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RESUMEN

La familia de enzimas NADPH Oxidasas cataliza la formacion de las especies reactivas de
oxigeno (ERO), superdxido y/o peroxido de hidrégeno. Las ERO son moléculas
sefializadoras importantes involucradas en la regulacion de los diferentes comportamientos
celulares como la migracion celular. En el pez cebra se han encontrado cinco genes, nox1,
nox2, nox4, nox5 y duoxl, de los cuales se ha reportado previamente que duox participa en
la formacion de perdxido de hidrégeno durante la respuesta de cicatrizacion en peces de tres
dias posteriores a la fertilizacion (dpf). Sin embargo, aun falta hacer estudios detallados de
la participacion de duoxl en etapas tempranas del desarrollo en pez cebra. Durante la
gastrulacion en pez cebra ocurre el mayor proceso de motilidad celular del desarrollo, que es
conocido como epibolia. Durante la epibolia, las células se mueven desde el polo animal
hacia el polo vegetal cubriendo a la célula Ilamada vitelo. Debido a que las enzimas Nox
tienen la particular capacidad de formar superoxido y perdxido de hidrogeno, en este
proyecto proponemos que las Nox participan en la formacion de ERO que regulan el proceso
de epibolia. El objetivo de este proyecto es caracterizar el efecto de la inhibicion de las Nox
durante el proceso de epibolia. Los resultados encontrados en este proyecto mostraron que la
inhibicién de la actividad de las Nox disminuye la formacién de ERO, afecta la motilidad
celular y provoca un retraso en la epibolia, efectos que fueron completamente rescatados
mediante la adicion de perdxido de hidrogeno. Adicionalmente, los resultados encontrados
indican que es requerida la actividad de varios genes Nox para la formacion de ERO vy el

control de la motilidad celular durante la progresién de la epibolia.



ABSTRACT

NADPH oxidase (Nox) enzymes catalyze the formation of the reactive oxygen species
(ROS), superoxide and/or hydrogen peroxide. ROS are important signaling molecules
involved in the regulation of major cellular behaviors such as cell migration. In zebrafish five
nox genes have been found nox1, nox2, nox4, nox5 and duox, from which duox has been
previously reported to participate in hydrogen peroxide formation during wound response in
three days post fertilization fishes. However, detailed studies on the participation of nox
genes in early zebrafish development are still lacking. During zebrafish gastrulation a major
cell motility developmental process occurs, known as epiboly. During epiboly cells move
from the animal pole to the vegetal pole covering the yolk cell. Recently, we detected a
distinctive ring of ROS formation in the region leading epiboly. Due to the particular capacity
of Nox enzymes to form superoxide and hydrogen peroxide, we propose that Nox are
responsible for ROS formation and that it participates in the control of epiboly. The objective
of this project is characterize the effect on epiboly of Nox activity inhibition. We found that
Nox activity inhibition decreased ROS formation, affected cell motility and delayed epiboly,
effects that were fully rescued by hydrogen peroxide treatment. These results indicate that
the activities of several nox genes are required for the formation of ROS and the control of

cell motility during epiboly progression.



INTRODUCCION

1.1 Migracion celular durante el desarrollo embrionario
La migracion celular es uno de los procesos celulares evolutivamente conservado

fundamental para el desarrollo embrionario de animales, durante la morfogénesis de
diferentes tejidos, asi como para el establecimiento del plan corporal, ademés de que participa
en el mantenimiento de la homedstasis en organismos unicelulares y pluricelulares (Aman &
Piotrowski, 2010). La migracion celular, también es importante en la cicatrizacion de heridas,
en la respuesta inmune, durante la angiogénesis y en patologias como el cancer en la
metastasis, por mencionar algunos ejemplos (Kurosaka & Kashina 2008). La migracion
celular estd compuesta de otros procesos que incluyen el establecimiento de la polaridad
celular, la extension del frente de migracion en las protrusiones, la formacion de regiones de
adhesion célula-matriz, la translocacion del cuerpo celular, y la retraccién de la parte
posterior de la célula (Lauffenburger & Horwitz 1996; Vicente-Manzanares et al. 2005). La
migracion celular comienza cuando una célula o un grupo de células reciben una sefial que
lainduce, lo cual provoca el inicio de la polarizacion y la extension de protrusiones celulares.
Estas protrusiones se adhieren al substrato sobre el cual las células se mueven
proporcionando traccion, mientras que el frente de migracion se retrae. Gradientes de sefiales
de repulsion y atraccion son usadas para dirigir la migracion celular. Los quimioatrayentes
se unen a proteinas transmembranales en la superficie de las células y dirigen la migracion
mediante la transduccion de sefiales que provocan cambios en el citoesqueleto y en las
adhesiones. Otras factores que afectan la migracién celular son cambios en el substrato en el
cual las células se mueven (Hurd et al. 2012). La migracion celular puede ser clasificada en
dos tipos: movimientos celulares colectivos o individuales. En afos recientes ha surgido un
gran interés por estudiar la migracion celular colectiva y el papel que tiene en el desarrollo
embrionario. La migracion celular colectiva es definida como la habilidad de un grupo de
células para moverse juntas, lo cual requiere de la coordinacion y cooperacion de las células
en migracion (Rerth, 2012). Uno de los ejemplos mejor estudiados de migracion celular
colectiva durante el desarrollo embrionario, es la migracién de las células germinales,
proceso mediante el cual las células primordiales germinales migran desde el sitio donde se

originan hasta su destino final que es la gonada, la cual provee a las células germinales el



ambiente adecuado para su diferenciacion (Barton, LeBlanc, & Lehmann, 2016). Otro
ejemplo es la migracion del primordio de la linea lateral de pez cebra que es un proceso muy
estudiado. La linea lateral en el pez cebra es un sistema mecanosensor situado en la superficie
del pez que consiste en pequefios parches sensoriales (neuromas) distribuidos en lineas
discretas sobre la superficie corporal (Raible and Kruse, 2000). La linea lateral se divide en
dos sistemas, la linea lateral anterior que se extiende sobre la cabeza, y la linea lateral
posterior que se extiende desde el tronco hacia la cola (Gallardo et al., 2010). Este sistema es
estimulado por el desplazamiento del agua que rodea al pez y por vibraciones, esto le permite
al pez detectar la propulsion de los peces a través del agua, lo cual ayuda en la captura de sus
presas y la prevencion de depredadores, asi como para evitar obstaculos. La linea lateral
posterior es un modelo de estudio de migracion celular importante en el cual se ha encontrado
que depende enteramente de la interaccion entre el receptor de quimiocinas CXCR4 que esta
presente en las células en migracién, y su ligando SFD1 que es sintetizado por una linea
estrecha de células (Ghysen and Dambly-Chaudiére, 2004). Otro ejemplo muy interesante es
la migracion de las células de la cresta neural craneal en la cual una poblacion de células
localizadas en el borde de la placa neural migra por induccién de BMP, Wnt, FGF y acido
retinoico (De Calisto, Araya, Marchant, Riaz, & Mayor, 2005). En estos ejemplos, existe un
proceso de migracion celular dirigida en el cual un grupo de células cambia o sesga su
direccion acoplando su locomocion a una sefial externa (Loosley et al. 2015). La migracion
celular dirigida es un proceso que implica la generacion de moléculas espacial y
temporalmente restringidas. Existe una gran variedad de moléculas que afectan la
direccionalidad de la migracién celular. En reportes recientes se ha encontrado que las
especies reactivas de oxigeno (ERO) participan en regular la migracion celular en diferentes
tipos celulares en cultivos in vitro (Hurd et al. 2012) y ademas se ha encontrado que las ERO
regulan la direccionalidad de la migracion celular de los leucocitos durante el proceso de
cicatrizacion en larvas de pez cebra (Niethammeret al. 2009). Adicionalmente las ERO son
moléculas indispensables que regulan procesos como la formacion de protrusiones celulares,
estructuras lamelares y filopodiales en el frente de migracion de las células (Taulet et al.
2012). Es por ello que las especies reactivas de oxigeno son de particular interés en este
proyecto en el cual hemos estudiado su posible participacion en la regulacion de la migracion

celular durante el desarrollo embrionario temprano.



1.2 Especies Reactivas de Oxigeno (ERO)
Las especies reactivas de oxigenos son moléculas derivadas del oxigeno entre las que se

encuentra el anion superdxido, el radical hidroxilo, el perdxido de hidrégeno y el oxigeno en
singulete, por mencionar algunos ejemplos. Tradicionalmente se han considerado como
moléculas toxicas capaces de modificar macromoléculas bioldgicas como ADN, lipidos y
proteinas, ademas de participar en procesos de eliminacion de agentes infecciosos mediado
por los fagocitos en un proceso conocido como estallido respiratorio (Wojtaszek 1997). En
este proceso, las ERO son utilizadas para la eliminacion de agentes infecciosos. Sin embargo,
se ha encontrado que las ERO pueden participar como segundos mensajeros en la regulacion
del comportamiento celular como la migracion celular, la proliferacion, la muerte celular, la
diferenciacion y en el desarrollo embrionario, ademas de participar en la regulacion de la
expresion génica (ten Freyhaus et al. 2006 y Ushio-Fukai 2006). Existen diferentes fuentes
de generacién de especies reactivas de oxigeno intracelular que incluyen la cadena
transportadora de electrones (CTE) mitocondrial, la familia de las NADPH Oxidasas, las

xantin oxidasas, las cicloxigenasas y las lipoxigenasas (Gloire et al. 2006).

La cadena transportadora de electrones produce ERO durante la respiracion aerdbica. LaCTE
estd compuesta por un complejo de cuatro proteinas I-IV en donde se llevan a cabo las
reacciones de oxidacion y reduccion para crear un gradiente electroquimico que se utiliza
para la sintesis de ATP. Durante estas reacciones se forman ERO en los complejos I-111. La
oxidacion de moléculas altamente energéticas como el NADH y el FAD, libera electrones
que después son acarreados por la co-enzima Q o el citocromo C. La transferencia de
electrones a través de la cadena transportadora es usada para la reduccion de Oz a agua en el
complejo 1V. Durante la transferencia de electrones, algunos de ellos escapan y reaccionan
con el O2 generando la reduccion incompleta del oxigeno molecular para producir aniones
superdxido (Cadenas & Davies 2000). Otra fuente importante de generacion de especies
reactivas de oxigeno son las NADPH oxidasas de las cuales se hablara en el siguiente
apartado y en las cuales nos centraremos en este estudio.

Se han descrito diferentes proteinas susceptibles a ser modificadas por la accion de ERO. Las
ERO pueden actuar oxidando de manera irreversible grupos tiol (SH) de cisteinas en
proteinas blanco (Berlett 1997). También pueden llevar a cabo modificaciones reversibles de

cisteinas reactivas por medio de las cuales inactivan a fosfatasas por mencionar un ejemplo



(Ostman et al. 2011) 6 por la oxidacion de grupos tiol en cinasas como en la proteina Src que
resultan en su activacion (Giannoni et al. 2010). Blancos importantes de la sefializacion
durante la migracion celular incluyen activadores de los receptores tirosina cinasa (RTKS)
como la proteina cinasa C (PKC) y reguladores negativos de RTKs como la proteina tirosina
fosfatasa (PTP) (Wu et al. 2006). Tanto las PKCs como las PTPs tienen cisteinas que pueden
ser oxidadas por ERO que afectan su actividad. PKC es activada después de la oxidacion
mientras que las PTP son inactivadas (Boivin et al. 2010). Interesantemente, una vez
activadas las PKC pueden a su vez influenciar la generacion de ERO, lo cual sugiere que hay
un mecanismo de retroalimentacidn positiva que resulta en la amplificacién de la sefial que
potencia la migracion celular (Wu et al. 2006). La funcién de muchas proteinas incluyendo
proteinas del citoesqueleto, son afectadas por la sefializacion por ERO (Sparaco et al. 2006).
Diferentes estudios han mostrado que el balance redox afecta la dinamica del citoesqueleto,
lo cual impacta directamente en la morfologia y el comportamiento celular in vivo e in vitro
(Jaworski et al. 2009). Interesantemente las ERO pueden influenciar la dinamica de los
filamentos de actina (F-actina) tanto directa como indirectamente. Por un lado, se ha
encontrado que la oxidacién directa de la actina por ERO afecta la polarizacion. Tratamientos
in vitro con altas concentraciones de H202 disminuye la taza de polimerizacion y de
elongacion de los filamentos de actina (Moldovan et al. 2000). Por otro lado, las Rho
GTPasas, que son uno de los principales moduladores de los rearreglos del citoesqueleto
durante la migracion celular, como Racl, RhoA y Cdc42 tienen un motivo redox sensible en
su secuencia proteica primaria que puede ser modificado por ERO, lo cual afecta su actividad.
Estos cambios en la actividad de diferentes Rho GTPasas pueden inducir rearreglos del
citoesqueleto que resultan en la regulacion indirecta de la dindmica del citoesqueleto
(Moldovan et al. 1999). Las ERO que participan en la migracion celular pueden tener
diferentes origenes de generacion, una de ellas es la familia de enzimas NADPH Oxidasas

que se describiran de manera breve a continuacion.

1.3 NADPH oxidasas
Las NADPH oxidasas (Nox) son un grupo de enzimas que estan asociadas a la membrana

plasmatica en una gran variedad de tipos celulares. Hasta el momento se han descrito siete

NADPH oxidasas, las cuales se expresan dependiendo del organismo, el tipo celular o alguna



condicion particular de la célula. Nox1, Nox2, Nox3 y Nox4 son activadas por interacciones
tipo proteina-proteina, y tienen en comun a la subunidad p22 que es importante para la
maduracion, el plegamiento y la estabilizacion del sitio catalitico (Brandes et al. 2014). Nox1
requiere ademas de otras proteinas como la Rho GTPasa Rac, NOXO1 Y NOXAL. Por su
parte Nox2 requiere de Rac, p47, p67 y p40 para activar la generacion de especies reactivas
de oxigeno (Bedard & Krause 2007) (Figura 1). Nox3 al igual que Nox1 requiere de NOXO1,
NOXA1 y Racl (Ueyama et al. 2006) para su activacion, aunque hay reportes que sugieren
que p47 y p67 también pueden participar en la activacion de Nox3 (Ueno et al. 2005). Nox4
se caracteriza por permanecer constitutivamente activa, siempre y cuando esté unida a la
subunidad p22. Sin embargo, existen otras proteinas de la familia Nox como Nox5, Duox1
y Duox2 cuya actividad no depende de p22, en cambio contienen motivos EF hand los cuales
las hacen dependientes de calcio para ser activadas (Brandes et al. 2014) (Figura 1). La
funcién de esta familia de proteinas, es la produccion regulada de superoxido (O2-), o
peroxido de hidrégeno en algunos casos, por la reduccion de un electrén del oxigeno, usando
NADPH como el donador del electron como se representa en la siguiente reaccion:
202+NADPH — 202+ NADPH' + H*  (Babior 2014).

El superdxido generado puede servir como material de partida para la produccién de una
vasta variedad de especies reactivas de oxigenos (ERO) incluyendo, alégenos oxidados,
radicales libres y al oxigeno en singulete (Babior 2014).

Ademas de la generacion del superdxido, las Nox pueden producir peroxido de hidrégeno,
ya sea en pasos sucesivos en los cuales el superéxido se dismuta a peréxido de hidrégeno por
medio de enzimas como la superédxido dismutasa (SOD), o generandolo directamente (Vaziri
et al. 2003).

En humanos se han descrito siete genes NOX, NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, NOX5,
DUOX1 y DUOX2, los cuales presentan diferencias en el nivel de expresion, en los
mecanismos que controlan su expresion, en los patrones de expresion entre tejidos y del tipo
de ERO que produce la enzima para la cual codifican (Brandes et al. 2014). En pez cebra se
han descrito Unicamente cinco genes Nox, Nox1, Nox2, Nox4, Nox5 y Duox1, (Niethammer,
et al. 2009) los cuales parecen presentar diferencias tanto en los patrones como en su nivel
de expresion (Weaver et al. 2016). Sin embargo, el patron de expresion detallado de los genes

gue codifican a estas enzimas y a las proteinas accesorias durante el desarrollo embrionario
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temprano, aun se desconoce. En la Figura 1, se muestra un esquema de las cinco NADPH

oxidasas descritas en el pez cebra.

a
NOX1 P22j’"’°"

N N ™\

NOX2 P22_ph°x NOX4 p22rhox NOX5

™ N 7\ M\ s o ™\ ™\ N N N\

Rac ALNOXO1

Figura 1. NADPH Oxidasas presentes en el pez cebra. En este esquema se representan las
diferentes Nox presentes en el pez cebra. Nox1, Nox2 y Nox4 requieren de p22 para ser activadas.
Nox5 y Duox1 contienen motivos EF hand de union a calcio. (Tomado de Niethammer et al 2009).

Interesantemente se ha reportado que la produccion de ERO derivadas de las NADPH
oxidasas participan como reguladores importantes de la motilidad celular en diferentes tipos
celulares y en organismos diversos, de los cuales se mencionan algunos ejemplos a
continuacion.

Se ha encontrado que Nox1 participa en la migracion celular inducida por citocinas. Ademas,
estd implicada en la migracion de células musculares lisas en respuestas a factores de
crecimiento como el factor derivado de plaguetas (PDGF) (Maheswaranathan et al. 2011) y
al factor de crecimiento fibroblastico basico (bFgf) (Schréder et al. 2007). Otro aspecto
importante es que Nox1 regula la migracion mediante la proteina disulfuro-isomerasa (PDI).
En concentraciones basales, PDI interactda fisicamente con Rho GTPasas pequefias y su
regulador Rho GDI. Después de las estimulacion con PDGF, PDI interactGa con Racl y Rho
aumentando el nimero de adhesiones focales y la migracion celular (Pescatore et al. 2012).
Adicionalmente Nox1 estd involucrado en la regulacion de la expresion de la
metaloproteinasa MMP-9, que participa en la degradacion de la matriz extracelular
importante para la migracién celular (Pescatore et al. 2012).

Nox2 estd mayormente implicado en la migracion de células endoteliales y macrofagos en
las cuales se ha encontrado que estd altamente expresado, por lo que Nox2 influencia la
respuesta inflamatoria y la angiogénesis. Similar a Nox1, Nox2 promueve la migracion via
sefializacion mediada por redox. La formacion de ERO por parte de Nox2 induce rearreglos
del citoesqueleto que participan en la extension, motilidad y adhesién célula-célula de células

endoteliales humanas (Van Buul et al. 2005).
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En estudios de cultivos celulares se ha encontrado que Nox4 participa en procesos como la
angiogénesis, afectando ademas de la migracion de células endoteliales, y la expresion de
estimulos pro migratorios como VEGF (Schroder et al. 2012). Se ha encontrado que Duox1
produce perdxido de hidrogeno (H202) directamente, el cual participa en la regulacion de la
migracion y adhesion de las células endoteliales humanas. Recientemente, en estudios hechos
en la aleta caudal larval del pez cebra, que es un modelo para estudiar las respuestas
inflamatorias y regenerativas de heridas, se encontr6 que el H202 producido por Duox1 actla
como una sefial paracrina quimiotactica que estimula el reclutamiento de leucocitos al sitio
de la lesion (Hurd et al. 2012; Niethammer et al. 2009).

Sin embargo, hasta hace algunos afios, se desconocia el sensor a través del cual las ERO
regulan la migracion celular de los leucocitos en el modelo de pez cebra. En 2011 Yooy
colaboradores identificaron a Lyn, una proteina cinasa de la familia Src, como el mediador
inicial del reclutamiento de los leucocitos al sitio de la lesion. Analisis in vitro realizados en
este mismo trabajo identificaron un solo residuo de cisteina, C466 como responsable de la
activacion de Lyn mediada por la oxidacion, importante para la repuesta de los neutrofilos
durante la cicatrizacion y la sefializacién in vivo (Yoo et al. 2011). Todos estos ejemplos
muestran que las ERO derivadas de la actividad de NADPH oxidasas juegan un papel
importante en la regulacién de la migraciéon celular de tipos celulares particulares. Sin
embargo, aln queda por explorar que tan general es la participacion de las ERO en regular
procesos de migracion celular durante el desarrollo embrionario temprano, por ello en este
trabajo investigaremos el papel de las ERO y la fuente que las genera utilizando a los
embriones del pez cebra aprovechando diversas caracteristicas que tienen estos organismos

que lo hacen un excelente modelo de estudio como se describe a continuacion.

1.4 El pez cebra como modelo de estudio
El pez cebra se ha establecido como un importante modelo de estudio debido a que presenta

varias caracteristicas como un tamario reducido, transparencia y un desarrollo embrionario
externo y rapido, que permite estudiar al organismo completo bajo el microscopio a un nivel
de resolucion que no es posible en ningln otro vertebrado en etapas criticas del desarrollo
como es la gastrulacion (Solnica-Krezel et al. 1995; Kimmel et al. 1995). Utilizando técnicas

como la inmunohistoquimica, la cual es una herramienta poderosa en el modelo de pez cebra,
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se puede determinar tanto la presencia como la localizacion subcelular de proteinas, en los
tejidos del embrion completo con gran resolucion (Mendieta-Serrano et al. 2013, Thisse &
Thisse 2008,Bensch et al. 2013,Gao et al. 2015 y Webb & Miller 2003). El pez cebra se ha
utilizado en afos recientes para analizar los mecanismos responsables de la migracion
celular, ya que este proceso se coordina de manera muy fina con otros comportamientos
celulares como la proliferacion celular, la induccion celular para definir el destino de los
diferentes linajes, asi como con la muerte celular para llevar a cabo el proceso de la
morfogénesis. Uno de los primeros procesos morfogenéticos en el pez cebra es el de la
gastrulacion, en el que un embrion en blastula, practicamente sin estructura, forma las tres
capas embrionarias, (endodermo, mesodermo y ectodermo) organizando el plan corporal
definido por los ejes antero-posterior y dorso-ventral (Solnica-Krezel 2005). En pez cebra el
primer movimiento a gran escala que se observa es el de epibolia que es un tipo de migracion

propio de la gastrulacién como se describe en el siguiente apartado.

1.5 Proceso de epibolia en pez cebra
La epibolia en pez cebra es un proceso en el cual las células del blastodermo migran para

recubrir el vitelo. Esto implica una migracion masiva de células, donde préacticamente todas
las células del embridn se encuentran en movimiento, es por ello que en este proyecto nos
enfocamos al estudio de la epibolia.

Durante la epibolia, que inicia aproximadamente 4 horas después de la fertilizacion (hdf), las
células del embridn estan organizadas en 3 capas como se muestra en la figura 2A. Las células
de la capa envolvente (evl), la cual es una monocapa de las células mas externas del
blastodermo que posteriormente dara origen al peridermo y a células dorsales precursora. Las
células de la capa profunda (dc) que origina al embrion (Oteiza et al. 2008). Por ultimo, se
encuentra el vitelo que contiene la capa sincicial vitelina (ysl), la cual es una poblacion de
nucleos cercanos al blastodermo, pero contenidos en la célula gigante del vitelo. Esta capa
se forma alrededor de la division 10 (3 hpf) cuando los blastomeros marginales se fusionan
y liberan el citoplasma y nucleo al cértex del vitelo subyacente formandose asi los nicleos

sincitiales vitelinos (ysn) (Kimmel & Law 1985).
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Figura 2. Esquema del inicio y progresion de la epibolia. A, Etapa de esfera en la cual se observa
la capa envolvente (evl) encima de las células de la capa profunda (dc) las cuales forman al
blastodermo que se encuentra en el polo animal con respecto a la célula del vitelo (yc) que tiene una
ubicacion en el polo vegetal (vp). B, La transicion de esfera a domo ocurre y se pueden reconocer dos
poblaciones de nucleos sinciciales vitelinos internos (i-ysn) y externos (e-ysn). C, El blastodermo
aumenta el area de su superficie y cubre el vitelo, el embridn se encuentra en etapa de 50% de epibolia.
D, Poco tiempo después del 50% de epibolia, las células se internalizan y forman al escudo que es la
primera estructura que por morfologia indica la region dorsal. E, Las células del embrién se intercalan
para elongar el eje antero-posterior ademas de que las células que se internalizaron forman el
hipoblasto (hyp) que dara origen al mesendodermo y al endodermo, se forma también el epiblasto
(ep), que originara al ectodermo. En este esquema se representa un embrién en la etapa de 75% de
epibolia (Lepage and Bruce, 2010).

La fase de iniciacion comprende la transicién de la etapa de esfera (Figura 2A) a la etapa de
domo (Figura 2B). Durante la etapa de domo, la célula del vitelo comienza a ejercer fuerza
hacia el polo animal provocando que el blastodermo se adelgace. Posteriormente el
blastodermo comienza a recubrir el vitelo, adquiriendo mayor area de superficie, y estas
etapas se definen por el porcentaje de vitelo cubierto (Figura 2C). Una vez en 50% de
epibolia, las células realizan otros tipos de migracion celular propios de la gastrulacion como
lo son la ingresion (Figura 2D), durante este proceso las células se internalizan para formar
el hipoblasto (hyp) y el epiblasto (ep). El hipoblasto dard origen al mesendodermo vy al
endodermo, mientras que el epiblasto originara al ectodermo (Figura 2E). Por ultimo las
células convergen hacia lo que sera el eje principal del embrién y una vez ahi la células se
intercalan y extienden el eje antero-posterior (Bruce, 2016).

La migracion celular es un proceso fundamental para que se lleven a cabo los diferentes tipos
de movimientos propios de la gastrulacion, incluyendo a la epibolia. El antecedente principal
de este proyecto proviene del trabajo realizado por el Dr. Mario A. Mendieta en el cual utiliz6
un reactivo sensible a ERO para analizar las regiones de formacion de especies reactivas de
oxigeno a lo largo del desarrollo embrionario; este compuesto es el clorometil-2°,7’-

diclorodihidro-fluoresceina-diacetato (CM-H2DCFDA) que al ser oxidado por ERO genera
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DCF el cual es una molécula fluorescente. Con este sensor se encontraron patrones muy
interesantes de formacién de ERO a lo largo del proceso de epibolia. Se encontr6 que la sefial
del DCF proviene del blastodermo y en particular de las células de la capa profunda, ademas
de un anillo de ERO en el frente de migracién como se muestra en la Figura 3. Una vez que
se conocian los patrones de formacion de ERO la siguiente pregunta que surgi6 fue ¢cudl es
la fuente de generacion de ERO durante el proceso de epibolia?

Dos de los posibles candidatos para contestar esta pregunta son las mitocondrias, las cuales
son las principales productoras de especies reactivas de oxigeno, y las NADPH oxidasas, que
como ya se menciond antes son fuentes generadoras de ERO de manera regulada. En este
proyecto me enfocare a estudiar a las NADPH oxidasas como las posible fuente generadoras

de ERO vy analizar su posible funcién durante el proceso de epibolia.
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Figura 3. Patrdén de localizacion de la sefial de DCF durante el proceso de epibolia. (A y C)
Embridn en etapa de escudo. A, Embrién visto en campo claro; B DCF; C, Superposicion de Ay B.
(D-F) Imégenes de la dinamica de la sefial de DCF a lo largo de la progresion de la epibolia. Las
cabezas de flecha indican la posicion del cinturon de DCF al borde del frente de migracion por
epibolia. (G-I) Se confirmé que la sefial de DCF proviene del espacio intersticial que forma una red
compleja entre las células de la capa profunda las cuales estdn representadas por los circulos
punteados (Mendieta-Serrano et al, sometido).
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HIPOTESIS GENERAL

Las especies reactivas de oxigeno derivadas de la actividad de NADPH oxidasas participan

en la regulacion de la migracién celular por epibolia en el desarrollo embrionario en pez

cebra.
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OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Analizar los efectos de la inhibicion de la actividad de NADPH oxidasas en la migracion
celular durante la epibolia mediante el tratamiento farmacolédgico con la molécula VAS2870.
2.- Analizar los efectos de la inhibicion de la actividad de NADPH oxidasas en la migracion

celular durante la epibolia con los morfolinos p22 y Duox1.
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MATERIALES Y METODOS

3.1 Animales.
Los embriones fueron obtenidos a partir de peces cebra silvestres que provienen de un acuario

local y de una linea hibrida AB-TUB-WIK. Los peces fueron mantenidos en cautiverio,
separando hembras y machos, las hembras se colocaron en peceras de 5 litros con una
poblacién de 7 hembras por cada pecera, mientras que los machos se colocaron en peceras
de 3 litros con una poblacion de 5 machos por pecera, a una temperatura de 28°C. Los peces
se mantuvieron con un fotoperiodo de 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad y fueron
alimentados tres veces al dia; las condiciones del agua (pH, conductividad eléctrica y
temperatura) se monitorearon diariamente y se realizaron recambios diarios de agua
preparada (agua desionizada por 6smosis inversa mezclada con sales: NaHCO3 0.1 g/I,
instant ocean 0.1 g/l) (Westerfield, 2000).

3.2 Cultivo de embriones de pez cebra.
Los peces cebra machos y hembras fueron colocados en una red una noche anterior a la

mafana de la cruza para permitir que los huevos recién fecundados fueran depositados en el
fondo del acuario y asi evitar que fueran comidos por los peces adultos. Los embriones fueron
colectados al inicio del fotoperiodo de luz que es cuando los peces se estimulan para la
ovoposicion y fertilizacion. Los embriones se succionaron con una pipeta del fondo de la
pecera y fueron separados para la limpieza de detritos. Los embriones de pez cebra fueron
cultivados in vitro en cajas Petri de 100 mm en medio de embrién de pez cebra a una
temperatura de 28°C (Westerfield, 2000).

3.3 Clasificacion de los embriones de pez cebra.
Los embriones cultivados in vitro se clasificaron en diferentes etapas del desarrollo

embrionario por criterios morfolégicos de acuerdo con la tabla propuesta por Kimmel y

colaboradores en 1995.

3.4 Analisis de los efectos de la inhibicion de la actividad de NADPH oxidasas
en la migracion celular durante la epibolia.

3.4.1 Tratamiento con el inhibidor farmacolégico de NADPH Oxidasas, VAS2870
Se obtuvieron embriones recien fertilizados y se incubaron en medio de embrién a 29°C en

la incubadora hasta que llegaron a la etapa de oblongo. Posteriormente se colocaron 10
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embriones por cada pozo en cajas de 48 pozos, como se muestra en la Figura 4. Cada
tratamiento se hace al menos por duplicado para tener de 20 a 30 embriones en cada uno de
los tratamientos. Una vez que llegan a la etapa de esfera se retira la mayor cantidad de medio
de embrion y se adiciona DMSO al 1% en el grupo control y VAS2870 a una concentracion
de 5y 10 uM para los grupos experimentales. La estructura de la molécula VAS2870 se
representa en la Figura 5. El inicio del tratamiento de los embriones con el VAS2870 se llevd
a cabo en diferentes etapas del desarrollo del pez cebra, como se muestra en la Figura 4 para

determinar la etapa adecuada para llevar a cabo los tratamientos.

DMSO 1% Esfera 30% epibolia Escudo
Ctrl

VAS2870
S5uM

VAS2870
10um

3 4

Figura 4. Esquema representativo del tratamiento con el inhibidor VAS2870. Los circulos de
color azul representan pozos con 10 embriones controles, cada uno tratados Unicamente con DMSO
al 1%. Los circulos naranjas representan 10 embriones, cada uno tratados con VAS2870. En la parte
superior se muestra la etapa en la cual fue incubado con el tratamiento, mientras que en la barra en
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color negro muestra que los dos pozos superiores se trataron con VAS2870 a una concentracién de 5
uM, y los dos pozos inferiores se trataron con VAS2870 a una concentracién de 10 uM.

Una vez que los embriones controles llegan a la etapa de 75% de epibolia, se fijan los
embriones de todos los pozos al mismo tiempo con paraformaldehido al 4% durante toda la

noche para su posterior tincion acorde con Mendieta-Serrano (2013).

N\
o>\S
N
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N N

Figura 5. Estructura quimica del inhibidor VAS2870. La molécula 3-benzilo-7-(-2-benzoxazolil)
thio-1,2,3-triazolo[4,5-d]pirimidina (VAS2870) fue caracterizada mediante resonancia magnética
nuclear y espectrometria de masas, y fue reportada por primera vez en 2006 (ten Freyhaus et al.,
2006).

3.4.2 Tratamiento con el inhibidor VAS2870 y H20:.
Como se muestra en la Figura 6, los embriones se incubaron con VAS2870 y H202 en dos

formas diferentes a las cuales les llamamos tratamiento desfasado (Figura 6i) y tratamiento
continuo simultaneo (Figura 6ii). En ambos experimentos se utilizaron 30 embriones por
cada tratamiento. En el tratamiento desfasado se colocé el grupo de embriones control en
DMSO al 1% (barra en color azul fuerte). El siguiente tratamiento consistié en colocar los
embriones durante una hora en VAS2870 a una concentracion de 10 uM durante una hora
(barra en color rojo), posteriormente se retir6 la mayor cantidad del inhibidor cada
tratamiento y se adicion6 DMSO 1% hasta que los embriones fueron fijados (barra rojo-azul
fuerte). En el tratamiento de rescate se colocé el grupo de embriones control en VAS2870 a
una concentracion de 10 uM durante una hora, se retird el VAS2870 y se adiciond perdxido
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de hidrdégeno a diferentes concentraciones (barra en color rojo-azul cielo). En el tratamiento
continuo simultaneo (Figura 6ii), los embriones del tratamiento control se colocaron en
DMSO 1% de manera continua desde la etapa de esfera hasta la etapa de 90% de epibolia
(barra en color verde). En el siguiente tratamiento, se colocaron a los embriones en VAS2870
10 uM de manera continua hasta que los embriones control llegaron a la etapa de 90% de
epibolia (barra en color rojo). En el tercer tratamiento continuo simultaneo el grupo de
embriones se colocaron en una solucién que contiene VAS2870 10uM vy diferentes
concentraciones de H20> de manera continua (barras en color rojo-azul cielo). Una vez que
los embriones control llegaron a la etapa de 90% de epibolia (aproximadamente 9 horas
posteriores a la fertilizacion), se fijaron todos los grupos de tratamientos con
paraformaldehido al 4% (representado en la Figura 6 con la barra negra perpendicular), para

posteriormente analizar los efectos del tratamiento.

DMSO 1% m
VAS2870 10 uMm
H,O, 1 mMm ii

Figura 6. Tratamiento con el inhibidor VAS2870 y H2O,. En esta figura se muestra un esquema
general de los diferentes tratamientos realizados. Se observa una linea del tiempo con las etapas del
desarrollo en las cuales fueron sometidos los embriones a cada tratamiento. La barra debajo de la
linea del tiempo representa el tipo de tratamiento, el inicio y fin de cada uno de ellos. Las barras en
color azul fuerte representan el tratamiento con DMSO 1%, las barras en color rojo el tratamiento
con VAS2870 10uM vy en color azul cielo el tratamiento con perdxido de hidrégeno. La Figura 6i
muestra el tratamiento desfasado. La Figura 6ii muestra el tratamiento continuo simultaneo.
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3.4.3 Microinyeccion de oligonucleétidos antisentido tipo Morfolino
Los morfolinos (MO) son oligonucle6tidos antisentido que tienen dos mecanismos de accion:

pueden interrumpir el inicio de la traduccion del ARNm o afectar el proceso de corte y
empalme (splicing) del pre-ARNm (Morcos, 2007). En este proyecto se utilizaron morfolinos
disefiados para afectar el splicing del ARNm vy asi provocar la pérdida de funcién parcial de
la subunidad de p22 y la NADPH oxidasa Duox1. A continuacién, se describe de manera
resumida la metodologia empleada para inyectar ARNm o morfolino en embriones de pez
cebra acorde con lo reportado (Mendieta-Serrano et al., 2015).

Primeramente, se obtienen embriones recién fertilizados, y se colocan en placas de agarosa,
las cuales contienen surcos en los cuales se colocan los embriones en fila. Posteriormente se
calibra el microinyector para inyectar a los embriones con la concentracidn deseada la cual
se calibra previamente inyectando la solucion sobre una reglilla y se mide el diametro de la
burbuja que se forma hasta obtener el didmetro deseado. Bajo el microscopio estereoscopico
se inyectan los embriones en el vitelo antes de que formen la primera célula, y una vez
inyectados, se colocan en una caja Petri la cual contiene agua de embrion (60mg/litro de
Instant Ocean en agua bidestilada). Los embriones se crecen a 28°C en una incubadora (Yuan
& Sun 2009).

Los morfolinos fueron sintetizados por la compafiia (GeneTools LLC Oregon) para los genes
Duoxl 5 -AGTGAATTAGAGAAATGCACCTTTT-3, y Cyba (p22 phox) 5'-
ATCATAGCATGTAAGGATACATCCC-3" acorde con las secuencias reportadas en la
literatura (Niethammer et al., 2009). Estos morfolinos fueron diluidos en buffer Danieau e
inyectados en los embriones a una concentracion de 7.5 ng por embrién de cada uno de los
morfolinos de Duox1 y de p22. EI MO Std control se inyectd a 7.5 ng por embrion.

En los experimentos donde se obtuvieron dobles morfantes se inyectd de manera simultanea
7.5 ng de cada morfolino p22 y Duox1, por lo que la cantidad total de los morfolinos fue de
15 ng por embrion (7.5ng p22 + 7.5 ng Duox1). Por lo que el MO Std ctrl se inyecto a una

concentracion total de 15 ng por embrién.
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3.4.4 Validacion de los morfolinos Duox1 y p22.
Se utilizaron dos pares de oligos previamente descritos (Niethammer, Grabher, A. T. Look,

et al. 2009) : «cyba 5 GCGAAGATTGAGTGGGCGATGTGGGCC vy
ITTATTCGTTGATGGTGACAGACATAGGATTGTC,

Duox 5 ACACATGTGACTTCATATCCAG y 3 ATTATTAACTCATCCACATCCAG
para amplificar la region en la que tedricamente se afecta el corte y empalme provocado por
los morfolinos previamente mencionados. Para ello, se realizé una extraccion de ARN de
sesenta embriones inyectados con los morfolinos control (std), de duox y de p22 en estadios
de 24 hpf mediante fenol cloroformo con TRIZOL (Life Technologies) siguiendo el manual
del proveedor. A partir de los ARNSs se sintetizé el ADNc mediante retrotranscripcion con
oligonucledtidos Random Primers (Termo Scientific), oligo dT (Invitrogen) y M-MLV
transcriptasa reversa (Invitrogen), siguiendo las indicaciones del proveedor. Se realizaron
las reacciones de PCR y los amplicones se cargaron en geles de agarosa al 4% (Buffer Tae

1X, agarosa de bajo punto de fusion).

3.4.5 Tratamiento con H202 de embriones coinyectados con los Morfolinos p22 y Duox
Se coinyectaron embriones en etapa de una célula con los Morfolinos p22 y Doux a una

concentracion de 15 ng por embrion (7.5 ng p22 + 7.5 ng Duox1), inyectando el MO Std ctrl
a la misma concentracién de 15 ng por embrién. Se dejaron incubando a 29°C hasta que
Ilegaron a la etapa de Esfera. Una vez en esa etapa, 30 embriones coinyectados con el MO
p22/Duox se incubaron en DMSO 1% y 30 embriones coinyectados con el MO p22/Duox se
incubaron en diferentes concentraciones de H202. EI mismo procedimiento se utilizo con los
embriones inyectados con el MO Std Ctrl incubandose los embriones hasta la etapa de 75-
80% de epibolia en la cual los embriones fueron fijados con PFA 4% para tefiirlos y

analizarlos posteriormente.

3.5 Microscopia de fluorescencia convencional.
Los embriones tefiidos con colorantes fluorescentes fueron montados en agarosa de bajo

punto de fusion al 1% y posteriormente visualizados por microscopia de fluorescencia

convencional y fotografiados en un microscopio Leica (DMLB) con objetivos 5X (apertura

23



numérica 0.12 y correccion NPLAN); laadquisicion de las imagenes se realiz6 con la camara
AXIOVISION MRc5 mediante el software AXIOVISION REL. Versién 4.8.

3.6 Analisis de imagenes.
Las imagenes de microscopia de fluorescencia fueron obtenidas manualmente ajustando los

valores de adquisicién con el programa axiovision rel y se guardaron como series. El analisis
de las imégenes fue realizado con el software libre ImageJ v.1.37 (Abramoff el al., 2004) o

con la version alternativa de software Fiji (https://imagej.net/Fiji) (Schindelin et al., 2012).

La cuantificacion de las imagenes fue realizada con ImageJ 1.48.

Para la presentacion de las imagenes en mosaicos se utilizo el programa Adobe Photoshop
Cs6. Las imagenes no se sometieron a ningun procesamiento adicional durante el analisis o

presentacion de las imagenes.

3.7 Analisis estadistico
En el tratamiento con el inhibidor VAS2870 y en la inyeccion de los morfolinos Duox, p22

y Duox/p22 se realiz6 una prueba t de student para analizar si las diferencias eran

significativas entre el tratamiento y el control.

En los tratamientos con el inhibidor VAS2870 y H20. se utilizo la prueba one way anova
seguida de la prueba de Tukey para analizar si las diferencias eran significativas entre todos

los grupos de tratamiento.

Para realizar los andlisis estadisticos se utiliz6 el software GraphPad Prism version 4.0, La
Jolla California USA, www.graphpad.com
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RESULTADOS

4.1 VAS2870 afecta el proceso de epibolia en pez cebra.
El VAS2870 es un inhibidor farmacolégico general de las NADPH Oxidasas (ten Freyhaus

et al. 2006), el cual ha sido ampliamente usado en cultivos celulares y en diferentes
organismos, entre ellos el pez cebra (Niethammer et al. 2009). Probamos este inhibidor
usando como vehiculo el DMSO que es una molécula que se utiliza en diferentes tratamientos
farmacoldgicos para permeabilizar a las células del embrion y asi facilitar la entrada de los
farmacos que se estan estudiando.

Inicialmente determinamos la concentracion de DMSO que se debe usar para obtener
experimentos con resultados reproducibles. Encontramos que la concentracion de 1% de
DMSO es la ideal para realizar los tratamientos con VAS2870, por lo que al probar el efecto
de diferentes diluciones de VAS2870 la concentracion del DMSO debe permanecer constante
al 1%. A esta concentracion el DMSO no presentd ningun efecto evidente en el desarrollo de

los embriones de pez cebra como se puede ver méas adelante.

Una vez que se determind la concentracién en la cual se utilizara el DMSO, nos enfocamos
en determinar el rango de concentraciones de exposicién de los embriones al VAS2870.
Inicialmente probamos la concentracion reportada por Niethamer y colaboradores
(Niethammer et al. 2009), la cual era de 20 uM, sin embargo esa concentracion en nuestras
manos, detiene el desarrollo de los embriones y posteriormente mueren. Esto nos llevo a
probar concentraciones mas bajas, 1, 2.5, 5y 10 uM, y encontramos que a concentraciones
de 5y 10 uM podiamos observar efectos en el desarrollo sin afectar la sobrevivencia de los
embriones durante la epibolia.

Una vez que se determind la concentracion de DMSO y VAS2870 que debiamos usar, nos
enfocamos en analizar el efecto del inhibidor en el proceso de epibolia. Se utilizo el inhibidor
en diferentes etapas del desarrollo. Durante el inicio de la epibolia, que corresponde a la etapa
de esfera, posteriormente en 30% y 50% de epibolia. Para esto, se incubaron los embriones
hasta que los controles con DMSO 1% llegaron a 75% de epibolia y se fijaron los embriones
de todos los tratamientos. La Figura 7A se muestra un esquema representativo de la titulacion

con el inhibidor VAS2870. En la Figura 7 B y F se observan los embriones control, los cuales

25



fueron incubados desde la etapa de esfera con DMSO 1%. Estos embriones se incubaron
hasta llegar a la etapa de 75% de epibolia en la cual los fijamos con paraformaldehido al 4%
y posteriormente los ndcleos se tifieron con Hoescht. Como referencia usamos a los
embriones control, ya que una vez que estos embriones llegan a la etapa de 75% de epibolia,
ademas de fijar este grupo, también se fijan los embriones tratados con VAS2870 con
diferentes concentraciones y en diferentes etapas. Los embriones de la Figura 7 C y G fueron
tratados desde la etapa de esfera con VAS2870 a 5y 10 uM respectivamente. Se observa que
en ambos tratamientos se afecta la migracion tanto en la capa envolvente como en la capa
profunda. Al medir el porcentaje de avance de ambas capas y hacer un analisis estadistico,
se encontrd que la capa envolvente recubria el 60% del vitelo mientras que la capa profunda
se encontraba recubriendo el 50% como se muestra en la Figura 7J. Los embriones de la
Figura 7 D y H fueron tratados desde la etapa de 30% de epibolia con VAS2870a5y 10 uM
y se dejaron incubando hasta que los embriones control llegaron al 75% de epibolia. Se
observd que en ambos tratamientos se afecta la migracion tanto de la capa envolvente como
de la capa profunda, que a diferencia de los embriones tratados con VAS2870 desde la etapa
de esfera, se ven menos afectados. Ademas, los embriones tratados con la concentracion de
5uM se ven ain menos afectados que los tratados con 10 uM. Por ultimo, los embriones
tratados con VAS2870 desde la etapa de escudo tienen un efecto leve en la migracion, ya que
los embriones tratados con 5 uM y 10 uM (Figura E e 1), se observa que la capa envolvente
se desarrolla hasta 75% de epibolia, mientras que la capa profunda se desarrolla 70 y 60% de
epibolia respectivamente. Estos resultados muestran que el VAS2870 tiene mayor efecto
sobre la migracion por epibolia cuando se incuba en etapas mas tempranas y a
concentraciones crecientes, pero si los embriones se incuban con VAS2870 en etapas mas

avanzadas, el efecto del VAS2870 sobre la migracion por epibolia es menor.
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Figura 7. Andlisis del efecto del tratamiento con VAS2870 en la epibolia. A Esquema
representativo del experimento de titulacion. La barra de tiempo representa el tiempo aproximado en
el cual los embriones alcanzan cierta etapa. Debajo de la barra de tiempo las barras en color azul y
rojo representa el tiempo durante el cual se incubaron a los embriones. La barra en color rojo azul
representa el tratamiento con DMSO 1% v la barra en color rojo, el tratamiento con VAS2870.By F
Embriones control tratados con DMSO al 1%. C-E Embriones tratados con VAS2870 5 uM iniciando
el tratamiento en diferentes etapas de la epibolia. G-I Embriones tratados con VAS2870 10 uM
iniciando el tratamiento en diferentes etapas de la epibolia. C y G el tratamiento con VAS2870
iniciado en esfera. D y H tratamiento con VAS2870 iniciado en 30% de epibolia. E e | el tratamiento
con VAS2870 iniciado en escudo. J Gréfica que muestra el porcentaje de avance de la epibolia; en el
eje Y se muestra el porcentaje de avance de las capas y en el eje X se representa los diferentes
tratamientos a los que fueron sometidos los embriones. Las barras en color negro representan el
porcentaje de avance de la capa envolvente (CE) y las barras en color gris el porcentaje de avance de
la capa profunda (CP). K En esta grafica se muestra el porcentaje del desfase que hay entre las capas,
que es la diferencia en el porcentaje de avance entre la capa envolvente y profunda. (N=2) con 20
embriones en cada tratamiento (n=40).

4.2 Tratamiento simultaneo de VAS2870 y H20>
Actualmente se conoce que el VAS2870 tiene como blanco principal a las enzimas NADPH

oxidasas cuya funcién es la produccién de ERO. Al inhibir la produccion de ERO como ya
se menciond antes, durante la epibolia se afecta la migracion celular de la capa profunda (CP)
y la capa envolvente (CE) durante la epibolia (Figura 7). Para probar que el VAS2870 esta
afectando de manera especifica la funcion de las proteinas Nox, los embriones fueron tratados
con VAS2870 a 10 uM y ademas se incubaron de manera simultanea con diferentes
concentraciones de H20: (1, 2.5, 5 y 10 mM), para analizar si los efectos biologicos
provocados por la inhibicion de las NADPH oxidasas descritos previamente pueden ser
rescatados. Se encontré que 1y 2.5 mM de peroxido de hidrogeno rescatan los defectos en
la migracion celular de la capa envolvente y profunda en embriones tratados con VAS2870.
Los embriones se incubaron de manera continua con VAS2870 y H.O2 como se muestra en
el esquema A de la Figura 8. Estos tratamientos fueron probados en dos etapas, al inicio de
la epibolia que corresponde a la etapa de esfera, y en etapa de 50% de epibolia. EI primer
tratamiento de rescate lo realizamos durante la etapa de esfera (Figura 8), en la cual sabemos
que el efecto del tratamiento con VAS2870 a 10 uM es mas fuerte que en etapas posteriores.
En la Figura 8B se muestra un embrion representativo de cada tratamiento. En el tratamiento
con VAS2870 10 uM se observo que se afecta de manera significativa la migracion celular
en comparacion con los embriones control los cuales se colocan en un medio con DMSO al

1% como se muestra en la Figura 8C. Al colocar a los embriones en un medio con VAS2870
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10 uM més peroxido de hidrogeno 1 mM (VAS-H202) encontramos que hay un rescate
parcial en la migracion celular tanto de la capa profunda como de la envolvente en
comparacion con los embriones tratados Unicamente con VAS2870. Pero cuando los
embriones son tratados de manera simultdnea con VAS280 10 uM mas peréxido de
hidrégeno 2.5 mM (VAS- H202 2.5 mM) encontramos que se rescata de manera total la
migracion por epibolia de la capa envolvente y profunda, ya que al compararlos contra los
embriones control, vemos que no hay diferencias significativas en la migracion por epibolia
(Figura 8C).

En el tratamiento iniciado en etapa de 50% de epibolia observamos resultados similares a los
encontrados en etapa de esfera. En este experimento se esperaba rescatar de manera total la
migracion de la capa envolvente y profunda, ya que el tratamiento con el VAS2870 iniciado
en etapa de esfera (que tiene efectos mas severos en la migracion) se rescatd totalmente
cuando adicionamos H202 2.5 mM. Encontramos que en el tratamiento iniciado en etapa de
50% de epibolia, el porcentaje de avance CE y CP de todos los tratamientos es mayor que en
tratamiento iniciado en esfera, y la migracion se rescata totalmente Unicamente cuando
adicionamos H202 2.5 mM (Figura9 By C).
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Figura 8. Analisis del efecto de los tratamientos continuos de VAS2870 y H202 en etapa de
esfera. A) Esquema representativo de los diferentes tratamientos realizados en etapa de esfera. Las
barras de color en la parte inferior a la barra de tiempo, representan el tipo de tratamiento y el tiempo
al que fueron sometidos. La barra en color azul marino representa el tratamiento con DMSO 1%, en
rojo el tratamiento con VAS2870, las barras en rojo y azul cielo representan los tratamientos
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simultdneos de VAS2870 y peroxido de hidrogeno. B) Embriones representativos de cada
tratamiento. C) Porcentaje de avance de la capa envolvente en el lado derecho y de la capa profunda
en el lado izquierdo de cada tratamiento. Se anidaron los resultados, cada barra representa 3
experimentos independientes con 30 embriones por cada experimento. Se utilizd la prueba oneway
ANOVA p<0.005, ns= no significativo.
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Figura 9. Analisis del efecto de los tratamientos continuo y simultaneo de VAS2870 y H;0,en
etapa de 50% de epibolia. A) Esquema representativo del tratamiento en 50% de epibolia. B)
Embriones representativos de cada tratamiento. C) Porcentaje de avance de la capa envolvente en el
lado derecho y de la capa profunda en el lado izquierdo de cada tratamiento. Los resultados se
anidaron; cada barra representa tres experimentos independientes con treinta embriones por cada
experimento. Se utiliz6 la prueba oneway ANOVA p<0.005, ns= no significativo.

4.3 Tratamiento desfasado de VAS2870 y H20:..
Para determinar si el rescate con peroxido de hidrégeno visto en el tratamiento anterior se

debe principalmente a la compensacion de la disminucion de ERO enddgenas provocada por
inhibicién de las NADPH oxidasas con VAS2870 y no a una posible modificacion del
inhibidor con el H2Oz, se hicieron tratamientos en los embriones de manera desfasada, en los
cuales se expusieron los embriones al inhibidor durante una hora y posteriormente se
incubaron en otro medio como se describe en la seccion de materiales y métodos 3.5.2 (Figura
6i). El tratamiento desfasado consistio en poner primero el inhibidor durante una hora y
posteriormente agregar DMSO y/o perdxido de hidrégeno dejandolos incubar posteriormente
hasta que los embriones control llegaron a la etapa de 90% de epibolia, en la cual fijamos a
los embriones de todos los tratamientos, como se muestra en la Figura 10A. Los tratamientos
se realizaron por triplicado, comenzando desde la etapa de esfera. Una vez fijados los
embriones se tifieron con DAPI y mediante analisis de imagenes se midio el porcentaje de
migracion por epibolia de cada una de las capas; los datos de las mediciones se representan
en las graficas de la Figura 10C. Observamos que el tratamiento de una hora con VAS2870
10 uM es suficiente para retrasar la migracion por epibolia de la capa envolvente y profunda
(Figura 10 B y C). Ademas, observamos que, a diferencia del tratamiento continuo descrito
en la seccion anterior, al tratar a los embriones con 1 mM  de H202 no observamos un rescate
significativo ni en la CE ni en la CP, pero al agregar peroxido de hidrogeno 2.5 mM
observamos que la migracion de ambas capas se rescata parcialmente como se observa en la
Figural0 By C.

Estos resultados sugieren que el rescate observado en los tratamientos simultaneos descritos
en el apartado anterior, se deben a que el H202 agregado de manera exdgena, compensan la
disminucion de peroxido de hidrégeno generada por la inhibicion de la actividad de las
NADPH Oxidasas, y no a la modificacion u obstruccion de la actividad del VAS2870 debida

a su interaccion con el H20..
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Figura 10. Tratamiento desfasado con el inhibidor VAS2870 y H,0,. A) Esquema representativo
de cada tratamiento. B) Embriones representativos de cada tratamiento. Las barras de color en la parte
superior representan el tipo de tratamiento y el tiempo al que fueron sometidos. La barra en color azul
marino representa el tratamiento con DMSO 1%, en rojo seguido de la barra azul marino representa
el tratamiento con VAS2870 por una hora y posteriormente con DMSO 1%, la barra de color rojo
seguida de la barra azul cielo representa el tratamiento por una hora con VAS2870 y posteriormente
el tratamiento con peréxido de hidrogeno. B) Porcentaje de avance de la capa envolvente en el lado
derecho y de la capa profunda en el lado izquierdo de cada tratamiento. Se anidaron los resultados,
cada barra representa 3 experimentos independientes con 30 embriones por cada experimento. Se
utilizo la prueba oneway ANOVA p<0.005, ns= no significativo.

4.3 Inyeccion de morfolinos

Los resultados presentados en la primera parte de la tesis indican que las ERO derivadas de
la actividad de las enzimas NADPH oxidasas participan en la regulacién del proceso de
migracion durante la epibolia, la siguiente pregunta por resolver era ¢Cuéales NADPH
oxidasas participan en regular el proceso de epibolia? Para avanzar en el esclarecimiento de
esta la pregunta utilizamos dos morfolinos que afectan la expresion de dos genes diferentes:
p22 y Duox. La subunidad p22 activa a Nox1, Nox2 y Nox4, por lo que al afectar la expresion
en teoria disminuiria también la actividad de las NADPH oxidasas antes mencionadas.

4.3.1 Inyeccion del morfolino p22
Para analizar si las NADPH oxidasas Nox1, Nox2 y Nox 4 son importantes para la migracion

celular durante la epibolia en embriones de pez cebra, se inyectd el morfolino p22, el cual
afecta el splicing del ARNm de la subunidad p22, y en teoria disminuye la expresion de la
subunidad p22, lo cual en principio deberia de afectar la activacion de tres NADPH oxidasas
(Figura 1). El MO p22 se inyectd en embriones recién fertilizados antes de que formaran la
primera célula y posteriormente se analiz6 la morfologia de los embriones durante la etapa
de epibolia, que comprende desde la etapa de esfera que es el inicio de la epibolia, hasta las
72 horas. Se tomaron fotografias en el microscopio de campo claro de algunas de las etapas
mas representativas como se observa en la Figura 11. En la Figura 11A se muestran
embriones representativos de la inyeccion con el MO Std Ctrl, y en la figura 11B se muestran
embriones inyectados con el MO p22. Se observa que tanto el embrién inyectado con el
Morfolino estandar control (MO Std Ctrl) como el inyectado con el MO p22 no presentan

diferencias morfoldgicas visibles en las diferentes etapas.
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A 60% de epibolia 90% de epibolia 32 hpf

MO Std Ctr

MO p22

Figura 11. Inyeccién del MO p22. A) Embriones inyectados con el MO Std Ctrl a una concentracion
de 7.5ng, se adquirieron imégenes en las etapas de 60 y 90 % de epibolia y a las 32 hpf. B) Embriones
inyectados con el MO p22 a una concentracién de 7.5 ng.

4.3.2 Inyeccion del Morfolino Duox1
Para analizar el posible papel de Duox1 en el proceso de epibolia, se inyectaron embriones

recién fertilizados los cuales atn no formaban la primera célula con el morfolino de Duox y
posteriormente se analizaron en el microscopio de campo claro. Como se muestra en la Figura
12, los embriones inyectados no presentaron algin efecto evidente durante la epibolia, los
embriones se desarrollaron de manera normal al igual que los controles inyectados con el
morfolino estdndar Figura 12A, lo cual sugiere que no se afecta el proceso de migracion
celular durante la epibolia. Sin embargo, al analizar los embriones inyectados con el
morfolino que afecta la expresion de Duox1 a las 24 horas, se encontrd que tienen alto grado
de muerte celular localizada en la cabeza y en la cola, ademas de que observamos que hay
anormalidades en su morfologia ademas de que la talla de los embriones es mas corta (Figura
12B). A las 48 horas se observa una disminucion en la cantidad de melanocitos y a las 72

horas comienzan a morir.
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Figura 12. Inyeccion del MO Duoxl. A, Embriones inyectados con el MO Std Ctrl a una
concentracion de 7.5ng. Se adquirieron imagenes en la etapa de escudo y 80 % de epibolia. B,
Embriones inyectados con el MO Duox1 de los cuales se adquirieron las imagenes en diferentes
etapas. Durante la epibolia no parece haber ningtn defecto morfoldgico, mientras que a las 24 horas
se observa muerte celular localizada en cabeza y cola como se indica con las flechas en color rojo.

4.3.3 Coinyeccion del MO p22/Duox1
Debido a que observamos que la inyeccion por separado de los morfolinos p22 y Duox1 no

tenia efecto aparente en la epibolia, decidimos coinyectar ambos morfolinos, esperando que
al disminuir la actividad de 4 de las 5 NADPH oxidasas en la epibolia, se observara un efecto
sumatorio o potenciador parecido o igual al tratamiento con VAS2870. Se hicieron tres
repeticiones de la inyeccion y en la Figura 13 se presentan imagenes con embriones
representativos de lo observado en las repeticiones. Observamos que los embriones
coinyectados con los morfolinos p22/Duox1 tienen efectos en la migracion por epibolia desde
la etapa de esfera, lo cual es mas evidente cuando los embriones inyectados con el MO Std
Crtl se encuentran en la etapa de escudo, ya que al observar a los embriones inyectados con
los MOs p22/Duox encontramos que estos aun se encontraban en la etapa de esfera. Este
retraso en la epibolia de los embriones inyectados con los MOs p22/Duox1 persiste durante
toda la epibolia como se observa en la Figura 13 en la que los embriones inyectados con el
MO Std Ctrl se han desarrollado hasta la etapa de 90% de epibolia mientras que los embriones
inyectados con los MOs p22/Duox1 se encuentran en la etapa de 50% de epibolia.

Aproximadamente el 50% de los embriones inyectados con el MO p22/Duox1 sobreviven a

las 24 horas, sin embargo, estos embriones presentan deformaciones severas, acortamiento
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de la cola, la cabeza tiene un tamafio mas pequefio y ademas se observa muerte celular

localizada, como en los embriones inyectados solamente con el MO Duox1.

A Escudo 90% de epibolia 24 hpf

MO
Duox1/p22

MO

Std Ctrl

Figura 13. Coinyeccion del MO p22 y Duox1. A) Embrion representativo el cual fue inyectado con
el MO Std Ctrl. Se adquirieron iméagenes en etapas de escudo, 90% epibolia y a las 24 hpf. B)
Coinyeccién del morfolino p22 y Duox1 (MO p22/Duox1). Se adquirieron las imagenes al mismo
tiempo que los embriones inyectados con el MO Std Ctrl. La coinyeccion del MO p22/Duox1 tiene
efectos en la migracion durante toda la epibolia y esto provoca el retraso en los embriones durante la
epibolia y a las 24 hpf.

4.4 Analisis del efecto de la incubacion en medio con H202 de embriones inyectados
con los morfolinos p22 y Duox1.
Se realizaron tres experimentos independientes, en los cuales se inyectaron embriones con el

morfolino Std Ctrl y por otro lado se inyectaron de manera simultanea el MO de p22 y Duox1
en embriones que aun no formaban la primera célula. Estos experimentos se realizaron de
esta manera esperando que al inyectar ambos morfolinos en teoria de disminuiria la actividad
de la mayoria de las NADPH oxidasas, y posiblemente pudiéramos encontrar algin efecto
parecido a los observados con el inhibidor VAS2870. Los embriones inyectados se incubaron
hasta la etapa de esfera, y una vez en esta etapa, los embriones se separaron en dos grupos.
En cada grupo se incluyeron embriones inyectados con el morfolino estandar y embriones
coinyectados con el morfolino de p22 y Duox1. El primer grupo de embriones se incubé en
medio control con DMS0O1%, mientras que el segundo grupo se incub6 en medio con H20-
a la concentraciéon de 1 mM. Ambos grupos de embriones se incubaron hasta la etapa de 90%
de epibolia (Figura 14A). Una vez que los embriones llegaron a esta etapa, se fijaron y tifieron
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con DAPI, se tomaron fotografias en el microscopio de fluorescencia para posteriormente
mediante andlisis de imégenes medir el porcentaje de migracion por epibolia de la capa
envolvente y la profunda. Mediante la prueba estadistica oneway ANOVA se verifico si habia
alguna diferencia significativa. Se hicieron tres comparaciones como se muestra en la Figura
14B. En la primera se compararon embriones inyectados con el morfolino Std Ctrl que se
incubaron con medio DMSO 1% contra medio con H2O, 1 mM. En experimentos
independientes se observo que en los embriones tratados con H20-, no se afecta la migracion
celular en dos de los tres experimentos y solo en uno de los tres experimentos encontramos
que el H202 provoca que tanto la CE como la CP migren mas rapido, sin embargo, al anidar
los resultados de los tres experimentos, se encontrd que estas diferencias no son significativas
como se muestra en la Figura 14B. En la segunda comparacion se encuentran los embriones
inyectados con dos morfolinos de manera simultanea (p22 y Duox1) tratados con DMSO al
1% contra tratados con H.02 1 mM. En este grupo de experimentos encontramos que solo en
una repeticion experimental del tratamiento con el H2O> se observa un rescate del efecto
sobre el retraso en la epibolia que tiene el tratamiento con los dos morfolinos. Al anidar los
resultados no se observa un rescate del fenotipo por el tratamiento con peréxido de hidrégeno
(Figura 14B). Por ultimo, se resumen los resultados obtenidos en las tres réplicas
experimentales en donde se comparan los efectos que tienen la inyeccion del MO Std Ctrl y
los efectos provocados en la epibolia por la inyeccion simultanea con los morfolinos contra
p22 y contra Duox. Estos experimentos sirven como referencia de que la inyeccion con el
MO p22 y MO Duox1 afecta la migracion celular en comparacién con los embriones
inyectados con el MO Std Ctrl los cuales se desarrollan de manera normal, como ya se habia

mostrado anteriormente.
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Figura 14. Analisis del efecto de la inyeccion del MO p22/Duox y el tratamiento con H202 . A)
Esquema representativo del rescate con peroxido de hidrogeno de los embriones inyectados con los
dobles morfolinos. En la barra de tiempo se indica la inyeccion del morfolino al tiempo 0O, los
embriones inyectados se incuban hasta que llegan a la etapa de esfera, en la cual, se dividieron en
grupos para tratarlos con DMSO 1% representado en color azul fuerte, o H.O> representado en azul
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tenue. B) La grafica muestra los datos anidados de tres experimentos independientes. Se realizaron
tres comparaciones. 1. MO Std Ctrl en medio DMSO 1% vs MO std en medio H2O2 1mM; 2.MO
p22+Duox en medio DMSO 1% vs MO p22+Duox en medio H202 1 mM; 3.-MO Std Ctrl vs
MO p22+Duox. Se realizé la prueba estadistica Oneway anova con un valor de p<0.05.

Estos resultados muestran que el efecto de la inyeccion simultanea con los morfolinos contra
p22 y Duox so6lo pudo ser rescatado en uno de los experimentos independientes, pero al
anidar estos resultados se encontré6 que este rescate no es reproducible, ya que es
estadisticamente significativo al tratar con la concentraciéon de H.0> 1 mM. Como
perspectivas de estos experimentos, queda por analizar si concentraciones més elevadas de

H202 como 2.5 mM rescatan estos efectos al igual que en los tratamientos con VAS2870.

4.5 Validacién de la efectividad de los morfolinos p22 y Duox1.
Existen varias metodologias para validar que los morfolinos son efectivos para afectar la

expresion de los genes de p22 y Duox. Debido a que los dos morfolinos que utilizamos
afectan el corte y empalme del pre-ARNm, se realizaron PCRs para evaluar la conversion
del ARNm en un ARNm modificado el cual contiene un coddn de paro que detiene la
traduccion prematuramente acorde con lo descrito por la publicacién original en donde
fueron reportados estos morfolinos (Niethammer et al., 2009). En la Figura 15 se muestran
los resultados de la reaccion de PCR de los embriones inyectados con los morfolinos p22 y
Duox. En la Figura 15A se observa en el primer carril el marcador de pares de bases (PB),
en el segundo carril una banda de aproximadamente 280 PB que corresponde al producto de
PCR de un fragmento del ARNm de Duox de embriones inyectados con el MO Std y en el
tercer carril se observan 2 bandas marcadas con las flechas rojas que corresponden a un
fragmento del ARNm modificado de Duox de embriones inyectados con el MO Duox, una
de alrededor de 300 PB y otra de 200 PB en las cuales se observa que se afecta el corte y

empalme del pre-ARNm.

En la figura 15B se muestra en el segundo carril el amplicon de 550 PB que corresponde a
un fragmento del ANRm de p22 de embriones inyectados con el morfolino estandar, y en el
tercer carril se encontraron dos amplicones de menor tamafio (400 y 300 PB) en los cuales
se afecta el corte y empalme del pre-ARNm de p22.
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Estos experimentos sugieren que la inyeccion de los Morfolinos de p22 y Duox afectan la

expresion y la actividad de las enzimas Nox.
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Figura 15. Reaccion de PCR para validar los morfolinos p22 y Duox. A) En el segundo
carril se observa el amplicon de 280 PB. En el tercer carril se observan dos bandas
sefialadas con flechas de color rojo que muestran 2 fragmentos de 300 PB y 200 PB. B) En
el segundo carril se encontré una banda de 550 PB y en el tercer carril 2 fragmentos de 400
y 300 PB sefialadas con las flechas rojas.
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DISCUSION

5.1 La inhibicion farmacoldgica de Nox retrasa la migracion por epibolia
En afios recientes, se han descrito a las ERO (principalmente al peroxido de hidrégeno), como

moléculas que actian como segundos mensajeros, capaces de regular a diferentes blancos
intracelulares desencadenando o interactuando con otras vias de sefializacion (Apel & Hirt
2004) para asi regular comportamientos celulares como migracion, proliferacion,
diferenciacion y muerte celular. Todos estos comportamientos celulares son importantes para
que se lleve de manera adecuada el desarrollo embrionario (Herndndez-Garcia et al. 2010).
El patron de localizacion general de ERO observado durante el proceso de la epibolia (Figura
3) (Mendieta-Serrano et al 2017, Tesis de Doctorado) sugiere que las ERO participan en el
proceso de la epibolia. Por lo anterior nos preguntamos ¢cual es mecanismo responsable de
la formacion de las ERO observadas? y ¢qué ocurre al inhibir su formacion? Una fuente
potencial de la generacion de las ERO son las enzimas NADPH oxidasas o Nox.
Encontramos que al exponer a los embriones de pez cebra a la molécula pequefia VAS2870,
gue actia como un inhibidor especifico y general de las Nox (ten Freyhaus et al., 2006) , se
observa una disminucion en la produccion de ERO (Mendieta-Serrano et al. 2017, Articulo
sometido). En la presente tesis nos preguntamos si la inhibicion farmacolégica general de la
actividad Nox afecta al proceso de la epibolia. Se encontré que el VAS2870 provoca el
retraso en la epibolia principalmente de la capa y profunda (CP) y en menor medida de la
capa envolvente (CE) (Figura 7). Al afectar el proceso de epibolia hay una alteracion en el
desarrollo que afectan la morfologia y la sobrevivencia de los embriones en etapas
posteriores.(Schepis et al. 2012, Képpen et al. 2006)

5.2 El tratamiento continuo con peréxido de hidrogeno rescata los efectos

provocados por el inhibidor VAS2870.
El perdxido de hidrdgeno esta involucrado en varios procesos de transduccion de sefiales. El

mecanismo llamado “sefializacion Redox” incluye la oxidacion reversible mediada por H20>
de residuos de cisteina en enzimas y factores de transcripcion que alteran sus actividades
(Lennicke et al. 2015). El peroxido de hidrégeno participa en varios procesos celulares cémo
proliferacion, regeneracion celular (Love et al. 2013), migracion (Niethammer et al. 20009;
Tauzin et al. 2014) y muerte celular (Whittemore et al. 1995)
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Tanto el perdxido de hidrogeno como otras especies reactivas de oxigeno tienen efectos
pleiotropicos que dependen de la concentracion intracelular e intercelular en la que se
encuentran en el organismo. Para rescatar los efectos de la inhibicion de las NADPH
oxidasas, en los cuales hay una disminucion de ERO y efectos en la epibolia, nos
preguntamos si al adicionar de manera exogena H.O; se podia compensar los efectos

provocados en la epibolia por la inhibicion de los genes Nox.

Estudios previos como en la regeneracion en renacuajos de Xenopus tropicalis a los cuales
se les corta la punta de la cola, observaron mediante un sensor de H,O, (HyPer-YFP), que se
genera un gradiente de peréxido de hidrogeno, el cual es importante para activar el programa
de regeneracion. Ademas, encontraron que el tejido en regeneracién mantiene un nivel
sostenido de H>O> intracelular a una concentracion entre 50 y 200 uM y que la disminucion
de H.O> mediante tratamientos farmacoldgicos y genéticos reduce la proliferacion e
interrumpe la regeneracion de la cola del renacuajo. El rescate genético rescata tanto la
produccion de ERO como la regeneracion celular (Love et al. 2013).

En trabajos de migracion de neutrofilos en larvas de pez cebra, se inyectdé H.O2en la cavidad
Otica a una concentracion de 10 uM y se observd que hubo un aumento en el numero de
neutréfilos que migran a la cavidad, mientras que en cortes de cola en los cuales utilizaron el
inhibidor de NADPH Oxidasas DPI, rescatan la migracién de neutréfilos al sitio de la lesion

adicionando H»>O; a una concentracion de 10 uM (Yoo et al. 2011)

Estos reportes previos, nos sirvieron como antecedentes para que en este proyecto se
probaran varias concentraciones de peroxido de hidrégeno (desde 10 uM hasta 1 mM), para
analizar si estos tratamientos rescatan a los embriones de los efectos provocados por la
inhibicién con VAS2870. Encontramos que concentraciones por debajo de 1 mM no
rescataron los efectos de la inhibicién con VAS2870, mientras que concentraciones arriba de
5 mM de peroxido de hidrégeno, tenian efectos adversos en los cuales se disminuyo la

sobrevivencia de los embriones.

Los resultados obtenidos, indican que las concentraciones de perdxido que rescataron los
efectos de la inhibicion con VAS2870 fueron 1 y 2.5 mM (Figuras 8 y 9). También se
probaron las concentraciones 1y 2.5 mM de H2O> en embriones, sin ningln otro tratamiento,

para analizar qué efectos tenian las dos concentraciones de peréxido por si solas. Observamos
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que en algunos embriones se aceleraba el desarrollo durante la epibolia, pero el analisis
completo de los experimentos no mostro que este resultado fuera estadisticamente
significativo (resultados no mostrados). Esto se debe posiblemente a que el perdxido de
hidrogeno adicionado exdgenamente sea metabolizado de manera muy eficiente debido a que
en las células del embrion estan presentes una variedad de mecanismos enzimaticos y no
enzimaticos para eliminar el H>O.. Es posible que presente variaciones entre embriones y por

ello vemos que en algunos las células migran mas rapido.

5.3 El tratamiento con peroxido de hidrégeno posterior al tratamiento con el
inhibidor VAS2870 rescataron la migracion durante la epibolia.
Para probar que el rescate con peroxido de hidrégeno no se debe a la inactivacion del

VAS2870 por el H.O2, decidimos hacer tratamientos desfasados. En estos tratamientos
utilizamos VAS2870 10 uM durante una hora y posteriormente se retiré completamente el
inhibidor y se adicion6 inmediatamente el peréxido de hidrogeno a las dos concentraciones
antes mencionadas; de esta manera, se busco que el inhibidor no interactuara con el peroxido,
por lo que el rescate observado se debié Unicamente a que se compensa la disminucion del
nivel de H20: vy las vias en que éste actla (Figura 10). Decidimos hacer el experimento
Unicamente en la etapa de esfera ya que el tratamiento de VAS2870 por una hora provoco
que los embriones se desarrollen hasta la etapa de 40-50% de epibolia; una vez que
adicionamos el peroxido de hidrogeno, éste tiene el tiempo suficiente para rescatar los efectos
del VAS2870 hasta que los embriones llegan a la etapa de 90% de epibolia, en la cual los
fijamos con PFA. Hacer el tratamiento desfasado en etapas posteriores como 50% de
epibolia, no permite que los embriones tengan el tiempo suficiente en el medio con H20; por

lo que no se rescata la migracion de la CE Y CP.

Adicionalmente, se realizaron pruebas mediante resonancia magnética nuclear para analizar
si el peroxido de hidrogeno afecta o modifica la estructura de la molécula del VAS2870
durante las cuatro horas (que es el tiempo de incubacidn en las cuales el VAS2870 interactia
conel H>02). Como se muestra en la Figura 16, el resultado de este experimento fue que se
generaba una mezcla de dos productos, en los cuales el 76% correspondia a la molécula
VAS2870 sin modificar mientras que sélo el 24% restante correspondia a la molécula del

VAS2870 modificada en su grupo azufre, el cual puede ser susceptible a ser oxidado y
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generar un sulfoxido (Mendiata-Serrano et al., sometido). Estos resultados mostraron que un
76 % de la molécula puede seguir activa con la capacidad de inhibir a las NADPH Oxidasas.
Sin embargo, no se sabe hasta el momento si el otro 24% del VAS2870 pueda seguir
inhibiendo o no a las NADPH Oxidasas

VAS2870 10 uM+1mM H,0,

|

VAS2870 oxidized
VAS2870

Figura 16. Esquema de la reaccion con VAS2870 y perdxido de hidrdgeno. En esta figura se
muestran las estructuras del VAS2870 y el producto de la reaccién entre VAS2870 y H,O,. En gris
obscuro se representa el porcentaje de VAS2870 sin modificar y en lineas punteadas se representa
la molécula del VAS2870 modificada.

5.4 El peroxido de hidrégeno no rescato los efectos provocados por la inyeccion
del doble morfolino de p22 y Duox.
El VAS2870 es un inhibidor general de las Nox, sin embargo, no sabemos si todas las Nox

descritas en pez cebra o sélo algunas son responsables de la formacidén de ERO que participan
en el proceso de epibolia. Como una primera aproximacion se decidio inhibir la actividad de
diferentes Nox por medio del uso de morfolinos. Para inhibir la actividad de Nox1, 2 y 4,
usamos el morfolino que inhibe la expresion de p22 que es la subunidad necesaria para la
actividad de las tres Nox antes mencionadas, y encontramos que al inhibirla (afectando el

splicing del mMRNA) no hubo ninglin efecto en la epibolia (Figura 11). Por otro lado, la
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inhibicidn del splicing del mensajero de Duox tampoco presentd efectos en la epibolia
(Figura 12). En cambio, al inhibir de manera simultdnea ambos genes (p22 y Duox1) se afectd
la migracion por epibolia (Figura 13), lo cual sugiere que diferentes genes Nox participan en

la formacion de las ERO que regulan la epibolia.

Sin embargo, en la inyeccion con los dobles morfolinos no se logré rescatar de manera
significativa la migracion por epibolia de la capa envolvente o de la profunda al tratarlos con
el peroxido de hidrogeno (Figura 13). Esto pudiera deberse a que la doble inyeccion en la
cual se afecta la expresion de las NADPH oxidasas desde la transicion de la blastula media,
es demasiado severa como para poder ser rescatada con la adicién de peréxido en la
concentracion 1 mM. Ademas, de ello una pequefia variacion en la cantidad de morfolino
inyectado es suficiente para aumentar la severidad de los efectos observados. Como control
de que la inyeccidn funciond, se dejaron desarrollar algunos embriones hasta las 24 horas, en
las cuales la mitad de los embriones debia haber sobrevivido, ademas de presentar los
defectos antes descritos como malformacion de la cola y la cabeza y que los embriones
presentaban muerte localizada en la cabeza. Lo interesante de estos resultados es que la
adicion del peroxido de hidrdgeno por si solo no afect6 la migracidn por epibolia, y s6lo en
algunos casos logro rescatar los efectos provocados por la doble inyeccion con los
morfolinos. Esto sugiere que debemos seguir probando concentraciones mas bajas del doble
morfolino y ademas probar concentraciones mas altas de perdxido de hidrogeno. También es
importante analizar con mayor detalle lo que sucede con los filamentos de actina y con las
adhesiones celulares para ver si alguna de estas vias es afectada por la disminucion de ERO.
Otra posibilidad es que algunos de los efectos observados por los tratamientos con morfolinos
sean inespecificos y éstos no se pueden rescatar por el tratamiento con el peréxido de

hidrégeno.

5.5 Validacion de la eficiencia de los morfolinos
En la literatura se han reportado diferentes anticuerpos con los cuales se detecta la presencia

de las diferentes Nox en humano y en otras especies. En pez cebra no se han reportado
anticuerpos que detecten especificamente a las NADPH oxidasas. Hasta el momento sélo
hemos probado dos anticuerpos que detectan las proteinas p22 y Duox1 de humano en pez

cebra. En ensayos de “Western blot” encontramos varias bandas, lo cual sugiere que los
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anticuerpos no son tan especificos. Hasta el momento, en la literatura no se ha reportado el
uso de anticuerpos para p22 (cyba) o Duox1 en pez cebra, los cuales podrian ser usados para
validar la eficiencia de los morfolinos mediante Western blots o inmunotinciones. Algunas
veces los anticuerpos producidos para reconocer proteinas en otros organismos como conejo
y ratén son usados en pez cebra para hacer inmunohistoquimica. Sin embargo se debe validar
la especificidad de los morfolinos mediante ensayos de competencia y western blot. Debido
a que no hay anticuerpos que reconozcan especificamente a p22 y Duox1 en pez cebra y
ademas los morfolinos que se usaron en este proyecto afectan el corte y empalme del pre-
MRNA esto puede ser verificado por PCR ya que al verse afectado el corte y empalme se
espera que se formen transcritos mas pequefios que pueden detectarse por medio de una
reaccion de PCR, en la cual genera un amplicon de menor tamafio comparado con el control.
Ana Hutennlocher y colaboradores (Niethammer et al., 2009) reportaron que el morfolino
de p22 generaba una banda de aproximadamente 255 pb en comparacion con el control en el
cual se generaba un amplicon de alrededor de 300 pb (Figura 17B). Nosotros encontramos
que se generaron las bandas reportadas y ademas que se formé una banda adicional de mayor
tamafio en los tratamientos con el MO p22, la cual no fue reportado por Niethamer (Figura
17B"). Esta banda puede ser generada debido a que podria existir otra isoforma de p22 la cual
no haya sido reportada. En ese mismo reporte, los autores utilizaron el MO Duox1 en el
cual también se verifico la eficacia del morfolino a traveés de PCR. Encontraron que en los
tratamientos con el MO Duox se formé una banda de menor tamafio (Figura 17A). Sin
embargo, en los experimentos realizados por nosotros en el laboratorio, observamos que el
tratamiento con el MO Duox1 al igual que el morfolino de p22, gener6 dos bandas las cuales
son de menor tamafio que las generadas por el tratamiento control (Figura 17A”). Cabe
mencionar que usamos los mismos oligos para amplificar las regiones que son afectadas por

los morfolinos y ademas se realizaron en las mismas etapas que ya habian sido reportadas.
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Figura 17. Validacién de los morfolinos de Duox1 y p22 por PCR. En esta figura se hace una
comparacion entre los datos obtenidos mediante la reaccidn de PCR por (Niethammer et al., 2009)
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CONCLUSIONES

A)

B)

C)

Las NADPH Oxidasas son responsables de la formacién de ERO en el blastodermo en
embriones de pez cebra.

Las ERO generadas a partir de la actividad de las NADPH oxidasas, participan en la
regulacién de la migracion celular durante el proceso de epibolia preferencialmente de la capa
profunda.

Ambos tratamientos, el farmacoldgico y el genético para inhibir la generacion de ERO,
sugieren que varias Nox participan en la generacion de especies reactivas de oxigeno y la

regulacion de la migracion celular durante la epibolia.
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PERSPECTIVAS

- Identificar los genes Nox que se expresan durante el desarrollo temprano del pez cebray
caracterizar sus patrones de expresion espacio-temporal.

- Generar mutantes en los genes Nox que tienen una expresion temprana para determinar
cuales genes son responsables de la formacion de ERO importantes en la epibolia.

- Identificar los blancos de las ERO que participan en el control de la epibolia.

- Analizar si existe algin sensor molecular que media los efectos regulados por las ERO.
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