada. Tanto ProtParam como ProtScale generan los datos a partir de la secuencia de
aminoacidos introducida. Teniendo la secuencia, las bases de datos poseen diferentes escalas que
fueron obtenidas por datos experimentales, esta escala puede ser elegida por el usuario. Una escala
de aminoécidos se define mediante un valor numérico asignado a cada tipo de aminoécido.
Nosotros utilizamos la escala Kyte y Doolittle, que es una escala que mide la hidrofobicidad de
los aminoacidos. Las regiones con un valor positivo son hidréfobas. Esta escala se puede utilizar
para identificar tanto las regiones expuestas a la superficie como las regiones transmembranales,
porque la base de datos da la opcion de elegir el tamafio de ventana, que es la longitud del intervalo
que se utilizara para el calculo del perfil, es decir, el nUmero de aminoacidos examinados a la vez
para determinar secciones de caracter hidrofdbicas. ProtPi calcula el punto isoeléctrico a partir de
la férmula de Henderson-Hasselbalch, que muestra la relacion entre el pH o pOH de una solucion
yel pKaopKby larelacion de las concentraciones de las especies quimicas disociadas a partir
de la secuencia dada.
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Para identificar las modificaciones postraduccionales de arpin, se utilizaron dos bases de datos;
NetPhos3.1 server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) y Phosphosite
(https://www.phosphosite.org/homeAction.action). La primera predice sitios de fosforilacion de
serina, treonina o tirosina en proteinas eucariotas, asi como las cinasas que podrian estar
mediandolo; utilizando conjuntos de redes neuronales, que son un modelo basado en el
funcionamiento cerebral, es decir, es un grupo interconectado de nodos similar a la vasta red de
neuronas en el cerebro bioldgico, que al dar ciertos parametros hay una forma de combinarlos para
predecir un cierto resultado. La segunda base consiste en la obtencion de datos curados, es decir,
la organizacion e integracion de datos recopilados de diversas fuentes, los cuales integra fuentes
de datos de alto rendimiento, consideradas asi porque todos los sitios con modificacion
postraduccionales derivados de espectrometria de masas son probabilisticos por naturaleza
(descubiertos mediante espectrometria de masas); y de bajo rendimiento (se enfoca en solo unos
pocos sitios de modificacion, porque cuando los autores informan sobre sitios recién descubiertos
en dichos articulos sin utilizar espectrometria de masas, estos tienen que ser validados) obtenidos

a partir de la revision de articulos.

Con el proposito de conocer los posibles dominios e interacciones de arpin, se utilizaron las bases
de datos The Eucaryotic Lineal Motiv Resourse for functional sites (ELM) (http://elm.eu.org/) y
Pathway Commons: A Resource for Biological Pathway Analysis
(https://www.pathwaycommons.org/), respectivamente. ELM hace wuna distincion entre
coincidencias que corresponden a motivos validados experimentalmente ya seleccionados y
coincidencias que corresponden a motivos putativos basados en la secuencia. Pathway Commons,
recopila y difunde datos de interacciones y vias bioldgicas. Los datos son recopilados de distintas
bases de datos como Biological Pathway Exchange (BioPAX) y el formato Proteomics Standards
Initiative Molecular Interactions (PSI-MI), y luego se integran. BioPAX, es un lenguaje
compartido para facilitar la comunicacién entre diversos sistemas de software y establecer una
representacion del conocimiento, admitiendo el intercambio de datos entre grupos de datos. PSI-
MI, permite la descripcion de datos de interaccion molecular y facilita el intercambio de datos

entre bases de datos y usuarios sin pérdida de informacion.
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Para conocer si el gen ARPIN posee sitios putativos de unién a factores de transcripcion, se utilizé
la base de datos JASPAR (http://jaspar.genereg.net/), la cual es una base de datos de acceso abierto,
constituida por perfiles de sitios de unién de factores de transcripcion basados en matrices de peso
de posicion (PWM o PSSM), que se define como una matriz, W (b, i) , de nimeros para cada
posible base (b=A, C, Go T) en cada posicion (i =1aL )enun L sitio de union de proteinas.
Dicha matriz proporciona una puntuacion aditiva para cualquier secuencia de longitud (L)

sumando los elementos de W que corresponden a la secuencia.
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Resultados

Arpin se expresa de manera ubicua

Para entender mejor posibles funciones tejido-especificas de arpin, primero analizamos su patron
de expresion. El gen de arpin se ubica en el cromosoma 15 en la hebra anti-sentido del ADN.
Actualmente se desconoce la regulacion transcripcional, es decir, no se conoce la ubicacién de sus
regiones regulatorias cis que la mayoria de los eucariontes poseen; la caja TATA y la secuencia
Inr, que sirven como sitios de union especificos para factores de transcripcion generales para
generar el Complejo de Preinicio de la trasncripcién, caja GC; localizada aproximadamente 100
pb rio arriba de la caja TATA, posibles potenciadores y silenciadores de la funcion génica. (figura
8).

Chromosome 15 - NC_000015.10

[ 59530599 ¢ [90052191 p
ARPIN-AP3E2 ZNF710
AP3S2 MIR3174
RNUG-1111P - LOCLO0421368
HIRS00%
RNU7-111P
ARPTN s

Figura 8.- Contexto genémico de arpin. El gen de arpin se ubica en el cromosoma 15 en la hebra anti-sentido.
Imagen obtenida de NCBI (https://www.nchi.nlm.nih.gov/gene?Db=gene&Cmd=DetailsSearch& Term=348110)

Para conocer como se encuentra la expresion a nivel de mRNA en diferentes tejidos y/u érganos,
se utilizo la base de datos “The Human Protein Atlas”, la cual nos arrojo la compilacion de 3 bases
de datos (GTx, FANTOM 5y FPA), que integran la expresion de arpin a nivel de mRNA. Esta
compilacion primero se normalizé para cada base a TPM (Transcripts Per Kilobase Million), que
mide la frecuencia de transcripcion de un gen especifico, posteriormente fue normalizada a TMM
(trimmed mean of M values), que estima factores de escala entre muestras que se pueden
incorporar en los métodos estadisticos utilizados para el analisis de la expresion diferencial. Esta
normalizacion es necesaria en situaciones en las que la distribucion subyacente de las

transcripciones expresadas entre muestras es marcadamente diferente. Consecutivamente, se
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realizé una escala, los métodos de escala son enfoques de pretratamiento de datos que dividen cada
variable por un factor, el factor de escala, que es diferente para cada variable, su objetivo es ajustar
las diferencias entre los diferentes datos, convirtiendo los datos en diferencias en relacion con el
factor de escala. Utilizaron la escala de Pareto, que utiliza la raiz cuadrada de la desviacion estandar
como factor de escala. Finalmente, los tres conjuntos de datos de transcriptomica se integraron,
mediante la correccion por lotes a traves de la funcion “removeBatchEffect” del paquete R Limma,
y por ultimo, los valores de expresion de la transcripcion resultantes, denominados expresion
normalizada (NX), se calcularon para cada gen en cada muestra. Al realizar la basqueda de la
expresion de arpin, obsevamos que arpin se expresa a nivel de mRNA en todos los 6rganos y/o
tejidos analizados. La base de datos categoriza los resultados como enriquecido (NX cuatro veces
mayor que cualquier otro tejido o tipo de célula), grupo enriquecido (niveles de NX de un grupo
(de 2 a5 tejidos o de 2 a 10 tipos de células o de 2 a 5 regiones del cerebro) al menos cuatro veces
mas que cualquier otro tejido / regién / tipo de célula), mejorado (niveles de NX de un grupo (de
1 a5 tejidos o de 1 a 10 tipos de células o de 1 a 5 regiones del cerebro) al menos cuatro veces la
media de otros tipos de tejidos / regiones / células), baja especificidad (NX > 1), y no detectado
(NX <1). Al analizar la gréfica que agrupa los datos por tejido, érgano y tipo celular (figura 9),
observamos que no hay ningun érgano y/o tejido enriquecido, porque ninguno de ellos presenta
NX cuatro veces mayor que cualquier otro 6rgano y/o tejido. De acuerdo con la categorizacion,
todos los 6rganos y tejidos tienen baja especificidad ya que presentan NX >1. Al analizar por grupo
enriquecido, es decir, que integra diferentes tipos celulares de un mismo érgano y/o sistema
(figura 9), observamos que arpin no esta enriquecido por grupo, ya que ningun grupo de 2 a 5
tejidos presenta NX cuatro veces mayor a los otros grupos. Sin embargo, al hacer el analisis para
la categorizacion de grupo mejorado, encontramos que el grupo del tracto gastrointestinal se
considera como grupo mejorado, ya que, tomando en cuenta la categorizacion, este grupo presenta
un NX de 78.2 (X=15.64), y al hacer la comparativa de NX, es 4 veces mayor la media de cada

grupo, y ningun otro grupo presenta niveles de NX mayor a la media.
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Figura 9.- Conjunto de datos de la expresion a nivel de mMRNA de arpin en diferentes tejidos. La expresion de arpin a nivel
de mRNA de diferentes tejidos obtenida de “The Human Protein Atlas” ( https://www.proteinatlas.org/), Se muestra el conjunto de
datos obtenidos de la compilacion de las bases de datos FATOMS5, GTEX y HPA. Arpin se expresa de manera ubicua. El rectdngulo
punteado indica que el grupo del tracto gastrointestinal es considerado como grupo mejorado, con respecto a la categorizacion que
realiza la base de datos.

Se utilizé la misma base de datos para conocer los niveles proteicos de arpin (figura 10). La

evaluacion de los niveles protreicos, hecha por la base de datos, fue a partir de

inmunohistoquimica, donde cada tejido es examinado para determinar la presencia global de arpin,

y, posteriormente, se anota la inmunorreactividad en los diferentes tipos de células presentes en

los tejidos. Los parametros de anotacion basicos incluyen una evaluacién de i) intensidad de

tincion (negativa, débil, moderada o fuerte), ii) fraccion de células tefiidas (<25%, 25-75% 0>

75%) vy iii) localizacion subcelular (nuclear y / o citoplasméatico / membranoso), por lo tanto, todos

esos factores son incluidos para hacer la clasificacion del score alto, medio, bajo y no detectado.

Bajo estos paramentros, los datos muestran que los niveles proteicos de arpin, si bien fueron

detectados en la mayoria de los tejidos, muestran diferentes scores entre si, que podria ser dado

por los factores como el anticuerpo, numero de muestras. Observando grupos de tejidos, ninguno

de ellos posee scores altos, sin embargo, al obervar cada seccion (tejido u organo) de cada grupo

de tejido analizado, observamos que solo la glandula salivar, duodeno, intestino delgado, colon,
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recto, vesicula biliar, pancreas, rifiones, testiculos y prostata presentan alto score. Las secciones
de los otros tejidos muetran medio y bajo score, sin embargo, se observa que, en secciones de cada
grupo como el cerebelo, hipocampo, nicleo caudado del cerebro y el bazo, no fue detectada la
proteina arpin. Estos datos podrian ser tomando en cuenta los factores que utiliza la bases de datos
para su categorizacion, sin embargo, es factible pensar que la regulacion transcripcional de arpin
podria ser tejido-especifico, dado que en estos tejidos la expresion del mRNA arpin esta presente,

pero los niveles proteicos no.
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Figura 10.-Niveles de proteina de arpin. Se muestran los niveles de proteina de los diferentes érganos y tejidos
indicados (eje x), el cual va desde no detectado hasta altos niveles (eje y). Estos datos fueron obtenidos de la base de
datos "The Human Protein Atlas” (https://www.proteinatlas.org/).

Arpin tiene caracteristicas que sugieren su localizacion en el citoplasma

Se sabe que arpin se ubica en la punta de los lamelipodios en fibroblastos de raton en movimiento
[68]. Con el fin de ampliar el panorama de su posible localizacion celular, usamos las herramientas
ProtParam y ProtScale de la base de datos Expasy, asi como, ProtPi, para determinar caracteristicas
fisicoquimicas intrinsecas de arpin que permitan predecir su localizacion preferencial, con base a

su composicion de aminoéacidos, su hidrofilia o hidrofobia. (figura 11).
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Estos datos muestran la clasificacion del porcentaje de los diferentes residuos de aminoacidos que
posee arpin. Arpin esta constituida por un 15.93% de residuos acidos, 15.93% de residuos basicos,
27.86% de residuos hidrofilicos y un 40.25% de residuos hidrofébicos. El punto isoeléctrico (pl)
de arpin estd en un rango de 5.56-5.6 y el promedio total de hidropatia GRAVY (del inglés average
hydrophobicity and hydrophilicity) fue de -0.57. La hidrofobicidad de la cadena lateral de los
residuos de aminoacidos que constituyen a la proteina, demostrada en la grafica (figura 11)
Valores negativos indican hidrofilia, mientras que valores positivos indican residuos hidrofdbicos.
Estos valores fueron obtenidos mediante la normalizacion del promedio de las energias libres de
transferencia de vapor de agua y las fracciones normalizadas de las cadenas laterales
completamente enterradas de proteinas globulares [73]. Con base a esta escala, indica que arpin
presenta en su mayoria residuos hidrofilicos, lo cuales integran tanto residuos de aminoacidos

clasificados como acidos, basicos e hidrofilicos que pueden tener contacto con el agua.

Estos datos sugieren que arpin podria localizarse en el citoplasma, ya que se ha reportado que los
puntos isoeléctricos de las proteinas pueden orientar su ubicacién; proteinas con pl que va de 5.0
a 6.0 tienden a ser citoplasmaticas, mientras que las proteinas transmembrana va de 8.5 a 9.0 [68].

Nombre Clasificacion | Namero |% contenido
Acido Glutamico | E Acido 20 8.85% - > -
Acido aspartico | D | __ Acido 16 7.08% Punto isoeléctrico 5.56-5.6
Lisina K Bésico 15 6.64%
Arginina R Bésico 14 6.19% GRAVY -057
Histidina H Basico 7 3.10%
Pirrolisina (0] Bésico 0 0% ProtScale output for ARPIN_HUMAN
Glicina G Hidrofilico 22 9.73% 1.5 “Hprob. 7 Kyte & Doolltile
Treonina T | Hidrofilico 14 6.19% 1L
Serina S Hidrofilico 13 5.75%
Asparagina N Hidrofilico 8 3.54% 03 r
Glutamina Q Hidrofilico 4 1.77% 0 r
Cisteina C Hidrofilico 2 0.88% w 05l
Leucina L | Hidrofébico 21 9.29% ]
Alanina A | Hidrofébico 20 8.85% @ty
Valina V | Hidrofébico 12 5.31% 415+
Prolina P Hidrofébico 9 3.98% 5
Isoleucina [ Hidrofébico 8 3.54%
Metionina M | Hidrofébico 6 2.65% 25
Fenilalanina F Hidrofébico 6 2.65% 3
Tirosina Y | Hidrofébico 5 2.21% 50 o0 150 200
Triptofano W | Hidrofébico 4 1.77% Fosition

Total: 226 100%

Figura 101.- Caracteristicas fisicoquimicas de arpin. En la tabla izquierda se muestra el porcentaje de residuos de aminoacidos
que constituyen a arpin, asi como, su clasificacion. La tabla derecha muestra el punto isoeléctrico, y el promedio total de hidropatia
con el score GRAVY (del inglés average hydrophobicity and hydrophibicity). La grafica muestra la hidrofobicidad de las cadenas
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laterales de cada residuo de aminoacido en la escala de Kyte y Doolittle, escala que determina la hidrofobicidad de los aminoacidos
(eje Y, valores positivos aminoacido hidrofébico, valores negativos hidrofilico) de la secuencia proteica (en el eje x).

Arpin presenta modificaciones postraduccionales que podrian modular su participacion
en la barrera epitelial intestinal

Las modificaciones postraduccionales (PTM) son cambios bioquimicos de los aminoacidos de una
proteina que afectan su conformacion, estabilidad, localizacion y funcion. Debido a que no hay
evidencia concisa que determine las modificaciones postraduccionales de arpin, asi como sus
implicaciones; decidimos utilizar las bases de datos PhosphoSite y NetPhos3.1 para identificar
posibles sitios de esas modificaciones. La base de datos NetPhos3.1 predice todos los sitios
putativos de fosforilaciones dentro de una proteina. Esta prediccion se basa en que a partir de
patrones conocidos de los aminoacidos que estan localizados cerca del residuo modificado, se
genera una red neuronal, que reconoce los patrones observados y conserva la capacidad de
generalizar y reconocer patrones similares, pero no idénticos. El score indica valores cercanaa 1.0
para los verdaderos sitios de fosforilacion y valores cercanas a 0.0 para los sitios sin fosforilacion.
A su vez, también integra patrones de reconocimiento por cinasas como PKA (del inglés protein
kinase A), PKC (del inglés protein kinase C), PKG (del inglés protein kinase G), CaM-11 (del inglés
Calcium-Calmodulin-dependent Protein Kinase I1), cdc2 (del inglés cell division control protein
2 homolog), CKII (del inglés Casein Kinase I1). Encontramos 22 sitios putativos de fosforilacion
de arpin en residuos de 12 serinas, 9 treoninas y 1 tirosina, asi como, las posibles cinasas que
podrian estar realizandolo, incluyendo PKA, PKC, PKG, P38mapk, GSK3 (del inglés Glycogen
synthase kinase-3), cdcl, CKly CKII (figura 12).

Los datos obtenidos de la base de datos PhosphoSite muestra datos experimentales obtenidos de
espectrometria de masas, a partir de diversos estudios publicados (ver métodos). Los datos
muestran que arpin posee sitios para fosforilaciones, ubiquitilacion y monometilacion en diferentes
residuos de aminoacidos que constituyen la proteina. No se encontraron sitios para acetilaciones,
sumoylaciones, palmitoilaciones y glicosilaciones (figura 12). Al realizar la comparativa entre las
bases de datos NetPhos3.1 y Phosphosite, identificamos que las fosforilaciones en Serina 2, Serina

48, Serina 86, Serina 194 y Treonina 112 han sido encontradas a través de espectrometria de masas.
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Figura 112.- Sitios putativos de fosforilacion de arpin obtenidos de NetPhos3.1. A) Se muestra la
secuencia de aminoacidos que constituyen a arpin, asi como, la ubicacion de solamente las serinas, treoninas
y tirosinas abajo. B) En el eje Y esta el potencial de fosforilacion (probabilidad obtenida por el coeficiente
de correlaciéon de Matthews (MCC), que indica una tasa estadistica confiable produciendo una puntuacion
alta solo si la prediccion obtuvo buenos resultados en las cuatro categorias de la matriz (verdaderos
positivos, falsos negativos, verdaderos negativos y falsos positivos)), El eje X demarca la posicién de
residuos de serina, treonina y tirosina. * cada color muestra la diferente cinasa que podria estar realizando
la fosforilacion. Thereshold (linea rosa), es el umbral que define si el resultado esta por encima, por debajo
o dentro de un rango, con base al estadistico usado. Cuadro con linea sélida y linea discontinua color guinda,
indican las fosforilaciones encontradas por espectrometria de masas.
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Figura 123.-Modificaciones postraduccionales de arpin. Se muestran las modificaciones
postraduccionales identificadas por espectrometria de masas (ver métodos). En el eje Y esta el total de
referencias donde se ha encontrado la modificacion. En el eje X los aminoéacidos donde se ubica la
modificacion. Los asteriscos representan las cinasas putativas que podrian ejercer la modificacién obtenidos
en la base de datos NetPhos3.1.

Arpin posee dominios putativos con los que podria interactuar con proteinas que se
ubican en la membrana plasmatica.

Al conocer los dominios de una proteina se pueden conocer las funciones de esta, ya que los
dominios pueden ser conservados en otras proteinas con funcion conocida. Utilizamos la base de
datos “the eucaryotic linear motif resource for functional site in proteins” (ELM) para conocer los
dominios putativos de arpin (figura 14). Se encontraron diferentes sitios de fosforilacion, asi
como, sitio de escision de caspasa-3 y 7; motivos de union a ligando como la subunidad p que se
ubica en el complejo adaptador AP-4 ubicado en la membrana plasmatica y en la membrana
plasmatica de Golgi, se expresa en células epiteliales, células epiteliales de pancreas, células

endoteliales
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Figura 134.-Dominios putativos de arpin. Se muestran los sitios con mayor score (la prediccion recibe
una puntuacion de 0 a 1, donde 1 significa que la secuencia de consulta es idéntica a la secuencia de la base
de datos y la prediccion puede considerarse una instancia de ELM verificada experimentalmente). En el
extremo amino terminal se ubica el dominio IBM (del inglés Inhibitor of Apoptosis Proteins Binding
Motive), Subunidad p, SH2 (del inglés Src Homology 2), FHA-1 (del inglés forkhead-associated), USP7
(del inglés ubiquitin specific protease 7), PP2A (del inglés Protein phosphatase 2A), dominio WW, dominio
de escision de caspasa-3,7, dominio de union al complejo arp 2/3, repeticiones de anquirina (ANK), asi
como, diferentes sitios de fosforilacion (cinasas en rojo). Imagen creada con Domain Graph
(http://dog.biocuckoo.org/)

Para conocer las posibles dianas con las que interacta arpin, utilizamos la base de datos "Pathway
Commons™ para conocer su interactoma, encontrando que arpin se puede unir tedricamente a
diferentes proteinas, incluyendo la subunidad AP4M1 del complejo AP-4, el cual se ubica en la
membrana plasmatica de células epiteliales, sugiriendo que arpin podria estar teniendo contacto
con proteinas ubicadas en la membrana plasmatica. También puede unirse con la proteina fosfatasa
2 (PP2A), lo que sugiere que esta proteina podria regular algunos sitios de fosforilacion de arpin.
A través del motivo FHA-1, ya que este motivo reconoce treoninas fosforiladas, arpin podria estar
reconociendo estas fosforilaciones en proteinas del complejo de unidn apical. Sin embargo, solo
existe evidencia experimental que arpin interactta con E-cadherina con el complejo Arp2/3 y las
tanquirasas 1 y 2, que son poli-ADP-ribosiltransferasas involucradas en varios procesos como la
via de sefalizacion Whnt, la longitud de los telomeros y el trafico de vesiculas. (figura 15). No
obstante, es importante verificar si arpin pudiese estar asociandose a estas proteinas y como estas

interaccionen se ven implicadas en sus funciones.
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Arpin podria estar interactuando directa o indirectamente con proteinas de union.
Previamente demostramos que arpin co-inmunoprecipita con proteinas del complejo de unién
apical [74], sin embargo, no sabemos si eso ocurre de forma directa o indirectamente. Es por ello
que utilizamos la base de datos “The Eucaryotic Linear Motif Resource for Functional Site in
Proteins” con la que también analizamos los posibles dominios con los cuales las proteinas de
union podrian estar interactuando con arpin. Encontramos que E-cadherina posee un dominio SH3
y un dominio de unién a la subunidad | en el lado citoplasmatico, sugiriendo que arpin, que posee
motivos ricos en prolina, podria estar interactuando con el dominio SH3 de E-cadherina. Ademas,
E-cadherina, con su motivo de unién a la subunidad p, podria interactuar con complejos AP.
Ocludina posee un dominio de union a la subunidad p en su porcidn citoplasmatica, con el cual
podria estar manteniendo contacto con arpin. B-catenina posee un domino FHA-1, el cual podria
estar reconociendo alguna de las fosforilaciones presentes en arpin, y asi mantener una interaccion
directa con [B-catenina. Ademas, B-catenina tiene un motivo de unién a PDZ en su lado
citoplasmatico, el cual se une a proteinas de la familia ZO, por ende, B-catenina tiene contacto
indirecto con las proteinas de unién estrecha, dado que arpin co-inmunoprecipita con proteinas de
unidn estrecha, es factible pensar que es asi como arpin mantiene contacto con estas proteinas.
(figura 16).
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Figura 145.-Interactoma de arpin obtenido de Pathway Commons. HNF4A(del inglés
hepatocyte nuclear factor 4-alpha), XPO1 (del inglés exportin-1), ArpC2 (subunidad dos del
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complejo arp 2/3), CDH1 (del inglés cadherin-1), PPA2 (del inglés inorganic pyrophosphatase 2),
ACTC1 (del inglés actin, alpha cardiac muscle 1), DDIT4L(del inglés DNA damage-inducible
transcript 4-like protein), TNKS2 ( del inglés Tankyrase 2), TRIM27 (del inglés tripartite motif 27),
SOX2 (del inglés SRY-related HMG-box transcription factor), AP4M1 (del inglés AP-4 complex
subunit mu-1), TRIM25 (del inglés tripartite motif 25), RFH12, (del inglés retinol dehydrogenase
12), FCGR2A (del inglés Fc fragment of IgG, low affinity lla, receptor), LMNA (del inglés lamin),
NIF3L1 (del inglés NIF3-like protein 1) y FSD1 (del inglés fibronectin type Ill). Los cuadros
indican las proteinas que interactan con arpin que se han demostrado experimentalmente. Linea
azul indica union y la linea roja indica que regula su expresion al poseer motivos que coinciden con
la anotacidn del factor de su transcripcion.

a) .
E-cadherina
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Figura 156.-Dominios putativos con los que arpin podria estar interactuando con proteinas de las
uniones interepiteliales. A) Representacion de la secuencia proteica de E-cadherina. B) Representacion de
la secuencia proteica de ocludina y claudina. C) Representacion de la secuencia proteica de [3-catenina.
Rectangulo amarillo indican los sitios putativos de unién con arpin.
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El gen ARPIN tiene sitios de union para diversos factores de transcripcion

involucrados en la respuesta inflamatoria.

Para conocer el efecto que ejercen estimulos inflamatorios, nuestro grupo evalud el efecto de IFN-
y'y TNF-a. sobre la expresion de arpin mRNA y otros dos inhibidores del complejo Arp2/3, PICK1
y AP1AR (homologo humano de gadkin murino). Encontraron que el estimulo inflamatorio sélo
bajo los niveles de MRNA de arpin sin afectar los mMRNAs de PICK1 y AP1AR. Al mismo tiempo,
los niveles de proteina de arpin estaban disminuidos durante la inflamacion [74]. Estos hallazgos
nos hicieron analizar sitios de regulacion dirigidos por factores de transcripcion inducidos ante
estos estimulos. Para conocer si arpin posee posibles sitios de unién a factores de transcripcion
activados por estos estimulos, usamos una secuencia de 2000 pb rio arriba del sitio de inicio de la
transcripcion de arpin que fue analizada por la base de datos JASPAR. Encontramos sitios
putativos de unién para IRF1 que corresponde a un factor de respuesta de interferon-1, y Rel-A'y
STAT1 (del inglés Signal transducer and activator of transcription 1) que son activados por TNF-
a (figura 17). Estos datos nos sugieren que la expresion de ARPIN podria estar siendo regulado a
través de estos factores de transcripcion durante la inflamacién, y asi contribuir a la pérdida de la

barrera epitelial intestinal en enfermedades inflamatorias intestinales.

Estos hallazgos establecen una base para futuras estrategias experimentales para conocer los

mecanismos de como arpin esta participando en la regulacion de la barrera epitelial intestinal.

* 10 * 20 * 30 * 40 * 50 * 60 * 70 * 80 * 90 * 100 *
2000 [ctagtggctaccatggatggctgtgcagttggagccacagtgagggggaacgtgacacagaaaagggaaagaggaggaggacatgeccagecaggtggetgtgage
-1891 lagctggagggttttgagcagagagggccaaaggacagttcetacccagafiggeBEeBagtagggcttttctatgtttttecttctcagacatacacegggcage
-1786 |caggtaggccagctaggagtggggctgactcatccattaggeccatcatacttttageggtccacaaaatgtttttattcttttaaaatttaaatttaatttcat
-1681 |taattttttttaatagacag ttgcctaggctggactcaaactcoctgggctcaagtgatecteccacttcagectectgagtagetgggactac
1576 laggtgctctttcttectaaaaatatgtttagtaatggatgattggatgcagaaaaaaaaatatatgtttaggttgaagaaaacactttagactgggagcagtgge
tcaggcctgtaatcctagcactttgggaggcagaggcaggtggtgacatgaagtcaggagettgagaccagectggecaacatggijaaaeeeeatctctactaa
aaatacaaaaattagtcgggtgtggtggtgagtgectgtaatcccagetactcaggaggectgaggcaggagaatcactagaacctgggaggcagaggttacagty
agccaagattcaccactgcactccagectgggcaacataggaagactgtctcaaaaaaaaaaaaaaaaaaatatatatatatatatataattcatatattcatct
ttatgccaacccagtggtaagataataattttttaaaaaatttttaatggagaaagggtectttiNNOEEEEEECCCctaggacccaagaaagtcattgtetgt
o4 Jtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtagcagggaagggagagggtgctttettettccaacattgacagetcatgetagactectaggcacct
841 gcctggccaccaccccctttaaatgecgeccecteteccggggtacacctggectecctgaatgggeccacctgecccgaggectggcacgaagaagccaaacaa
736 |aagaacaaagattcctcaacaatcccagggtcagaagaatcttctgtaccaggcttggaaaatgcacctgeggactatgacatacttgggcaaagggcattgtgg
631 [ggccagggaggagttcaggagctgtgcaggaagaaggagggagggcaatgctatgttgtagaaagggtgagctcattaaactttacaatcccectgatactgace
526 |ccattttacagacgaagaagcatgggctcagagaggttgaggagcttgcccaagetcacagetgggattcaaacttaggegtetttggtecgacacccatgeecee
-421 |agctcectegtcacagatccctgggatacctgactcagecattgtagggecgegggcggggcataatggacagettetaagetgaccacccaatectecccagty
316 |gctgttctccattcctg] cccatcctteccgggctgatectacaaaggatcttetataataggatettggggect cil NG tocgty
211 tgctggggeal dtctaggaatgaggaagagagagagacaagagaaaagcatggectttcotgecccactgtgctaageccccagecagggtecteceg
gaagcccaactcctgecgcgegeggectggegtgcaggaatggageteggtcccccgecgaggaacgectgagggccgggecgegecattcccggatecgecgge
tgggaatcgegggtccccgegegtectgcageactteccgegecgegeccccageccagtgegecggetetgtgecggggtgcccgggcggtegggagal

Figura 1716.-Secuencias putativas de union a factores de transcripcion en la secuencia rio arriba del
inicio de la transcripcion de arpin. Encontramos sitios de union a IRF1 (del inglés Interferon Response
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Factor 1), color verde, secuencias -1664 a -1653, -1095 a -1084 y -338 a — 327; STAT1, color azul oscuro,
secuencia -407 a -397; y Rel-A, color violeta, secuencias -1846 a -1837, -1389 a -1380, -309 a -300. atg es
el sitio de inicio de la transcripcion de arpin.
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Discusion

Actualmente, se sabe que la funcion de arpin antagoniza la activacion del complejo Arp2/3, de
manera similar a otros dos inhibidores; Pickl y Gadkin. Estas tres proteinas enddgenas poseen en
su extremo carboxilo-terminal un motivo acidico que le permite unirse al complejo Arp2/3 y
ejercer su funcién. Debido a que se ha demostrado que arpin co-localiza con el factor promotor de
nucleacion WAVE?2 en los lamelipodios durante la migracién, se propuso que arpin antagoniza la
funcion de WAVE2 [68]. Porque WAVEZ2 participa en el mantenimiento de las uniones
intercelulares epiteliales [54], hipotetizamos que arpin pudiese tener una participacion en la
regulacion de la estabilidad de las uniones epiteliales y por ende en la regulacion de la barrera

intestinal.

En este estudio, se analizaron caracteristicas proteicas de arpin in-silico, que podrian apoyar
nuestra idea de que arpin regule la barrera epitelial intestinal. Este analisis se realiz6 utilizando
distintas bases de datos que permitieron responder: 1) como es la expresion de arpin en diferentes
tejidos, 2) predecir su localizacion subcelular a partir de caracteristicas propias de las proteinas, 3)
identificar las posibles modificaciones postraduccionales que pudieran regular su funcion e

interacciones con otras proteinas.

Encontramos que arpin se expresa de manera ubicua en todos los tejidos y 6rganos analizados,
aunque en diferentes niveles, confirmando asi datos experimentales de Chanez-Paredes y
colaboradores (2021), que analizaron los niveles de arpin en las lineas celulares Caco2 y
HEK293T, asi como, en pulman, corazon, rifiones, colon, higado, baso y cerebro de ratdn [74] .La
expresion a nivel de proteina que se obtuvo de la base de datos “The Human Protein Atlas”,
muestra un patron de expresion sin correlacion con la expresion a nivel de mRNA en algunos
tejidos, que podria ser dado por factores como el niUmero de muestras analizadas, asi como la
calidad del anticuerpo utilizado. Sin embargo, podriamos sugerir que esta falta de correlacion
entre los niveles de MRNA y proteina en varios tejidos ocurre porque arpin podria tener regulacion
post-transcripcional diferente por RNA no codificantes cortos como los miRNAs. miRNAs
inhiben la expresion de genes diana homalogos de tres formas: desencadenan la destruccion del
MRNA codificado por el gen diana, inhiben la traduccion del mMRNA o inducen modificaciones de
cromatina dentro del gen diana [75]. Estos mecanismos hacen pensar que el mMRNA de arpin podria

estar siendo degradado por un miRNA, lo que conlleva a diferencias entre los niveles de mMRNA'y
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proteina ya que afectaria directamente la sintesis de novo de la proteina. Sin embargo, seria
importante verificar experimentalmente si arpin es un blanco de un miRNA en los diferentes
tejidos, ya que se ha documentado que esta regulacion afecta funciones celulares y desencadena
estados patolégicos. Por ejemplo, se ha reportado que los miRNAs miR-24-1 y let-A disminuyen
Arp2 y Arp3, tanto mRNA como proteina, que conlleva a la disminucion en la proliferacion y
migracion celular en la enfermedad Hirschsprung, que es un trastorno anormal congénito causado
por la ausencia de células ganglionares (aganglionosis) en una longitud variable del tracto
gastrointestinal, caracterizado por la migracién defectuosa de las células de la cresta neural
entérica (ENCC) y su colonizacion fallida al intestino distal durante la embriogénesis de 5 a 12
semanas [76]. Estos datos relacionados con el complejo Arp2/3 implican que arpin, como inhibidor
de Arp2/3, también podria tener regulacién postranscripcional que esté regulando sus niveles de
proteina en los tejidos y/u 6rganos que afecten sus funciones.

Conocer caracteristicas fisicoguimicas de las proteinas pueden orientar a su ubicacién subcelular,
por ejemplo, se ha reportado que los puntos isoeléctricos (pl) de las proteinas afectan su ubicacion:
proteinas con pl entre 5.0 a 6.0 tienden a ser citoplasmaticas, mientras que las proteinas
transmembranales tienen pl entre 8.5 a 9.0 [77]. Otro pardmetro que orienta a la ubicacién
subcelular de una proteina es el promedio total de hidropatia que indica si una proteina es
hidrofilica (valores negativos) o hidrofébica (valores positivos). Ademas, este valor tiene
correlacion con la escala Kyte y Doolittle, que determina la hidrofobicidad a partir de la cadena
lateral de los residuos de aminoacidos [73]. Arpin presenta un pl de 5.56 a 5.6 y un promedio de
hidropatia (valor GRAVY) de -0.57. Estos datos implican que arpin es una proteina hidrofilica que

se localiza primordialmente en el citoplasma.

Las proteinas globulares tienen la caracteristica de tener la mayoria de sus residuos hidrofobicos
manteniendo contacto uno con otro para evitar que tengan contacto con el agua, por ende, adoptan
esa estructura. La estructura de Arpin se caracterizd mediante dispersion de rayos x de angulo
pequefio (por sus siglas del inglés SAXS) como una estructura semi globular, al tener la medida
del tamafio de la muestra (Rg) de 26.81&, valor similar como otra proteina globular de 25 kD como
quimotripsinogeno. Ademas, al realizar la reconstruccion ab initio; arpin mostré un nucleo
compacto y alargado con una extension lineal movil, que corresponde a su extremo carboxilo

terminal con el cual puede unirse con el complejo Arp2/3y las tanquirasas 1y 2 [78]. Arpin posee
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un 40.25% de residuos hidrofdobicos los que en su mayoria mantendrian contacto unos con otros
para genera el nucleo alargado de su estructura, mientras que los residuos acidos (15.93%), basicos
(15.93%) e hidrofilicos (27.86%) estarian intercalados para estar expuestos al medio acuoso y
brindarle la hidrofilia encontrada. Estas caracteristicas claramente sugieren que arpin se encuentra
primordialmente en el citoplasma, lo que también sugieren estudios de inmunofluorescencia en
diferentes células como fibroblastos y células epiteliales [68] [74] . Ademas, es factible que arpin
podria establecer contacto con proteinas transmembranales como las del complejo de union apical
a través de sus residuos hidrofébico como, por ejemplo, se ha descrito para la unién vinculina-p-

catenina, mediado por los residuos M8 de B-catenina 'y A50 de vinculina [79].

La localizacion y funcion de las proteinas puede ser influenciada por las modificaciones
postraduccionales que pueden presentar las proteinas. Encontramos que arpin presenta sitios para
fosforilaciones (S2, Y5, S48, S86, Y100, T112, S171, S194), mono-metilacion (R3) y
ubiquitilaciones (K77, K182, K203), las cuales no estan ubicadas en sus motivos funcionales
reportados (210-226). Estas modificaciones podrian brindarle funciones adicionales a arpin, como
darle estabilidad para que mantenga contacto con proteinas del complejo de unién apical y
mantener la arquitectura de las uniones intercelulares, también podrian ayudar a que arpin
mantenga contacto célula-célula durante la migracion celular. Por ejemplo, se sabe que las
proteinas de unién presentan fosforilaciones, las cuales pueden promover su localizacién en las
uniones; por ejemplo, la fosforilacion de T191 es necesaria para la localizacion de claudina-1 en
células HaCaT [80], también la fosforilacion de vinculina em Y822 promueve que vinculina se
una al complejo de cateninas en las uniones adherentes en células MDCK y MCF10A [81].
Deshiere y colaboradores observaron en células MCF-10A depletadas de la cinasa CKII-B, la
perdida de polaridad asociada con un comportamiento migratorio aleatorio individual, fenotipo
también observado en fibroblastos depletados de arpin [68] , por lo que nos lleva a pensar que
arpin podria ser fosforilado por CKII para controlar la direccionalidad de la migracion celular. Se
sabe que la fosforilacion en la Serina 416 de Pickl le da la capacidad de interaccionar con el
receptor de glutamato 2 (GIuA2) necesaria para su eliminacion de la membrana plasmatica
sinaptica [82]. Es importante mencionar que en el futuro pretenderemos conocer que cinasas

actuan sobre arpin y las implicaciones del efecto.
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Las metilaciones son mediadas por diferentes arginina metiltransferasas, este tipo de modificacion
no afecta la carga del residuo, sin embargo, la adicion de grupos metilo aumenta el impedimento
estérico lo que afecta la interaccion proteina-proteina. Por ende, la presencia de la mono-metilacion
de arpin en células HEK293 podria impedir su localizacion en el complejo de unién apical
generando alteraciones en la arquitectura de las uniones intercelulares. Se sabe que un nucleador
de actina, Cob1 (del inglés Cordon blue), es metilado en su extremo carboxilo terminal por PRMT2
(del inglés Protein Arginine Methyltransferase 2) que permite su asociacion con actina durante la
dendritogenesis (fase del proceso de la diferenciacion neuronal caracterizada por el crecimiento
dedendritas pre-existentes y la formacion de nuevas dendritas) [83]. Sin embargo, seria importante
conocer cual es el efecto de esta modificacidn en proteinas de unién a Arp2/3 como arpin en células

epiteliales y como podria afectar la estabilidad de las uniones interepiteliales.

La degradacion o reciclamiento de las proteinas es una forma de regular las funciones celulares.
La degradacion proteica es mediada pro diferentes proteasas, como catepsinas, calpainas; y las
ubiquitinasas [84]. Arpin posee tres sitios de ubiquitilaciones (K77, K182, K203) en células Hep2,
esto sugiere que arpin podria ser degradada a traves del proteosoma, no obstante, seria importante
saber bajo que contexto celular su ubiquitilacion esta ocurriendo. De manera importante, se sabe
que otro inhibidor del complejo Arp2/3, Pick 1, es monoubiquitilada por la Ub-ligasa E3 parkina,
la cual depende de la unién Pickl-parkina a través del dominio PDZ de pick. Esta
monoubiquitilacion no causa la degradacion proteosomal, sino al contrario, sirve para regular la
funcidn del canal idnico ASIC2a en neuronas, dado que PKC potencia la actividad de canal a traves
de Pickl, la ubiquitinacién por parkina regula este proceso. [85]. Estos datos sugieren que la
ubiquitilacion de arpin también regula sus funciones celulares, pero es importante analizarlos en

células epiteliales tratadas con inhibidores de ubiquitinasas.

Arpin puede unirse al complejo Arp2/3 mediante el motivo acidico ubicado en su carboxilo
terminal y también puede mantener contacto con las tanquirasas 1 y 2 a través de una de las
repeticiones de anquirina que posee, y estas uniones podrian jugar un papel importante para el
control de la migracién a la que a arpin se le ha atribuido. Debido a que se observo que la unién
de tanquirasas a arpin disminuye la persistencia direccional observada en células MCF10A
depletadas de arpin [86]. Ademas, el antagonismo de WAVE realizado por arpin regula la

formacion de lamelipodios, estructura que se forma durante la migracion. Por otra parte,
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encontramos que arpin tiene diferentes dominios putativos de union, como el dominio de la
subunidad p con el cual podria estar interactuando con el complejo AP-4 a través de su subunidad
AP-4M1. Este complejo es uno de cuatro adaptadores que regulan diferentes tipos de formacion
de vesiculas y seleccién de moléculas cargo para introducirlas a esas vesiculas. Se ha reportado
que el complejo AP-4 puede participar en la red trans-golgi para ubicar proteinas en el lado
basolateral en células MDCK y podria localizarse en un compartimento endosémico temprano
[87]. Ademaés, hay evidencia que E-cadherina puede mantener contacto con el complejo AP-1 a
través de fosfatidilinositol fosfato quinasa tipo Iy (PIPKIy) que mantiene contacto directo con el
complejo AP-1 en células epiteliales MDCK. Esta interaccion es una sefial fundamental para el
direccionamiento exocitico y la clasificacion basolateral de E-cadherina [88]. Estos datos sugieren
que el dominio de unién a la subunidad p que posee arpin podria permitir su interacciéon con
proteinas de las uniones que poseen esta subunidad como E-cadherina y ocludina y asi su
localizacion en la region basolateral de las células epiteliales y su participacion en la regulacion
de las uniones intercelulares. Sin embargo, no hay evidencia de si otros inhibidores del complejo

Arp2/3 posen un mecanismo similar, por lo que es importante poder dilucidarlo en el futuro.

Hemos demostrado que arpin co-imunoprecipita con las proteinas de union ocludina, ZO-1,
claudina-1 y E-cadherina [74], pero no se sabe si estas interaccionesson directa o indirectamente.
El lado citoplasmatico de E-cadherina puede asociarse con proteinas como las cateninas y a través
de esta interaccidn con otras proteinas como vinculina, a-actinina, y filamentos de actina [89]. La
base de datos “The Eukaryotic Lineal Resource for Functional Sites” mostré que E-cadherina
posee un motivo SH3, asi como un motivo de unién a la subunidad p. Estos datos implican que
arpin podria asociarse a E-cadherina directamente a través del motivo SH3 gracias a secuencias
ricas en prolina de arpin, o indirectamente a través de alguna interaccion con los complejos
adaptadores. Utilizando este mismo enfoque, la base de datos mostré que [B-catenina posee un
motivo de union a PDZ, el cual se une al dominio PDZ de ZO-3 [90]; y a su vez ZO-3 se asocia
solamente con ZO-1 [91]. Todas estas interacciones sugieren que si arpin se esta uniendo directa
o0 indirectamente a E-cadherina y/o B-catenina, se puede conectar también a ZO-3 que se une a
ZO-1 para permitir una asociacion indirecta de arpin a la union estrecha. Sera importante verificar
experimentalmente las interacciones de arpin con proteinas del complejo de union apical usando

proteinas o dominios recombinantes para entender mejor los mecanismos de como arpin participa
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en la regulacion de la barrera epitelial intestinal. Por otro lado, es importante conocer si estos

mecanismos dependen de su funcién como inhibidor del complejo Arp2/3.

Adicionalmente, demostramos que arpin se disminuye en células Caco-2 en respuesta a las
citosinas pro-inflamatorios TNFa ¢ IFN-y, tanto a nivel de mRNA como de proteina [74]. De
manera importante, también observaron una disminucion de la proteina en el colon de ratones con
colitis experimental y en pacientes con colitis ulcerativa con inflamacion aguda [74]. Estos datos
sugieren la existencia de secuencias regulatorias de ARPIN que permiten la union a factores de
transcripcion conocidos para regular la respuesta inflamatoria como son IRF1, STATL1 y Rel-a.
Usando la base de datos “JASPAR” verificamos la presencia de estas secuencias, pero falta
analizar experimentalmente que factores exactamente son los responsables para la inhibicion de la
expresion de ARPIN durante la inflamacién. Es tentativo especular que, durante una inflamacion
epitelial, la ausencia de arpin afecte la permeabilidad del epitelio provocando alteraciones en la
arquitectura epitelial por regular la endocitosis de proteinas del complejo de union apical por
hiperactivacion del complejo Arp2/3. Asi, arpin podria afectar reciclaje o degradacién proteosomal
de las proteinas de union, provocando la desestabilizacion de las uniones intercelulares. En células
Caco-2 se observo la internalizacion de B-catenina y claudina-1, asi como incremento en la
permeabilidad epitelial [74], resultados que fundamentan nuestra idea de la funcién de arpin en la
regulacion de la arquitectura de las uniones. Estos procesos inflamatorios también aumentan los
niveles de las cinasas ROCK y MLCK; la fosforilacion de la cadena ligera de miosina, asi
provocando la contraccion del anillo perijuncional que debilita a las uniones estrechas y
adherentes; proceso que también contribuye a la disrupcion de la barrera epitelial. Por ende, sera
importante investigar en detalle, como arpin regula el citoesqueleto de actina y la arquitectura de
las uniones, y si eso depende de su inhibicion del complejo Arp2/3.

Conclusiones

Este estudio realizado por analisis bioinformaticos reveld importantes caracteristicas intrinsecas
de arpin como punto isoeléctrico, hidrofilia e hidrofobicidad que sugieren posibles funciones de
arpin en la regulacion de la barrera intestinal epitelial como mantener la arquitectura de las uniones
intercelulares, asi como participar en la endocitosis de proteinas de union bajo condiciones
inflamatorias. Al hacer comparativas experimentales con algunas proteinas de union a actina, asi

como, otros inhibidores del complejo Arp2/3, podemos deducir que arpin podria comportarse de
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manera similar a vinculina, el complejo Arp2/3 con respecto a la regulacién del citoesqueleto de
actina y la endocitosis de proteinas de uniones. Sin embargo, es importante comprobar
experimentalmente los datos para revelar los mecanismos de como arpin regula la barrera epitelial

intestinal.

Perspectivas

e Conocer la interaccion de arpin con proteinas del complejo de union apical.

e Validar si la secuencia rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion de arpin posee sitios
de reconocimiento a IRF1, STAT-1y Rel-a.

e Identificar de qué manera arpin mantiene contacto con las proteinas de union.

e Conocer si arpin controla la migracion de células epiteliales de colon de manera
dependiente o independiente del complejo arp2/3.

e Conocer los mecanismos de regulacion de la barrera por arpin tanto in vivo e in vitro.

e Analizar si ratones deficientes de arpin son mas susceptibles a colitis experimental.
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