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Resumen

Las especies de oxigeno reactivas (EOR) a concentraciones fisiolégicas estan
involucradas en la regulacion de procesos celulares como la proliferacion, la muerte
celular, la migracion y la adhesidn, entre otras. Estos procesos celulares son
esenciales en la coordinacion de la morfogénesis embrionaria durante el desarrollo
temprano en animales. La epibolia, el primer movimiento morfogenético que se lleva
a cabo por los embriones de pez cebra consiste en la migracion masiva de los
blastomeros desde la region animal hacia el polo vegetal. Es durante este proceso

que las capas del blastodermo se adelgazan, se expanden y envuelven al vitelo.

Existe mucha informacion que describe los componentes celulares y moleculares
que participan en el comienzo y progresion de la epibolia. No obstante, los
mecanismos por los cuales las EOR podrian modular las respuestas celulares que
son esenciales para la progresion de la epibolia durante el desarrollo del pez cebra

aun no se ha estudiado a profundidad.

Nuestro grupo ha descrito previamente que la produccion de EOR por las NADPH
oxidasas (Nox) es esencial para la progresion de la epibolia. Cuando los embriones
de etapas tempranas se tratan con el inhibidor de las Nox, el VAS2870, se observa
un retraso en la migracion de ambas capas del blastodermo, hay cambios en el
patrén de localizacion de la E-cadherina en las células de la capa envolvente y se

produce la letalidad embrionaria dentro de las primeras 24 h de desarrollo.

En este proyecto encontramos que al tratar simultdneamente a los embriones con
VAS2870 y Dynasore, un inhibidor de la endocitosis mediada por la dinamina, se
rescata el patron de localizacion de la E-cadherina, asi como la supervivencia de

los embriones a las 24 y 48 h de desarrollo.

Estos resultados nos dan nueva informacion para dilucidar cuales son las vias por

las cuales las EOR regulan el desarrollo normal en etapas tempranas.
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Abreviaturas

B-cat B-catenina

"OH Radica hidroxilo

'02 Oxigeno siglete

AP-2 Complejo protéico adaptador 2/Adaptor protein complex 2

BSA Albumina de suero bovino/Bovine serum albumin

Ca* lon calcio

cd Fosfatasa Ciclo de division celular 25/Cell division cycle 25

c25

phosphatase

Cdh1 Cadherina 1

Cdk1 Ciclina dependiente de cinasa 1/Cyclin dependent kinase 1

CK2 Cinasa de la caseina 2

CM-H2DCFDA Clorometil-2’,7’-diclorodihidro-fluoresceina diacetato

CME Endocitosis Mediada por Clatrina/Clathrin Mediated Endocytosis

CYBA/P22phox Cadena alfa del citocromo b-245/Cytochrome b-245 alpha chain

DAPI 4 ' 6-diamidino-2-fenilindol

DCF Forma oxidada del CM-H2DCFDA

DCL Células de la capa profunda/Deep Cell Layer

DMSO Dimetil sulféxido

Duox Oxidasa dual/Dual oxidase

EC Dominio de E-cadherina

E-cad E-cadherina

EGFR Receptor del factor de crecimiento epidermal/Epidermal growth
factor receptor

eNOS NO sintasa de 6xido nitrico endotelial

Eomesa Eomesodemina A/Eomesodermin A

EOR Especies de Oxigeno Reactivas

EpCAM Molécula de adhesion celular epitelial/Epithelial cellular adhesion
molecule

EPS15 Substrato 15 Fjel receptor del factor de crecimiento
epidermal/Epidermal growth factor receptor substrate 15

E Cinasa regulada por sefales extracelulares 2/Extracellular signal-

rk 2 .

regulated kinase 2

ESCRT Complejo de Clqsificacién Endosor_nal Requerido para el Transporte/
Endosomal Sorting Complex Required for Transport

EVL Células de la capa envolvente/Enveloping Layer
Cinasa de la glicogeno sintasa 3 beta/Glycogen Synthase Kinase 3

GSK3p Beta

H.O, Perdxido de hidrégeno

HEPES Acido 4-(2-hidroxietil) piperazin-1-iletanosulfénico

HGF-M Receptor del factor de crecimiento de hepatocitos Met/Hepatocyte

-Met

grow factor receptor Met

HOCI Acido hipoclérico

hpf Horas post fertilizacion

HRP Peroxidasa de rabano/Horseradish peroxidase

MDM?2 Homoélogo de doble minute 2 de ratén/Mouse double minute 2
homolog

Mxtx2 Gen Homeobox tipo mixto/Mix-type homeobox gene




NADPH Nicotinamida adenina dinucledétido fosfato
ncf1/p47 Factor citosélico de neutroéfilos 1/Neutrophil cytosolic factor 1
ncf2/p67 Factor citosolico de neutréfilos 2/Neutrophil cytosolic factor 2
Nox NADPH Oxidasa
NOXA1 Activador 1 de la NADPH oxidasa/NADPH oxidase activator 1
Organizador 1 de la NADPH oxidasa/NADPH oxidase organizer 1
NOXO1
(noxola/noxolb)
O, Dioxigeno
Oy lon superdxido
O3 Ozono
PFA Paraformaldehido
PKC Proteina cinasa C
P Dominio Pou clase 5, factor transcripcional 1/Pou Domain, class 5,
ou5f1 "
transcription factor 1
R Substrato 1 de la toxina botulinica C3 relacionada a Ras/Ras-related
aci ) )
C3 botulinum toxin substrate 1
rcf fuerza centrifuga relativa
RO’ Alkoxilo
ROy Peroxilo
SFB Suero fetal bovino
SFKs Familia de Src cinasas/Src family kinases
SOD Superoxido dismutasa
WT Cepa silvestre/Wild type
YSL Sincicio de la célula del vitelo /Yolk syncytial layer




1.Introduccion
1.1. Especies de oxigeno reactivas y las Nox

En 1954 se describié por primera vez la presencia de radicales libres en
algunos sistemas bioldgicos al ser observados en una gran variedad de tejidos de
animales y plantas (Commoner et al., 1954). Algunos radicales libres forman parte
de un grupo de moléculas derivadas de la reduccion parcial del dioxigeno (Oz2),

conocidas como especies de oxigeno reactivas (EOR).

Desde su descubrimiento se consideraron a los radicales libres y a las EOR
como agentes de dafo implicados en distintas patologias (Halliwell & Gutteridge,
1985). Estos estudios se enfocaron en estudiar los efectos que las EOR tenian
sobre las células en un contexto de estrés oxidante, proceso en el cual los
compuestos oxidantes generados rebasan la capacidad de los sistemas
antioxidantes (Lushchak, 2014). Hoy en dia se sabe que las EOR son compuestos
que se producen en condiciones fisiolégicas y que la sefalizacion redox mediada
por estas moléculas participa en regular las respuestas celulares en contextos no
patolégicos como en el envejecimiento, la respuesta inmune y la fertilidad
(Bardaweel et al., 2018; Sies, 2017).

Las EOR que se producen en condiciones fisiologicas por sistemas
bioldgicos incluyen al ion superéxido (O2™), el peréxido de hidrogeno (H202), el
radical hidroxilo (*OH), el peroxilo (RO2") y el alkoxilo (RO") (Bardaweel et al., 2018;
Bedard & Krause, 2007). Existen varias vias responsables de la produccién de estas
EOR en las células. Una, es como subproductos de la respiracion celular aerobia y
otros procesos metabdlicos oxidantes realizados en organelos como la mitocondria,
los peroxisomas vy el reticulo endoplasmico (Covarrubias et al., 2008; Hernandez-
Garcia et al., 2010). Otra via de produccién es por la accidbn de enzimas
especializadas, un ejemplo de estas son las NADPH oxidasas (NOX), las cuales
son enzimas transmembranales que producen algunas EOR a partir del Oz de forma

regulada.



Las NOX estan compuestas por un dominio catalitico y subunidades
accesorias que fungen como organizadoras o activadoras. Estas enzimas
transfieren electrones provenientes del NADPH citoplasmatico al O2 para reducirlo
parcialmente y formar O2™, el cual a su vez puede dismutar en H202 en fagosomas
y/o en el espacio extracelular (Bedard & Krause, 2007). Se ha encontrado expresion
de las NOX tanto en mamiferos como en otros vertebrados en distintos puntos de
la ontogenia de los diferentes organismos y en tejidos diversos como en el sistema
vascular, en génadas, en el musculo liso, tejido epitelial, tejido nervioso, células
endoteliales y fibroblastos (Aguirre and Lambeth, 2010; Weaver, Leung and Suter,
2016).

En mamiferos se han identificado siete enzimas homologas pertenecientes a
la familia de las NOX, asi como algunas variantes de procesamiento de mRNA
alternativo (splicing en inglés) (Bedard & Krause, 2007). En esta familia se
encuentran aquellas que requieren de la subunidad CYBA/P22phox para su
activacion (NOX1, NOX2, NOX3 y NOX4) y aquellas que son reguladas por Ca?*
(NOX5, DUOX1 y DUOX2). La proteina P22phox es una subunidad pequefia que
se asocia a la membrana y estabiliza a la enzima NOX. De igual manera, en el caso
de NOX1, NOX2 y NOX3 la CYBA/P22phox sirve para reclutar a las subunidades
reguladoras (Aguirre & Lambeth, 2010).

Desde un punto de vista estructural, las Nox se pueden dividir en tres
subfamilias. La primera subfamilia esta compuesta por NOX1, NOX2, NOX3 y
NOX4, las cuales estan conformadas unicamente por dos dominios: un dominio
transmembranal N-terminal, que es el sitio catalitico conformado por dos grupos
hemo, y un dominio de deshidrogenasa en el C-terminal el cual se asocia a FAD y
NADPH. La segunda subfamilia integrada por NOX5 presenta un dominio adicional
tipo EF de unién a Ca?* y se regula tanto con Ca?* como por la proteina cinasa C
(PKC). Por ultimo, la tercer subfamilia compuesta por DUOX1 y DUOX2 tiene,
ademas del dominio de mano EF y activacion por Ca?*, un dominio en el extremo

N-terminal que es homodlogo al de las hemoperoxidasas (Aguirre & Lambeth, 2010).
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Las NOX1 a 5 producen O2™ el cual es convertido en H202 de forma
espontanea o por accion de la superdxido dismutasa (SOD). Por otra parte, DUOX
1y 2 pueden convertir al O2™ en H202 de forma directa por su dominio de peroxidasa

(Ameziane-El-Hassani et al., 2005).

En el genoma del pez cebra se han descrito a seis genes Nox: nox1, nox2,
nox4, nox5, duoxl y duox2 (Kawahara et al., 2007; Trubiroha et al., 2018; Weaver
et al., 2016). También se ha observado la transcripcion de las subunidades
organizadoras cyba/p22phox, ncfl/p47, noxola y noxolb y las subunidades
activadoras ncf2/p67 y noxal (Lopez Lomas, 2019). Como en el caso de las NOX
de humano, Nox1, Nox2 y Nox4 del pez cebra se asocian con la subunidad
organizadora Cyba/P22phox. Nox1 se asocia ademas con Noxo1, Noxal y la
GTPasa pequena Rac1. Nox2 se asocia por otro lado con la Ncf1/p47, Ncf2/p67 y
la GTPasa pequefia Rac (Fig. 1) (Aguirre & Lambeth, 2010; Niethammer et al.,
2009).

Nox1 oonax NOX2 oonox  NOX4 gonox  NOX5 i)DuoxUz

LATALATAT T (i

Figura 1. Familia de las Nox presentes en el pez cebra. Nox 1, 2 y 4 se muestran asociadas a
P22phox. Nox1y 2 presentan ademas unidades reguladoras y activadoras asociadas. Nox5 presenta
un sitio de unién a Ca?*, al igual que Duox1 y Duox2 y ademas un dominio de peroxidasa N-terminal
expuesto al medio extracelular (Niethammer et al., 2009). Figura realizada con el software de
BioRender (Aoki, 2017).

Aun cuando el O2" y H202 producidos por estas enzimas tienen una vida
media relativamente corta en comparacion con otras moléculas, 1 ys y 1 ms
respectivamente (Reth, 2002), se ha descrito que estas moléculas tienen un papel
importante en la regulacién de distintos procesos celulares in vivo e in vitro. El H202
y otras EOR son capaces de interaccionar y oxidar biomoléculas como proteinas,
carbohidratos, acidos nucleicos y lipidos, afectando su estructura o su funcion
(Bedard & Krause, 2007; Bienert et al., 2006; Halliwell & Whiteman, 2004). Es por

esta caracteristica que las EOR se han relacionado con la modulacion de la
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expresion de distintos genes, asi como con la regulacién del comportamiento celular
como la inhibicién o la induccién de la proliferacion, la diferenciacion celular, la
migracion y la apoptosis (Al-Mehdi et al., 2012; Fogarty et al., 2016; Hernandez-
Garcia et al., 2010; Hurd et al., 2012; Owusu-Ansah & Banerjee, 2009; Salas-Vidal
et al., 1998). De igual manera, las EOR pueden participar de forma directa en otros
procesos, ya que se ha observado que el H202 funciona como un quimioatrayente

para células del sistema inmune en sefial de dafio (Niethammer et al., 2009).

Dado que las EOR producidas por las Nox son capaces de modular una gran
cantidad de respuestas celulares especificas en diferentes contextos y su dinamica
de produccién y difusidon generan gradientes en distintos tejidos, se ha propuesto
que el H202 funciona como una molécula de sefializacion o morfégeno (Covarrubias
et al., 2008; Hernandez-Garcia et al., 2010; Ray, Huang and Tsuiji, 2012). Por ello
nos enfocamos en estudiar el papel que puede tener el H202 y O2™ en contextos
fisioloégicos, ademas de que nos preguntamos cuales son las vias que se regulan
por ellos durante el desarrollo embrionario utilizando al pez cebra como modelo de

estudio.

1.2. Desarrollo embrionario del pez cebra

El pez cebra (Danio rerio) es un teleésteo tropical de agua dulce
popularmente utilizado como modelo animal para estudiar el desarrollo embrionario
de vertebrados. El pez cebra se adopté como un modelo biolégico por varias
cualidades: su crianza y reproduccion en el laboratorio es relativamente facil y
econdmica, comparados con otros modelos animales; tienen una alta tasa de
fecundidad ya que en una sola cruza las hembras son capaces de desovar decenas
de embriones (Eaton & Farley, 1974); los adultos alcanzan la madurez sexual a los
tres meses de edad y el desarrollo temprano es relativamente rapido, ya que los
primordios de los principales 6rganos se establece alrededor de las 24 h (Kimmel et
al., 1995). Otra ventaja que tiene el pez cebra es que el desarrollo embrionario es
externo y el corion y los embriones son transparentes, lo que permite observar el

desarrollo de tejidos y o6rganos con facilidad, al igual que generar lineas
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transgénicas con marcadores fluorescentes para células o proteinas especificas es

un proceso relativamente sencillo (Gilbert, 2013; Nasiadka & Clark, 2012).

%
1 célula 64 células 128 células 1000 células esfera
0.2 hrs 2 hrs 2.25 hrs 3 hrs 4 hrs
4

- \ 4
domo 50% epibolia escudo 75% epibolia brote
4.3 hrs 53 hrs 6 hrs 8 hrs 10 hrs

.

.

14 somitas prim-6 pec-larga
16 hrs 25 hrs 48 hrs

Figura 2. Desarrollo embrionario del pez cebra. Las puntas de flecha denotan caracteristicas
morfoldgicas clave para identificar las etapas. Punta de flecha en 1000 células sefala los nucleos
liberados en el vitelo. Punta de flecha en domo sefiala ascenso del vitelo. Punta de flecha en escudo
denota el escudo embrionario. Punta de flecha en 75 % de epibolia sefiala el surco de Brachet, la
division entre el hipoblasto y el epiblasto. Algunas etapas se omitieron para simplificar la figura.
Modificada de Kimmel et al., 1995 y realizada con el software de BiorRender (Aoki, 2017).

El desarrollo embrionario del pez cebra inicia aproximadamente 20 min
después de haberse llevado a cabo la fertilizacién externa del ovocito (Fig. 2). Tras
la fecundacién, corrientes citoplasmaticas provocan la segregacion del citoplasma
de la primera célula del vitelo, el componente nutritivo del ovocito. Esta primera
célula origina al blastodisco y especifica al polo animal del embrién y también
determina al polo vegetal en la region opuesta en la cual se localiza el vitelo

(Fuentes & Fernandez, 2010; Kimmel et al., 1995).

El blastodisco posteriormente pasa por una etapa de divisiones celulares
rapidas y sincronizadas, manteniéndose sobre el vitelo. Esta etapa de divisiones

sucesivas dura aproximadamente 2 h después de la fertilizacion (2 hpf). A las 2.25
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hpf, el embridn entra en el periodo de blastula durante el cual los blastomeros se
establecen como blastodermo. A las 3 hpf se lleva a cabo un cambio en el embrién
denominado transicion de blastula media, etapa del desarrollo en la cual se activa
la transcripcion del genoma embrionario. Esta transicion se lleva a cabo cuando el
blastodermo del embrion esta conformado por alrededor de 1000 células. Es
también en esta etapa de 1000 células que el vitelo se convierte en el sincicio de la
célula del vitelo (YSL por sus siglas en inglés yolk syncytial layer), célula
multinucleada formada tras la liberacion de nucleos de las células del blastodermo

marginal al vitelo (Kimmel et al., 1995; Lepage & Bruce, 2010).

En la etapa de esfera, alrededor de las 4 hpf, el embridn presenta tres linajes
celulares distintos. Sobre la superficie de la YSL, la cual se establecidé en etapas
anteriores, se encuentran las células de la capa profunda (DCL por sus siglas en
inglés deep cell layer), células redondas que se encuentran laxamente asociadas
entre si y con mucho espacio intersticial. Sobre las DCL se encuentran las células
de la capa envolvente (EVL por sus siglas en inglés enveloping layer), células
delgadas y alargadas las cuales forman una monocapa de tipo epitelial que recubre
y protege al blastodermo. En el borde del blastodermo las células de la EVL se
encuentran fuertemente asociadas con la YSL mediante uniones estrechas (Lepage
et al., 2014).

Es a las 4.3 hpf que comienza un proceso de reorganizacion de la distribucion
de las células del blastodermo (Kimmel et al., 1995). Esta reorganizacion se logra
gracias al primer movimiento morfogenético realizado por el embrién conocido como
epibolia. La epibolia consiste en la migracibn en masa de las células del
blastodermo, el cual se adelgaza por la intercalacion radial de los blastomeros de la
DCL y se extiende sobre la superficie del vitelo, recubriendo esta estructura desde
el polo animal hasta el polo vegetal (Gilbert, 2013; Lepage & Bruce, 2010). El
proceso de epibolia se encuentra coordinado por los nucleos de la YSL, los cuales
inician y determinan la direccion de la migracion celular a través de la accién
concertada de su red de filamentos de actina y microtubulos (Behrndt et al., 2012;
Solnica-Krezel & Driever, 1994).
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Esta migracion en masa, junto con los otros movimientos propios de la
gastrulacion, culminan con el recubrimiento total del vitelo por las células del
blastodermo y como resultado de estos movimientos de migracion e intercalacion
celular, asi como de internalizacion en la regidon del escudo, se derivan las primeras
2 capas celulares en el embrion: el epiblasto en la capa mas superficial (ectodermo)
y el hipoblasto (mesendodermo) que contacta al sincicio del vitelo (Kimmel et al.,
1995; Lepage & Bruce, 2010; Warga & Kimmel, 1990).

1.3. ElI H2O2 se encuentra involucrado en la progresion de la epibolia 'y la
gastrulacion en el pez cebra

La epibolia es un proceso complejo en el cual participan una gran variedad
de factores transcripcionales, cinasas, cambios en la dinamica del citoesqueleto,
morfégenos y proteinas de adhesion celular que coordinan y promueven su

progresion durante el desarrollo temprano del pez cebra.

Dentro de los factores transcripcionales importantes se encuentran las
proteinas de herencia materna Pou5f1 y Eomesa, las cuales estan involucradas con
la iniciacién de la epibolia (Lepage & Bruce, 2010). Eomesa participa en la
intercalacion radial de las células del epiblasto y también activa al factor
transcripcional de expresion cigotica Mxtx2, el cual regula genes involucrados en la
formacion y el funcionamiento de la red de microtubulos y filamentos de actina de la
YSL (Bruce et al., 2005; Wilkins et al., 2008). El factor Pou5f1 también participa en
la progresion de la epibolia al estar involucrado en la organizacion de los
microtubulos de la YSL, asi como dinamica de localizacion de la E-cad (Lachnit et
al., 2008; Song et al., 2013).

Otro proceso que participa en la iniciacion, progresion y culminacién de la
epibolia es la adhesion celular. En el pez cebra existen varias familias de proteinas
de adhesion celular que estan implicadas en el desarrollo temprano y en la
morfogénesis del embrion. Estas proteinas incluyen las proteinas pridnicas,

cadherinas, protocadherinas y EpCAM entre otras (Aamar & Dawid, 2008; Angst et
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al., 2001; Carreira-Barbosa et al., 2009; Malaga-Trillo et al., 2009; Schnell et al.,
2013).

En otros grupos nunca ha sido estudiado el papel que pueden tener las EOR
como elementos reguladores de la epibolia y la gastrulacion. Recientemente fue en
nuestro grupo donde se identificd por primera vez al H202 como un factor critico
para la progresion de la epibolia (Mendieta-Serrano et al., 2019). En este trabajo
evaluaron si existia una producciéon importante de EOR durante el desarrollo
embrionario temprano del pez cebra y, de ser asi, si esta produccion tenia una

dinamica o un patron discreto en distintas regiones del embrion.

Para ver este patrén de produccion de EOR se utilizé al compuesto
clorometil-2’,7’-diclorodihidro-fluoresceina diacetato (CM-H2DCFDA), el cual al ser
oxidado se convierte en el compuesto fluorescente 2',7'-diclorofluoresceina (DCF)
el cual emite a 525 nm al ser excitado con una longitud de onda de 488 nm (Halliwell
& Whiteman, 2004). Con este compuesto se logro ver in vivo el estrés oxidante y se
observé una acumulacion importante de DCF en el espacio extracelular ubicado
entre las DCL y en una cavidad con forma de anillo localizada en el frente de
migracion de las DCL durante la epibolia. Este patrén de localizacidon sugeria que
hay EOR que se producen durante esta etapa y podrian participar en la progresion

de la epibolia.

Una vez que se detectd esta produccion y acumulacién de EOR se indago
cual era el mecanismo de su produccion durante la epibolia y si la familia de enzimas
Nox estaba involucrada en este proceso. En el laboratorio se encontré evidencia de
la expresion de las distintas Nox, asi como de distintas subunidades reguladoras,
durante el desarrollo embrionario temprano del pez cebra. En etapas tempranas, de
8 a 16 células y en esfera, se encontré expresion de noxl y duoxl. En etapas
posteriores, en escudo y a las 24 h de desarrollo, se encontr6 mRNA de nox1, nox2,
nox5 y duoxl (datos no publicados de Javier Méndez Cruz y Denhi Schnabel
Peraza). Por otro lado, la subunidad reguladora p22phox también mostré expresion

desde etapas tempranas, de ocho a 16 células y hasta las 24 h, asi también como
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p47, noxola, noxolb y noxal (datos no publicados de Javier Méndez Cruz; Lopez
Lomas, 2019).

Para probar si la produccion de H202 y O2™ por las Nox participan en la
oxidacion del DCF, se incubo a los embriones con el farmaco VAS2870, el cual es
un inhibidor general de la actividad de las Nox (ten Freyhaus et al., 2006). Este
tratamiento resulté en una disminucioén en el nivel de intensidad de DCF (Fig. 3A),
el cual indicaba una disminucién en la formacion de Oz y H202 tanto en el espacio
intersticial de las DCL como en el frente de migracién, asi como también en el
citoplasma de las células del blastodermo. Estos resultados indican que las Nox se
encuentran involucradas en la produccion de las EOR observadas durante la

epibolia.

Se probd también si la disminucion de los productos cataliticos de las Nox
durante la epibolia tenia algun efecto sobre este proceso morfogenético. Lo que se
observo fue que el VAS2870 provocd un retraso en la progresion de la epibolia,
siendo la capa profunda la que tuvo un mayor retraso en el avance sobre el vitelo
(Fig. 3B y C). Estos resultados indican que el O2" y H202 producidos por parte de

las Nox son esenciales para la progresion de la epibolia.

Para comprobar que los efectos observados por el tratamiento con el
VAS2870 fueron ocasionados por la inhibicién de la actividad catalitica de las Nox
y no por un posible efecto inespecifico del farmaco, se realizaron tratamientos con
H202. Este compuesto es el producto final de las Duox y de la transformacion del
O2 producido por las demas Nox por accién de la SOD. Se encontré que los
tratamientos con H202 rescataron el retraso en la progresién de la epibolia en las
células de la DCL provocado por la exposicion al VAS2870 (Mendieta-Serrano et
al., 2019). Estos resultados corroboran que el H202 participa en la progresion de la

epibolia.

Por otra parte, en experimentos donde se incubaron embriones en presencia
de H202 exdgeno, se observo que éstos completaban el proceso de epibolia mas

rapido que embriones control (Mendieta-Serrano et al., 2019). Falta caracterizar si
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este fendmeno fue ocasionado por una induccién temprana de la epibolia o si fue

porque la motilidad celular se encuentra modificada.

A VAS2870
DMSO 1% 5uM 7 10 uM
SFTR EREGRNeN e ey WG
A% Bttcélulas W8 SICESESETE N 5
h) D Q,J - profundas s € 5 : .
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VAS2870 5 uM 2« 100 35
VAS2870 10 uM — =
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Anillo de DCF — ="t — &
S— ©
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B DMSO 1% VAS2870 5 uM VAS2870 10 uM

F-actina
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Figura 3. La actividad de las Nox se requiere para la generacién de EOR y para la migracion
de las células de la capa profunda durante la epibolia en el pez cebra. A: Embriones incubados
por 1 h con el inhibidor general de las Nox VAS2870 muestran una disminucion significativa de los
niveles de Oz~ y H202 en las células de la capa profunda y en el frente de migracion. (i, ii, iii) muestran
imagenes del campo claro y (iv, v, vi) muestran las imagenes correspondientes de los tratamientos
adquiridas en el confocal. B: La progresion de la epibolia se ve afectada por el VAS2870 ya que las
células de la capa profunda no migran de forma adecuada. Recuadros de lineas punteadas denotan
el area amplificada en C del frente de migracién. C: La F-actina también se ve afectada en los
embriones tratados con VAS2870. Flechas y puntas de flecha denotan la separacion entre el frente
de migracion y el borde de la capa profunda. Los nucleos de las células se marcaron con DAPI y
faloidina marca a la F-actina en los bordes de las células. Barra de escala de 50 ym. Tomado y
modificado de Mendieta-Serrano et al., 2019.
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Ya que se encontré que el Oz y H202 son esenciales para la progresion de
la epibolia, se quiso investigar cual era el mecanismo mediante el cual estas EOR
se encuentran regulando este proceso y cuales podrian ser los blancos directos o
indirectos de estas moléculas. Existen en la literatura varios reportes de genes que
al ser afectados alteran la progresion de la epibolia: el mutante Half baked, el alelo
hipomoérfico cdhl1*3, morfolinos contra cdhl, mutante del factor Pou5f1/Oct4,
morfolinos contra Prpl y morfolinos contra Src’s (Babb & Marrs, 2004; Kane et al.,
2005; Malaga-Trillo et al., 2009; Sempou et al., 2016; Shimizu et al., 2005; Song et
al., 2013). En estos modelos, el gen o la proteina que se encuentra directa o
indirectamente afectada es la E-cadherina, proteina clave durante el desarrollo
embrionario para la morfogénesis de distintos tejidos y 6rganos, asi como en la
regulacion de la motilidad celular de la epibolia (Babb & Marrs, 2004; Halbleib &
Nelson, 2006).

1.4. La E-cadherina

Las cadherinas son una familia de glicoproteinas transmembranales que
participan en la adhesion celular dependiente de Ca?*. Existen cinco subfamilias de
cadherinas las cuales estan compuestas por las cadherinas Tipo |, las Tipo I, las
cadherinas desmosomales (desmocollinas y desmoglobinas), las protocadherinas y
las moléculas relacionadas a cadherina (Van Roy & Berx, 2008). La E-cadherina (E-
cad), inicialmente conocida como uvomorulina, es una cadherina del Tipo | y es

codificada por el gen cdhl en el pez cebra (Angst et al., 2001).

La E-cad se sintetiza en el reticulo endoplasmatico como un precursor
inmaduro de 140 kDa, el cual se localiza posteriormente en vesiculas en el
citoplasma. Este precursor inmaduro es procesado en el Golgi por la furina, una
enzima perteneciente a la familia de convertasas de proteinas (Geng et al., 2012).
La furina realiza un corte proteolitico en el extremo N-terminal de la E-cad y la
convierte a su forma madura de 120 kDa, la cual se transloca a la membrana
plasmatica para llevar a cabo su funcién como proteina de adhesion (Ozawa &
Kemler, 1990).
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En las células, la E-cad madura se encuentra en las uniones adherentes
llevando a cabo interacciones célula-célula en el espacio extracelular. Estas uniones
se logran mediante su dominio extracelular o ectodominio, compuesto de cinco
repeticiones EC en tandem (EC1-EC5) y cuatro sitios de unién a Ca?* (Kane et al.,
2005; Van Roy & Berx, 2008). En el dominio EC5, la E-cad presenta ademas cuatro
cisteinas conservadas que también se encuentran involucradas en la adhesion y

permiten la agregacién celular (Ozawa et al., 1990).

Durante muchos afos se consideraba que las interacciones formadas por la
E-cad eran unicamente del tipo trans-homotipicas entre células que expresaban la
misma proteina, pero en afnos recientes se ha descrito que la E-cad puede también
formar uniones adherentes con otros miembros de la familia de las cadherinas como

la N-cadherina (Labernadie et al., 2017; Perez-Moreno et al., 2017).

A continuacion del ectodominio, la E-cad presenta un uUnico dominio
transmembranal y un dominio citoplasmatico. EI dominio intracelular se encuentra
dividido en dos regiones: el yuxtamembranal, el cual presenta sitios de unién a la
p120-catenina, y la region de union a B-catenina. El dominio citoplasmatico también
presenta sitios de unién para la a- y y-catenina, las cuales junto con la B-catenina
son esenciales en el funcionamiento de la E-cad ya que participan en asociar a las
uniones adherentes con el citoesqueleto de actina. Esta unién con el citoesqueleto
estabiliza y da resistencia a las uniones adherentes (Brandes et al., 2014;
Hoschuetzky et al., 1994; Kane et al., 2005; Van Roy & Berx, 2008; Xiao et al.,
2007).

1.5. La E-cadherina, la adhesion celular y su dinAmica de localizacion

La E-cad se asocia a la B-catenina en etapas tempranas de su biosintesis y
ambas proteinas se translocan a la membrana como un complejo (Fig. 4). La p120-
catenina y la a-catenina por otro lado, se asocian con el dominio citoplasmatico de
la E-cad una vez que la region de pro-proteina se escinde por la furina y el complejo
de E-cad/B-catenina se encuentran cerca de la membrana. La p120-catenina

también acelera su transporte hacia la membrana al interactuar con cinecinas y
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protege a la E-cad recién sintetizada de entrar a la via de reciclaje de vesiculas y
ser degradada (Van Roy & Berx, 2008; Xiao et al., 2007).

Ademas de la asociacion con distintas proteinas, la accion de cinasas
citoplasmaticas como las Src cinasas (SFKs) Fyn y Yes, asi como por el receptor
del factor de crecimiento de hepatocitos (HGF)- Met, la CK2 y la GSK3 3, también
participan en la regulacion de la estabilidad de las uniones adherentes al generar
diferencias en el estado de fosforilacion de tanto la E-cad como de la B-catenina y
en consecuencia, modificar la estabilidad del complejo de adhesién en la membrana
(Huber & Weis, 2001; Jose Piedra et al., 2003; José Piedra et al., 2001; Van Roy &
Berx, 2008).

La E-cad presenta en el dominio citoplasmatico, ademas de sitios de union a
cateninas, una repeticion de tres tirosinas conservadas, las cuales son sensibles a
fosforilacion por SFKs y HGF-Met. Existen reportes de que la fosforilacién de E-cad
por parte de las SFKs y HGF-Met promueven su asociacion con Hakai, una E3
ubiquitin-ligasa. Esta interaccion lleva a la endocitosis y degradacién de la E-cad
(Fujita et al., 2002). No obstante, la union de la p120-catenina compite con esta
fosforilacion y bloquea la endocitosis de la E-cad por la via dependiente de clatrina
y dinamina (Davis et al., 2003; Ishiyama et al., 2010; Miyashita & Ozawa, 2007). Las
SFKs, HGF-Met y EGFR también son responsables de la fosforilacion de tirosinas
en la B-catenina, modificacion que disminuye su afinidad por E-cad y a-catenina,
debilitando el complejo de las uniones adherentes (Hoschuetzky et al., 1994; Jose
Piedra et al., 2003; José Piedra et al., 2001).

Al contrario de las modificaciones inducidas por las SFKs y HGF-Met, la
fosforilacidén de las tirosinas en E-cad por accién de la CK2 y la GSK3[ promueven
la afinidad por B-catenina y estabilizan el complejo de adhesion (Huber & Weis,
2001).

Una vez anclada en la membrana, la E-cad tiene una dindmica de recambio
importante y la regulacion de la estabilidad de las uniones adherentes se logra por

la modulacion de la endocitosis y degradacion de la E-cad (Fig. 4) (Van Roy & Berx,
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2008). Para removerse de la membrana, la E-cad puede asociarse con las proteinas
NUMB, EPS15 y AP-2 y endocitarse en vesiculas recubiertas de clatrina y
escindidas de la membrana por la actividad de la dinamina (Corallino et al., 2015;
Song et al., 2013). Esta endocitosis dependiente de AP-2, clatrina y dinamina puede
inhibirse por la p120-catenina (Davis et al., 2003; Ishiyama et al., 2010; Miyashita &
Ozawa, 2007).

Ya dentro del citoplasma, las vesiculas cargadas de E-cad pueden tener
varios destinos. Si la E-cad endocitada se fosforilo por las SFKs y ubiquitinada por
MDMZ2 y Hakai, estas vesiculas se dirigiran a la via de degradacién lisosomal, ya
que ademas las SFKs activan a las GTPasas Rab5 y Rab7, proteinas involucradas
en la degradacién por lisosoma. La E-cad también puede degradarse por la via
proteasomal (Fuijita et al., 2002; Lepage et al., 2014; Van Roy & Berx, 2008).

Otro destino alternativo a la degradacion es su reciclaje, proceso que junto a
la sintesis de novo transporta la E-cad de vuelta a la membrana. Esto se logra por
la asociacion de las vesiculas que contienen E-cad con endosomas tempranos
asociados a Rab4 y vesiculas enriquecidas en Rab11a, proteinas que sefalizan

para la reintegracién a la membrana plasmatica (Lepage et al., 2014).
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Figura 4. Dinamica de localizacion de la E-cad. 1: Procesamiento de la E-cad en el Golgi por la
furina. 2: Transporte a la membrana y asociacién con B-catenina. 3: Estabilizacion del complejo de
adhesién en la membrana y formacion de uniones adherentes con la participacion del citoesqueleto
de actina. 4: Endocitosis mediada por clatrina y dinamina remueve a la E-cad de la membrana
plasmatica. 5: Reciclaje de endosomas regresan a la E-cad a la membrana. 6: Degradacién de
endosomas cargados de E-cad por la via del lisosoma. Figura hecha con BioRender (Aoki, 2017).
Modificada de Xiao et al., 2007.

1.6. La E-cadherina y el desarrollo embrionario del pez cebra

La E-cad durante el desarrollo temprano del pez cebra se puede observar
primero en el embridon como proteina y mRNA de herencia materna que son
depositados en el ovocito previo a la fertilizacion. Una vez realizada la transicion de
blastula media se puede observar también como mRNA y proteina, pero ahora son
productos de la transcripcion y traduccion cigotica (Babb et al., 2001; Babb & Marrs,
2004).

En uno de los primeros reportes se describié que durante la epibolia la e-cad
presenta un patrén de expresion diferencial, a nivel de mRNA, entre los dos linajes
celulares del blastodermo. Durante esta etapa se observo que las células del EVL
presentan un nivel de expresién mayor al de las células de la DCL (Kane et al.,
2005). La E-cad en ambos linajes se puede observar en vesiculas citoplasmaticas
y en las interfases entre células (Babb & Marrs, 2004). Ademas de la diferencia de
intensidad entre linajes celulares, la distribucién subcelular de la E-cad durante la
progresion de la epibolia también cambia. Antes del inicio de la epibolia, en la etapa
de esfera, la E-cad se observa en la membrana y en vesiculas citoplasmaticas
mientras que en etapas mas avanzadas, a las 6 y 8 hpf, la distribucidn pareciera ser

principalmente citoplasmatica dentro de vesiculas (Song et al., 2013).

La adhesién celular también varia durante el proceso de epibolia y se sabe
que la dinamica de la E-cad también se modifica en esta etapa, ya que alrededor de
la etapa de 30 % de epibolia hay una disminucion en la expresion de E-cad en las
células de la DCL (Kane et al., 2005). Esta disminucién sugiere que se requiere una
fluidizacién de las DCL para que éstas puedan llevar a cabo la migracion hacia el
polo vegetal (Petridou et al., 2019).
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En muchos de los modelos mutantes o con pérdida de funcién de distintos
genes descritos previamente que presentan un retraso en la epibolia, la E-cad
mostré alteraciones en su dinamica de localizacion y maduracion en las células del
blastodermo (Kane et al., 2005; Malaga-Trillo et al., 2009; Sempou et al., 2016; Song
et al., 2013). En estos trabajos se observo que la forma funcional de 120 kDa se
encontraba disminuida (Malaga-Trillo et al., 2009), y ademas se encontré una
modificacion en su dinamica de estabilidad en la membrana y su endocitosis
(Sempou et al., 2016; Song et al., 2013). Cuando se emplearon morfolinos contra la
E-cad, estos produjeron un fenotipo hipomérfico y un retraso en la epibolia de las
células de la DCL, asi como alteraciones en la interaccion entre las células de la
EVL y la DCL tanto en pez cebra (Babb & Marrs, 2004; Shimizu et al., 2005) como

en el desarrollo de otros peces modelo de estudio (Reig et al., 2017).

Finalmente, durante la epibolia las células de la DCL llevan a cabo un proceso
de intercalacidn gracias al cual algunas células que se ubican en regiones mas
profundas del blastodermo modifican su posicién, lo que adelgaza al blastodermo y
les permite entrar en contacto con las células de la EVL. En los modelos con la
pérdida de funcién de la E-cad, se observd que se afecta la intercalacion radial de
las células del epiblasto y la interaccion entre las células de la EVL y de la DCL, la

cual es importante para la adecuada progresion de la epibolia (Kane et al., 2005).

Existe mucha informacién sobre la regulacion transcripcional de la E-cad, asi
como de su procesamiento postraduccional y de su transporte hacia y desde la
membrana. Por otra parte, los mecanismos que regulan la dinamica de localizacion

de la E-cad y su relacién con las EOR no habian sido exploradas hasta ahora.

En el laboratorio se evaluo si el VAS2870 afecta la dinamica de localizacion
celular de la E-cad durante la epibolia (Mendieta-Serrano et al., 2019). Mediante
analisis de inmunofluorescencia y microscopia confocal se logré6 observar una
disrupcion en la distribucion de la E-cad en las células de la EVL en presencia del
VAS2870 (Fig. 5B). En estas células se observo que la senal de la E-cad en la
membrana celular es mas tenue. De igual manera se encontré una disminucion en
la cantidad de vesiculas citoplasmaticas positivas para la proteina.
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Por otro lado, al cuantificar la intensidad de la sefial de E-cad en las células
de la DCL en los embriones tratados con VAS2870 las diferencias no fueron
significativas (Fig. 51). Los fenotipos observados en las células del blastodermo se
revirtieron al incubar a los embriones con 1 mM de H202, lo cual indica que el
producto de la actividad catalitica de las Nox es el responsable de la variacion en la

dinamica celular de la E-cad (Fig. 5C).

E-cad (EVL)

E-cad (DC)

Figura 5. La inhibicion de las Nox afecta la distribucién de la E-cad en los margenes y
vesiculas de las células de la EVL. La E-cad se visualizé mediante microscopia confocal. A: Las
series se obtuvieron del polo animal de embriones en etapa de 70% de epibolia. B: El tratamiento
con 10 uM de VAS2870 afecta la distribucién de la E-cad. C: el tratamiento simultaneo con VAS2870
y 1 mM H20: restaura el patron de E-cad en los bordes celulares y el citoplasma. H-J: La E-cad se
visualizé por inmunolocalizacién en células de la DCL en embriones control (H), tratados con
VAS2870 (1) y VAS2870 con H202 (J). No se observaron diferencias significativas entre grupos. Barra
de escala 50 um. Modificado de Mendieta-Serrano et al., 2019.

Debido a que se encontré una disminucion significativa en la sefal para la E-
cad en las células de la EVL, se realiz6 un Western blot para ver a la proteina en
extractos totales de embrién. No se encontré una disminucién en la cantidad de E-
cad inmadura correspondiente a la banda de 140 kDa en embriones tratados con

VAS2870 y tampoco se observaron variaciones en embriones tratados con
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VAS2870 y H202. Por otro lado, no se pudo resolver la banda de E-cad madura de
120 kDa.

Por otra parte, ya que se observé una disminucion de la sehal de E-cad en
las células de la EVL, se realizaron ensayos de gota colgante para evaluar si los
cambios de localizacion de la E-cad afectan la capacidad de agregacion celular
(Mendieta-Serrano et al.,, 2019). Embriones en etapa de esfera se disgregaron
mecanicamente y se sembraron en gotas de medio adicionadas con VAS2870. Lo
que se observo en este experimento fue que al incubar a las células en presencia
del inhibidor no se formaron cumulos de agregados celulares en la base de la gota
a las 8 h de incubacion, lo que sugiere que el VAS2870 inhibe la capacidad de
agregacion celular. No se realizaron ensayos de rescate utilizando H202, por lo que
queda pendiente analizar si la adicion de este compuesto revierte este fenbmeno o

si acelera la agregacion a mayores concentraciones.

2. Justificacion

Ya que en el laboratorio se encontro evidencia de que al inhibir la actividad
de las Nox se provoca una disminucion en la seial de la E-cad en las células del
blastodermo, asi como una disminucion en la capacidad de las células para
agregarse, el presente proyecto busca ahondar en el entendimiento del mecanismo
por el cual las EOR producidas por las Nox afectan la dinamica de localizacién de

la E-cadherina.
3. Hipotesis
El H202 afecta los mecanismos responsables de regular la localizacion y la

estabilidad de la E-cad durante el desarrollo temprano del pez cebra.

4. Objetivo general

Caracterizar el efecto que tiene la inhibicién de la formacion del H202 sobre la
dinamica de recambio de la E-cad mediada por endocitosis en embriones de pez

cebra durante la epibolia y gastrulacion.

26



4.1. Objetivos particulares:

1. Evaluar si los cambios en la dinamica de localizacion de la E-cad en el
citoplasma y membrana ocasionados por la inhibicidn catalitica de las Nox se
revierten con la inhibicion de la endocitosis.

2. Evaluar si los efectos en la estructura del citoesqueleto de actina
ocasionados por la inhibicion de las Nox se revierten por la inhibicion de la
endocitosis.

3. Evaluar si la inhibicion de la endocitosis modifica la supervivencia de

embriones con inhibicion catalitica de las Nox.

5. Materiales

5.1. Lineas de Peces

Nombre Fuente
AB Cepa obtenida del Zebrafish International Resource Centre (ZIRC)
(zebrafish.org)
WT lab Derivada de peces obtenidos en un acuario local, posteriormente
criados y mantenido en el bioterio del instituto de biotecnologia de la
UNAM

5.2. Medios para embriones

Stock Receta

Medio ERM (Westerfield, 2007)
Hank’s Stock 1 8 g NaCl

0.4 g KCI

Llevar a 100 ml con H20O
Hank’s Stock 2 0.358 g Na,HPO4 anhidrido

0.6 g KH2PO4

Llevar a 100 ml con H.O
Hank’s Stock 4 0.72 g CaCl;

Llevar a 50 ml con H>O
Hank’s Stock 5 1.23 g MgSOs4-7 H.O

Llevar a 50 ml con H>O
Hank’s Stock 6 (Preparar fresco) 0.35 g NaHCO3
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Llevar a 10 ml con H2O

Embryo Rearing Medium (ERM)1x

1 ml Stock 1

0.1 ml Stock 2

1 ml Stock 4

1 ml Stock 5

1 ml Stock 6

0.24 g de HEPES

Ajustar pH a 7.2, llevar a 100 ml con H20

Medio para anestesiar (Westerfield, 2007)

Stock de Tricaina

400 mg de tricaina en polvo (Sigma E10521)
97.9 ml de agua destilada

~2.1 mlde 1 M Tris (pH 9).

Ajustar pH a ~7

Solucién de tricaina de trabajo

4.2 ml de solucion stock de tricaina
100 ml de ERM

5.3. Medios de cultivo y reactivos

Reactivo

Compaifiia

Leibovitz's L-15

Thermofisher (11415064)

Pen Strep glutamine (100X)

Gibco (10378-016)

Suero fetal bovino (SFB)

Gibco (26140-079)

5.4. Inhibidores

Substancia Marca Solucién stock Solucién de trabajo

VAS2870 Sigma-Aldrich |13  mM  en |e 5uMen L15 con 15 % SFB (v/v)

(SML0273) DMSO al 100 % |e 10 uM en L15 con 15 % SFB (v/v)
e 10 yM en ERM

Dynasore Sigma-Aldrich | 10 mg/ml en | 75 yM en ERM

(D7693) DMSO 100 %
5.5. Soluciones y buffers
Nombre Receta

Preparacion de muestras para Western Blot (Link et al., 2006)
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Buffer desvitelinizante

55 mM NaCl
1.8 mM KCI
1.25 mM NaHCOs3

Buffer de lavados

110 mM NaCl

3.5 mM KCI

2.2 mM CacCl,

10 mM Tris HCI (pH 8.5)

Buffer de lisis de proteinas
(Mendieta-Serrano et al., 2019).

25 mM Tris (pH 7.4)

2 mM EDTA

1 tableta de Complete mini EDTA-free Protease
inhibitor mix (Roche, 11836170001)

0.125 % (v/v) de detergente IGEPAL

Llevar a 10 ml con H-O

Buffer de carga 4x

62 mM Tris (pH 6.8)

2.3 % (p/v) SDS

10 % (v/v) Glicerol

5 % (v/v) B-Mercaptoetanol

0.1 % (p/v) Azul de bromofenol

Llevar a 10ml con H2.O

SDS-PAGE

Buffer 4x Gel concentrador

0.5 M Tris
0.4 % (p/v) SDS
Llevar a 100 ml con H2O, ajustar pH a 8.8 con HCI

Buffer 4x Gel separador

1.5 M Tris
0.4 % (p/v) SDS
Llevar a 100 ml con H»O, ajustar pH a 8.8 con HCI

Buffer de corrida

250 mM Tris

1.99 M Glicina

1 % (p/v) SDS

Llevar a 500 ml con H;O

Western Blot
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Buffer de transferencia

250 mM Tris
192 mM Gilicina
20 % (v/v) Metanol

Llevar a 500 ml con H2O

Solucién de Bloqueo

5 % (p/v) de leche descremada en polvo (Carnation)
en TBST

TBS 10X 200 mM Tris

1.5 M NaCl

Levar a 500 ml con H2O, ajustarpHa 7.5
TBST TBS 1xy 0.5 % (v/v) Tween 20

Inmunofluorescencia (Mendieta-Serrano et al., 2013)

PFA PBS 1XpH 7.2
4 % (p/v) de Paraformaldehido
Buffer de Bloqueo PBS 1XpH 7.2

0.1 % (p/v) BSA
1 % (v/v) Tritén 100x

Agarosa de bajo punto de fusion

PBS 1X pH 7.2
1 % (p/v) de agarosa de bajo punto de fusion
(Sigma Aldrich A9414)

5.6. Anticuerpos para Inmunofluorescencias (IF), Western Blot (WB) y colorantes

Anticuerpos Primarios

Nombre Compafiia Dilucién IF | Dilucién WB
E-cadherina BD Biosciences (610182) 1:250 1:3000
Erk 2 Santa Cruz Biotechnologies (sc-1647) - 1:3000
B-catenina Sigma-Aldrich (C2206) 1:250 1:4000
Anticuerpos Secundarios IF
Nombre Compaiiia Dilucién
Goat anti-mouse Alexa 647 Molecular Probes (A2135) 1:100

Anticuerpos Secundarios WB
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Nombre Compaiia Dilucion
Goat anti-mouse HRP Santa Cruz Biotechnologies 1-5000
(sc-2055)
Goat anti rabbit HRP Santa Cruz Biotechnologies 1-5000
(sc-2004)
Colorantes
Nombre Compaiia Dilucion
Faloidina Alexa 488 Molecular Probes (A12379) 1:100
DAPI Invitrogen (D3571) 1:3000
Sytox Green Invitrogen (S7020) 1:30 en ERM

5.7. Kits

Nombre

Compafiia

Kit LumiGLO 20x

Cell Signaling (7003S)

5.8. Microscopia

Objetivos 10X, 20X, 60X

Nombre Compaiia
Microscopio estereoscépico SMZ800 Nikon
Confocal Invertido FV100
o Olympus
Objetivos 10X, 20X, 60X
Confocal Invertido Zeiss Observer Z.1 .
Zeiss

Sistema de disco giratorio 3| Marianas

Intelligent Imaging Innovations

Unidad CSU-W1

Yokogawa Electric

Camara iXon EMCCD

Andor Technology

5.9. Equipo de laboratorio

Nombre Especificacion Compaiiia
Incubadora Incufridge RS-IF-202 Revolutionary Science

Ependorff BioPhotometer 6131 Ependorff

Centrifugadora 5418 Ependorff
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Lector de placas iMark Microplate .

Absorbance Reader 1681130 Bio-Rad
Centrifugadora refrigerada 5415 R Ependorff
Camara de transferencia humeda Mini 552BR Bio-Rad
Protean Tetra Cell
Fuente de poder Power Pac Basic 041BR64656 Bio-Rad
5.10. Otros materiales y reactivos
Nombre Compafiia

Bradfort

Bio-Rad (5000006)

Peso molecular Precision Plus Protein Standards Bio-Rad (161-0374)

Membrana de Nitrocelulosa

Bio-Rad (162-0115)

Acrilamida 30 %

Sigma-Aldrich (A3574)

Dimetil sulféxido (DMSO)

Sigma-Aldrich (276855)

Solucién de Ponceau

Sigma-Aldrich (P7170)

Tween 20

Sigma-Aldrich (P7949)

Triton X-100

Sigma-Aldrich (X100)

Casetes para embeber en parafina

Simport (M480-2)

Silicon 100 % Acético

Sista (F109)

Cubre objetos de 20x50

Fisher (12-548-5M)

Agarosa de bajo punto de fusion

Sigma-Aldrich (A9414)

H202

Sigma-Aldrich (H1009)

Placas de cultivo celular de 48 pozos

Nest Biotechnology (748001)

Placas de cultivo celular 35mm

Corning (430165)

Pelicula fotografica Kodak Biomax XAR Film

Sigma-Aldrich (F5388-50EA)

Pipetas de transferencia

Sarstedt (86.1171.001)

5.11. Software

Nombre

Compaiiia

ImageJ

National Institute of Health, USA

Microsoft Office 2008 (Word, Excel)

Microsoft

ZEN 2012

Zeiss (Gottingen, Germany)

GraphPad Prism 7.00

GraphPad software Inc
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6. Métodos

6.1. Obtencién de embriones

Peces adultos de la cepa WT lab y AB se separaron en grupos de machos y
hembras en cajas para cruza la noche anterior a la cruza. Al inicio de la fase de luz
del dia siguiente la separacion se removid y la caja se inclind para proveer un area
de poca agua donde se llevé a cabo la cruza. Los embriones se removieron 5 min
después de haberse llevado a cabo la ovoposicién para permitir la fertilizacion de
los ovocitos. Los embriones se lavaron con agua de acuario, se colocaron en cajas
Petri y se incubaron a 28 °C hasta que alcanzaron la etapa de desarrollo deseada.
Las etapas del desarrollo se determinaron por criterios morfolégicos con base en

criterios descritos en la literatura (Kimmel et al., 1995).

6.2. Tratamientos con inhibidores

Con el fin de llevar a cabo la inhibicion farmacolégica de las Nox y de la
dinamina para evaluar su efecto durante el desarrollo temprano del pez cebra se
realizaron incubaciones con medio adicionado con los inhibidores. El procedimiento
se baso en el descrito por Niethammer, Mendieta-Serrano y Sempou (Mendieta-
Serrano et al., 2019; Niethammer et al., 2009; Sempou et al., 2016) con algunas

modificaciones.

Embriones en etapa de esfera se separaron en grupos de diez en placas de
48 pozos con medio ERM (Westerfield, 2007). Se les retird el medio y se les agregd
300 ul a cada pozo de ERM con DMSO al 1 % como control, 10 uM de VAS2870 en
DMSO al 1 %, 10 yM de VAS2870 con 75 mM de Dynasore en DMSO 1 % o 75 mM
de Dynasore en DMSO 1 %. Los embriones se incubaron posteriormente a 28 °C
hasta que alcanzaron la etapa de 50 % a 60 % epibolia y posteriormente se

procesaron para inmunofluorescencia.

6.3. Inmunofluorescencia

Para poder ver la distribucion de la E-cad y del citoesqueleto de actina en los

embriones tratados farmacolégicamente se realizaron tinciones de embriones
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completos mediante inmunofluorescencia. El procedimiento se basa en el descrito
previamente por Mendieta-Serrano y colaboradores con algunas modificaciones
(Mendieta-Serrano et al., 2013, 2019). Una vez que los embriones alcanzaron la
etapa de 60 % de epibolia, se retird el medio y se fijaron toda la noche a 4°C con
300 pl por cada pozo de paraformaldehido (PFA) al 4 % en PBS.

Al dia siguiente se removio el PFA y los embriones se lavaron tres veces con
agitacion ligera por 5 min a temperatura ambiente (T.A.) con 300 ul por pozo de
buffer de bloqueo. Los embriones posteriormente se transfirieron a una placa de 35
mm con buffer de bloqueo para ser decorionados a mano utilizando pinzas de
relojero bajo un estereoscopio; una vez decorionados se volvieron a colocar en
grupos de diez embriones por pozo en cajas de 48 pozos. Los embriones se lavaron
nuevamente tres veces con agitacién ligera por cinco min a T.A. con 300 pl de buffer
de bloqueo por pozo. Posteriormente, los embriones se bloquearon durante 4 h con
300 ul de buffer de bloqueo por pozo con agitacion ligera a T.A. por 6 h. El anticuerpo
primario se diluyé en buffer de bloqueo a la concentracion mencionada en las tablas
de materiales y los embriones se incubaron en 250 pl de la solucion de anticuerpo

primario toda la noche a 4 °C con agitacion ligera.

Al dia siguiente se removié la mayor cantidad de solucién con anticuerpo y
se lavaron tres veces con agitacion ligera por 5 min a T.A. con 300 pl por pozo de
buffer de bloqueo. El anticuerpo secundario acoplado a Alexa 647 se diluyo en buffer
de bloqueo a la concentracion mencionada en las tablas de materiales y los
embriones se incubaron en 250 ul de la solucion de anticuerpo por 8 h a 4 °C con

agitacion ligera.

Posteriormente se removié la mayor cantidad de solucién con anticuerpo
secundario y se lavaron los embriones tres veces con agitacién ligera por 5 min a
T.A. con 300 ul por pozo de buffer de bloqueo. Para ver al citoesqueleto de actina
se utilizé faloidina acoplada al fluoréforo Alexa 488, la cual se diluyd a una
concentracion de 1:100 en buffer de bloqueo. Los embriones se incubaron en 250

gl de la solucion de faloidina toda la noche a 4 °C con agitacion ligera.
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Al dia siguiente se removié la mayor cantidad de solucion con faloidina y se
lavaron tres veces con agitacion ligera por 5 min a T.A. con 300 ul por pozo de buffer
de bloqueo. Posteriormente se incubaron por 1 h a T.A. con 300 ul por pozo de
buffer de bloqueo con DAPI (1:3000) para poder ver a los nucleos. Tras esta tincion,
los embriones se lavaron tres veces con agitacion ligera por cinco min a T.A. con

300 ul por pozo de buffer de bloqueo.

Una vez finalizado el protocolo de inmunofluorescencia, los embriones se
montaron en placas de montaje elaboradas en el laboratorio utilizando silicon,
casetes para embeber muestras en parafina y cubreobjetos de vidrio (Mendieta-
Serrano et al., 2013, 2019). Se colocé un embrién en cada pozo con el polo animal
de cara al cubreobjetos y se montaron con 12 ul de agarosa de bajo punto de fusién
al 0.8% en ERM calentada a 42°C. Una vez montados los embriones en las placas
se llenaron con glicerol al 100 % para transparentar a los embriones y se guardaron

a 4°C hasta que se llevaron al microscopio confocal.

Las series se adquirieron usando el objetivo 60x (Apertura numérica de 1.3,
inmersion en aceite) en el microscopio confocal invertido Olympus del Laboratorio
Nacional de Microscopia Avanzada del IBT. Alternativamente se utilizé un sistema
de disco giratorio (Intelligent Imaging Innovations) acoplado a un microscopio Zeiss
(Zeiss Observer Z.1 Invertido) y una unidad CSU-W1 (Yokogawa Electric) con el
objetivo 60x (Apertura numérica de 1.4, inmersidon en aceite). Las series se

adquirieron con camara iXon EMCCD (Andor Technology).

Con el objetivo de 60x con apertura numérica de 1.4 se cuenta con alrededor
de 300 um de distancia de trabajo entre el plano de enfoque y la superficie de la
lente del objetivo. Si nuestras muestras se encontraran despegadas del
cubreobjetos no se podrian observar en foco y toda la informacion se perderia al no
poder ser captada por el sistema de deteccidén del microscopio. Es por esta distancia
de trabajo tan pequefia que fue muy importante durante este proyecto estandarizar
que las muestras se montaran lo mas pegadas al cubreobjeto como fuera posible,
de esta manera se pudieron adquirir series abarcando todo el blastodermo y el inicio
del vitelo de todos los embriones adquiridos.
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6.4. Andlisis de Imégenes

Con el objeto de cuantificar las diferencias observadas en los patrones de
localizacion de la E-cad y del citoesqueleto de actina, asi como los cambios en la
intensidad de fluorescencia las imagenes adquiridas en el microscopio confocal se
analizaron utilizando el programa Fiji de Image J (Schindelin et al., 2012). Utilizando
el canal en el cual se adquirio la sefal de actina se realizaron proyecciones de
intensidad promedio de los cortes en donde se visualizaban las células de la EVL.
Con estas proyecciones se utilizo el filtro Unsharp y el plugin Morphological
segmentation para generar una mascara del borde de las células. Con esta mascara
se seleccionaron las regiones de interés y se cuantificaron el area de las células,
las puncta de actina y las vesiculas de E-cad en imagenes de la maxima proyecciéon
de las células de la EVL con el plugin Analyse particles. También con las mascaras
generadas se cuantifico la intensidad de la sefal de E-cad y de actina en los bordes

celulares.

El mismo protocolo de segmentacion de bordes celulares se utilizé en
secciones de la DCL para evaluar la sefial de E-cad y de actina en los bordes

celulares.

6.5. Ensayo de Supervivencia

Embriones en etapa de esfera se separaron en tres grupos de 10 embriones en
placas de 48 pozos con medio ERM (Westerfield, 2007). Se les retir6 el medio y se
les agregd 300 yl de ERM con DMSO al 1 % como control, o 10 uM de VAS2870 en
DMSO al 1 %, o 10 yuM de VAS2870 con 75 mM de Dynasore en DMSO al 1 %, o
75 mM de Dynasore en DMSO al 1 %. Los embriones se incubaron con los
inhibidores a 28 °C por 24 h y posteriormente se les cambié el medio con inhibidores

por ERM nuevo y se decorionaron.

Las larvas sobrevivientes a las 24 h de tratamiento se contaron y colocaron en
placas de 35 mm con una cama de agarosa al 1 % preparada con ERM. Las larvas
se anestesiaron utilizando ERM con tricaina para inmovilizarlas y permitir la

adquisicion de fotografias de su morfologia general. Las larvas se pasaron
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posteriormente a placas de 35 mm con ERM nuevo para remover la tricaina y se
volvieron a incubar a 28 °C por otras 24 h para evaluar la supervivencia 48 h
después de haber recibido el tratamiento con farmacos. Las larvas nuevamente se
contaron y fotografiaron en las mismas placas de agarosa en ERM con tricaina

preparado al momento.

6.6. Resumen de embriones y células analizadas por experimento.

En la siguientes tablas se resume el numero de embriones analizados (n=
embriones) por cada serie de tratamientos realizados (N= repeticiones de cada
experimento), asi como el numero de células que se incluyeron en la medicion de
los distintos parametros evaluados en este proyecto. Las tablas 1 y 2 hacen
referencia a los embriones analizados mediante inmunofluorescencia (N= 3) y la
tabla 3 incluye a los embriones analizados durante los ensayos de supervivencia a
las 24 h (N=15) y 48 h (N=15).

Tabla 1: Namero de células y embriones analizados por experimento

VAS2870 10 um
0,
DMSO 1 % VAS2870 10 uM Dynasore 75 uM
Experimento No. de No. de No. de No. de No. de No. de
P Embriones | Células | Embriones | Células | Embriones | Células

Vesiculas de E-cad 22 120 23 106 24 159
en EVL
Tamano de vesiculas 22 120 23 106 24 159
E-cad en bordes de
EVL 22 - 24 - 27 -
E-cad en bordes de
DCL 18 - 22 - 23 -
Puncta en EVL 20 115 23 70 26 100
Actina en bordes de
EVL 24 - 24 - 26 -
Actina en bordes de
DCL 18 - 22 - 23 -
Células
multinucleadas 1000 32 817 29 491 23 530
células
Células
multinucleadas 50- 26 275 30 243 33 331
60% epibolia
Area celular 22 132 28 142 29 191
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Tabla 2: Namero de células y embriones analizados por experimento

DMSO 1 % Dynasore 75 uM
Experimento No._de Np. de No._ de Np. de
Embriones| Células |Embriones| Células
Vesiculas de E-cad en EVL 14 152 14 176
E-cad en bordes de EVL 13 - 14 -
E-cad en bordes de DCL 13 - 12 -
Puncta en EVL 13 134 13 162
Actina en bordes de EVL 13 - 14 -
Actina en bordes de DCL 13 - 12 -
Células multinucleadas 50-60 % epibolia 14 214 14 258
Area celular 14 151 14 176
Tabla 3: Nomero de embriones analizados por experimento
VAS2870 VAS2870 10um Dynasore
DMSO 1 % 10 uM Dynasore 75 uM 75 M
Experimento No..de No..de No.. de No..de
Embriones Embriones Embriones Embriones
Supervivencia 24 h 450 450 330 450
Supervivencia 48 h 450 450 270 300

6.7. Andlisis estadisticos.

Se utilizo el Software GraphPad Prism para realizar los analisis y las graficas.
En este proyecto no se hicieron analisis estadisticos previos para determinar la n de
embriones a analizar por tratamiento ni se realizé una limpieza posterior de los datos
una vez obtenidos para eliminar datos atipicos (outliers). El numero de embriones
por tratamiento y de repeticiones de tratamiento fueron las mismas que las

realizadas por Mendieta-Serrano et al., 2019.

A todos los datos obtenidos de todos los parametros analizados en este
proyecto se les hizo la prueba estadistica D’Agostino para determinar si la
distribucion de los datos era normal. Los datos obtenidos para los tratamientos con
DMSO, VAS2870 y Dynasore no presentaron una distribuciéon normal, por lo que
para evaluar diferencias en su variabilidad se realizé la prueba de ANOVA no
paramétrica, Kluskal-Wallis. Posteriormente se empled la prueba post hoc de Dunn
para comparar los grupos de tratamientos entre ellos y determinar si las diferencias

observadas son estadisticamente significativas. Para el caso de los datos obtenidos
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de los tratamientos con DMSO y Dynasore se realizo la prueba de t de Student en
el caso de tener una distribucion normal y la prueba de U de Mann-Whitney en caso
de no tener una distribucién normal. Los datos fueron presentados en con graficos
de caja y bigotes donde se grafica la Q1 (el 25 % de los datos), la mediana y la Q2
(el 75 % de los datos). Los bigotes muestran el rango de las muestras, es decir, del

minimo al maximo.

7. Resultados

7.1. Los cambios en la sefal de la E-cad causada por la inhibicion de las Nox se

rescatan por el tratamiento con Dynasore

Gracias al trabajo realizado por Mendieta-Serrano y colaboradores sabemos
que la E-cad se deslocaliza en embriones que presentan la inhibicion farmacoldgica
de las Nox y éstos sufren un retraso en la epibolia. Otro modelo que presenta tanto
el retraso en la epibolia como una deslocalizacion de la E-cad membranal es el
modelo de embriones morfantes para la proteina priénica 1 (Prp1) involucrada en la
adhesion celular (Malaga-Trillo et al., 2009; Sempou et al., 2016). En ese trabajo se
reporté que al tratar embriones morfantes para Prp1 con un inhibidor de la actividad
de GTPasa de la dinamina, el Dynasore, no solo se rescataba la localizacion celular
de la E-cad sino que también en estos embriones tratados se logro rescatar el

retraso en la epibolia (Sempou et al., 2016).

Con base en este reporte nos preguntamos si la inhibicion de la dinamina por
medio del tratamiento con Dynasore es capaz de rescatar los efectos del tratamiento

con el inhibidor general de las Nox, el VAS2870.

En los embriones fijados al 60 % de epibolia tratados con DMSO al 1 % se
observé una distribucion membranal y citoplasmatica de la E-cad en las células de
la EVL y en las de la DCL (Fig. 6A, A’). En contraste, el tratamiento con 10 uM de
VAS2870 ocasioné la perdida de la sefial de E-cad en la membrana de las células
de la EVL, asi como una disminucion de las vesiculas positivas a E-cad en su
citoplasma (Fig. 6E). No obstante, las DCL no se ven afectadas (Fig. 6E’). Estos

resultados replican los resultados previamente obtenidos por Mendieta-Serrano.
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Figura 6. Los cambios en la localizacién de la E-cad y en el citoesqueleto de actina
ocasionados por la inhibicién de las Nox se revierten por la inhibicion de la endocitosis.
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Inmunofluorescencia para E-cad y el citoesqueleto de actina en embriones control, tratados con 10
UM de VAS2870 o con 10 uM de VAS2870 mas 75 UM de Dynasore en la etapa de esfera. A-L:
Sefal de E-cad en las células de la capa envolvente (A, E, I) y en las células de la capa profunda
(A’, E’, I). Sefial de actina en las células de la capa envolvente (B, F, J) y en las células de la capa
profunda (B’, F’, J’). Sefial de DAPI en las células de la capa envolvente (C, G, K) y en las células
de la capa profunda (C’, G’, K’). Ambos niveles del blastodermo se adquirieron de un mismo embrién
por cada tratamiento. Los nlcleos se tifieron empleando DAPI. Empalme muestra los tres canales
juntos en pseudocolores. E-cadherina, rojo. F-actina, verde. DNA, azul. Barra de escala de 50 pum.
Por otra parte, cuando los embriones con VAS2870 se trataron
simultaneamente con el inhibidor de la dinamina Dynasore, la localizacion de la E-
cad se rescata y nuevamente es visible la sefial fluorescente en la membrana y en
las vesiculas citoplasmaticas (Fig. 61). El tratamiento con VAS2870 y Dynasore no

pareci6 tener un efecto visible sobre las células de la DCL (Fig. 61’).

También se realizaron tratamientos Unicamente utilizando al Dynasore a una
concentracion de 75 pM (Anexo 2) y la localizacion observada coincide con la
localizacion en embriones control tanto en las membranas celulares como en
vesiculas citoplasmaticas, por lo que el tratamiento con Dynasore no parece tener

un efecto significativo sobre los parametros evaluados (Fig. sup. 2).

Tras observarse las diferencias en la distribucion de E-cad, se cuantifico la
intensidad de fluorescencia en los bordes celulares (Fig. 7), asi como el nimero y
tamafo de las vesiculas positivas a E-cad en las células de la EVL (Fig. 8, Fig. sup.
1).

El tratamiento con VAS2870 cambio el patron de distribucion de la sefal de
E-cad en la membrana de las células de la EVL (Fig. 6E, 7B). Utilizando el programa
Fiji de Image J se cuantifico la intensidad de la sefial en los bordes celulares tanto
de las células de la EVL como las de la DCL y se encontré que la sefial disminuye
significativamente en las EVL al tratar con 10 uM de VAS2870 (Fig. 7B, D). Por otra
parte, cuando se realiza el tratamiento simultaneo con VAS2870 y 75 uM de
Dynasore, la seial en las membranas de las EVL aumentd alcanzando un nivel
similar al observado en los embriones control (Fig. 7C, D). En contraste, cuando se

analizé la intensidad de fluorescencia en las células de la DCL no se encontraron
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diferencias significativas entre los tratamientos de VAS2870 y VAS2870 con

Dynasore en compasion con el control de DMSO (Fig. 7E).
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Figura 7. La inhibicion de la endocitosis rescata los cambios en la localizacién de la E-cad en
la membrana de las células de la EVL. Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia asociada
a E-cad en las membranas celulares. A-C: Sefal de E-cad en las células de la capa envolvente (A,
B, C) en las células de la capa profunda (A’, B’, C’). Ambos niveles se adquirieron en un mismo
embrién por cada tratamiento. Barra de escala de 50 um. D: Intensidad de la fluorescencia en los
bordes de las células del EVL. ** p value = 0.0073, * p value = 0.0458. E: Intensidad de fluorescencia
en los bordes de las células de la DCL. p value= 0.3368. Los bigotes muestran el rango de los datos.

La cuantificacion de la sehal de E-cad en embriones tratados Uinicamente con

Dynasore 75 uM revel6 que la inhibicién de la dinamina 2 no tuvo ningun efecto en

su intensidad ni en su distribucion a comparacion del control (Fig. sup. 3) por lo que
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el rescate observado al tratar con VAS2870 y Dynasore no fue ocasionado por algun

artefacto causado por el inhibidor de la dinamina 2.

Se cuantificd también numero de las vesiculas positivas a E-cad para evaluar

cambios en su distribucién en el citoplasma en las células de la EVL (Fig. 8).
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Figura 8. Lainhibicion delaendocitosis rescata el niumero de vesiculas de E-cad en las células
de laEVL. A, B, C: localizacion de E-cad en células de la EVL vistas mediante inmunotincion. Barra
de escala de 50 um. D: cuantificacidn de vesiculas positivas a E-cad en las células de la EVL. p value
<0.0001. Los bigotes muestran el rango de los datos.

Las células de la EVL en embriones control presentan numerosas vesiculas
positivas a la E-cad distribuidas en todo el citoplasma, por lo que también se analiz6
el efecto de los inhibidores sobre posibles cambios en la abundancia de estas

vesiculas (Fig. 6Ay Fig. 8A). En los embriones con VAS2870 el numero de vesiculas
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por célula disminuyd significativamente (Fig. 6E y 8B), observando 25 £ 12 vesiculas
por célula en los controles a 10 + 6 vesiculas por célula tratada con inhibidor de las
Nox (Fig. 8D). Por otro lado, el tratamiento simultaneo de VAS2870 con Dynasore
reestablecié el numero de vesiculas por célula (de 10 £ 6 a 22 £ 10) y rescata el

fenotipo ya que es muy parecido al grupo control (Fig. 8C y D).

Por otro lado, la cuantificacion del numero de las vesiculas positivas a E-cad
en embriones tratados unicamente con Dynasore revel6 que la diferencia de 35 +
22 vesiculas en el control contra 30 + 20 en el tratamiento es significativa (Fig. sup.
3). No obstante, esta diferencia no es tan pronunciada como la observada al tratar
con VAS2870. Esta disminucion puede deberse a la habilidad parcial de las células

para formar vesiculas por la inhibicion de la dinamina por el Dynasore.

7.2. Las modificaciones en las estructuras con F- actina causadas por la inhibicion

de las Nox se rescatan por el tratamiento con Dynasore

Otro elemento analizado en las inmunofluorescencias fue el citoesqueleto de
actina. Para esta tincion se utilizé a la faloidina, toxina derivada del hongo Amanita
phalloides la cual se une a los filamentos de actina y los estabiliza, acoplada al
fluoréforo Alexa 488 (J. A. Cooper, 1987).

En los embriones del pez cebra las células del EVL dan origen al peridermo,
capa epitelial escamosa que recubre al embridn completo (Kimmel et al., 1990). En
la zona apical del peridermo se puede observar un dominio de protrusiones cortas
de F-actina que organiza una capa de glucanos, la cual hidrata y protege de
patdgenos y dafios fisicos al epitelio. Estas protrusiones apicales son conocidas
como microcrestas, las cuales estan compuestas de una red ramificada de F-actina
y queratina (Depasquale, 2018). Las microcrestas comienzan como puncta de F-
actina visibles en la superficie de las células del EVL en la etapa de 50 % de epibolia.
Posteriormente a las 12 hpf, estas puncta se comienzan a elongar y forman a las
microcrestas que son visibles de forma conspicua a las 48 hpf en un patréon que

asemeja una huella dactilar (Pinto et al., 2019).
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En los embriones control tratados con DMSO se observé una distribucion
uniforme de puncta de F-actina sobre la superficie de las células de la EVL, asi
como los bordes de las células bien marcados (Fig. 6B, 9A). Cuando los embriones
se trataron con 10 yM de VAS2870, las puncta de F-actina se perdieron (Fig. 6F,
9B) y la morfologia de las células se afecta tal como se observo en el caso de las
células de embriones tratados durante la etapa de 500-1000 células (Anexo 4). Sin
embargo, cuando se realiz6 el tratamiento simultaneo de VAS2870 con 75 uyM de
Dynasore la distribucion de puncta en las células de la EVL se rescato y las células

presentaron una morfologia igual a las células control (Fig. 6J, 9C).
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Figura 9. La inhibicion de la endocitosis rescata el nUmero de puncta de F-actina en la
superficie de las células de la EVL. A, B, C: localizacién de F-actina en células de la EVL
determinada mediante la unién de faloidina acoplada a Alexa 488. Barra de escala de 50 ym. D:
Cuantificacién de puncta por célula completa. E: Cuantificacion de puncta por cada 1063 um? de
superficie celular. p value <0.0001. Los bigotes muestran el rango de los datos.
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Utilizando el software de Image J se cuantificaron las puncta de F-actina en
las células de la EVL que se observan completas en las series de cortes adquiridos
(Mendieta-Serrano et al., 2019). Cuando se cuantificé el numero de puncta por
célula (Fig. 9D) se encontro que el promedio para el control era de 233 + 96 puncta,
mientras que para las células tratadas con VAS2870 el promedio era de 49 + 82
puncta. Esta disminucion fue estadisticamente significativa de acuerdo con la
prueba de Kluskal-Wallis. Por otra parte, cuando los embriones se trataron
simultaneamente con Dynasore y VAS2870, el promedio fue de 242 + 108, y no
mostré diferencias significativas con el control, lo cual indica que el numero de

puncta promedio en las células de la EVL se recuperoé al inhibir a la dinamina.

Cuando las puncta se cuantificaron en funcion del area de las células (Fig.
9E), tomando 1063 pm? como el area promedio de una célula control, los datos
siguieron el mismo patron. El control presenté un promedio de 237 + 57 puncta,
mientras que las células tratadas con VA2870 presentaban 27 + 37 puncta y en
contraste las células de embriones tratados simultaneamente con VA2870 y
Dynasore tuvieron en promedio 227 £ 41 puncta. La disminucion por el tratamiento
con VA2870 fue estadisticamente significativa y al comparar a los embriones con el
tratamiento simultaneo con Dynasore y VAS2870 la diferencia con respecto al

control no fue significativa.

La cuantificacion de las puncta de F-actina en embriones tratados
unicamente con Dynasore reveld que el numero de puncta por célula entre el
control, 185 £ 79, y el tratamiento, 165 + 65, no variaban significativamente (Fig. sup
4). Cuando la cuantificacion se hizo con puncta por el area promedio de las células
esta diferencia si fue significativa al haber 188 + 39 puncta en el control y 198 + 40
en los tratamientos. Este aumento en relacién con el area se podria deber a que la
falta de endocitosis estabiliza a las puncta las cuales pueden tener una presencia

mas dinamica en la membrana de células control.

De manera semejante a la E-cad, se cuantificd la intensidad de la sefal
fluorescente de faloidina en los bordes tanto de las células de la capa envolvente

(Fig.10G) como de las células de la capa profunda (Fig. 10H).
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Figura 10. La inhibicion de las Nox y de la endocitosis no tienen efecto sobre la malla cortical
de actina de los blastémeros. Intensidad de fluorescencia en los bordes de las células de la EVL
y DCL. A, C, E: localizacién de F-actina en células de la EVL determinadas mediante la union de
faloidina acoplada a Alexa 488. Barra de escala de 50 ym. B, D, F: actina en células de la DCL. G:
Cuantificacion de la intensidad de sefial fluorescente en los bordes de la EVL. p value= 0.2487. H:
Cuantificacion de la intensidad de sefial en los bordes de la DCL. p value= 0.0531. Los bigotes
muestran el rango de los datos.

No se encontraron diferencias en la intensidad de la sefial de actina en los
bordes de las células de la EVL en embriones tratados con VAS2870 a comparaciéon
con el control, ni en el grupo tratado tanto con VAS2870 como con Dynasore. De
igual manera, no parecen haber diferencias en la intensidad de sefial en los bordes

de las células de la DCL.
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Nuevamente, la misma cuantificacion de la intensidad de la sehal
fluorescente de faloidina en los bordes tanto de las células de la EVL como de las
células de la DCL en embriones tratados unicamente con Dynasore 75 uyM no
mostro diferencias significativas entre ambos grupos (Fig. sup. 4). Esto indica que

el tratamiento con Dynasore no tiene un efecto sobre la malla cortical de actina.

7.3. Los cambios en la morfologia de las células de la EVL causados por la inhibicion

de las Nox se rescatan por el tratamiento con Dynasore

En un primer grupo de experimentos donde se realizaron tratamientos con el
VAS2870 antes de la etapa de 1000 células y se analizaron posteriormente en la
etapa de 50-60 % de epibolia (Anexo 4), se observdé un gran numero de células
multinucleadas, las cuales presentaban desde dos nucleos por célula hasta cinco,

aunque el numero mas comun era de dos nucleos por célula (Fig. sup. 10).

Al observar los embriones de experimentos subsecuentes tratados con los
inhibidores en la etapa de esfera y que se analizaron en la etapa de 50-60 % de
epibolia, ademas de las diferencias en la distribucién de E-cad y F-actina, se
identificaron también las mismas diferencias en la morfologia de las células de la

EVL ya que mostraron la presencia de multiples nucleos (Fig. 11).

Los porcentajes de células multinucleadas por embrion entre los distintos
grupos de tratamientos no fueron significativamente diferentes entre ellos, pero
muestran una tendencia clara ya que, al tratar con el vehiculo de DMSO, el
porcentaje promedio de células multinucleadas por serie adquirida fue de 2.2 %. Por
otra parte, el tratamiento con VAS2870 aumentd la cantidad de células
multinucleadas a 30.2 %, presentando entre dos y tres nucleos por célula. Cuando
los embriones recibieron el tratamiento simultaneo de VAS2870 con Dynasore el
porcentaje de células multinucleadas disminuyé a 1.1 %, rescatando el fenotipo de
las células control (Fig. 11J).

En los tratamientos donde se utilizé al Dynasore de manera individual se
observé también un 2.1 % de células multinucleadas en el control y un 1.1 % en el

grupo tratado con Dynasore (Fig. sup. 5), por lo que no hay diferencias significativas
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cuando se utiliza al Dynasore de manera aislada sobre el numero de nucleos en
una célula. Es importante mencionar que en ninguno de los grupos de tratamientos

se observaron células multinucleadas en la DCL de los embriones evaluados.
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Figura 11. Lainhibicion de la endocitosis revierte los cambios en la morfologia de las células
de la EVL ocasionados por la inhibicién de las Nox. Presencia de células multinucleadas en la
EVL en embriones tratados con 10 uM de VAS2870 y 10 uM de VAS2870 con 75 uyM de Dynasore
en la etapa de esfera. A-l: Inmunotincién con faloidina acoplada a Alexa 488 para delimitar bordes
celulares y DAPI para marcar nucleos. Los nucleos de células completas se encuentran bordeados
por lineas punteadas. Las células multinucleadas se encuentran denotadas por asteriscos. Barra de
escala de 50 uym. J: Porcentaje de células completas multinucleadas por tratamiento. P value=
0.0961. K: Area de células de la EVL en embriones tratados con DMSO 1 %, 10 uM de VAS2870 y
10 uM de VAS2870. * p value= 0.0369. Los bigotes muestran el rango de los datos.

Otra diferencia que observamos en la morfologia de las células tratadas con
los inhibidores fue el tamano de las EVL (Fig. 11K). Las células control tienen un
area promedio de 1150 + 430.7 ym?. Al ser tratadas con VAS2870, el area promedio
aumenté a 1362 + 753.2 um?. Esta diferencia no fue significativa, pero marca una
tendencia claramente al aumento del area de las células tratadas con el inhibidor de
las Nox. Por otra parte, el tratamiento simultaneo de VAS2870 con Dynasore
regreso el area promedio de las células a 1158 + 441.2 um?, disminuyendo de forma

significativa y rescatando el fenotipo control.

Por otra parte, en los tratamientos donde se utilizé al Dynasore de manera
individual (Anexo 2) las células del tratamiento control presentaron un area de 697.6
+ 303.4 ym? mientras que en el grupo tratado con Dynasore fue de 608.3 + 257.4
pum? (Fig. sup. 5). Aun cuando esta diferencia de aproximadamente 90 ym? resulté
ser significativa, no es tan dramatica como el aumento de casi 200 yum? observado
en el tratamiento con VAS2870 (Fig. 11K). Concluimos que el rescate del area al
tratar simultaneamente a las células con VAS2870 y Dynasore no se debe a algun

artefacto ocasionado por este ultimo.

7.4. Tratamiento con Dynasore rescata la supervivencia de embriones tratados
con el inhibidor de la actividad catalitica de las Nox

Como se encontré que el tratamiento simultaneo del inhibidor de las Nox
VAS2870 con Dynasore rescataba la distribucion de la E-cad, las puncta de actina,
la morfologia de las células de la EVL (presente tesis) y el avance de la epibolia

(datos de Javier Méndez Cruz), se quiso evaluar si el Dynasore rescataba la
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letalidad embrionaria que genera el tratamiento con 10 uM de VAS2870 a las 24 h

después de la fertilizacion (Mendieta-Serrano et al., 2019).
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Figura 12. La supervivencia de embriones tratados con VAS2870 a las 24 h es rescatada con
lainhibicién de la endocitosis. A: embridn a las 24 h de tratamiento con DMSO al 1 %. B: embrion
muerto dentro del corion a las 24 h de tratamiento con 10 uM de VAS2870. C: embrion a las 24 h de
tratamiento con 75 uM de Dynasore y 10 uM de VAS2870. D: embrién a las 24 h de tratamiento con
75 uM de Dynasore. Barra de escala de 0.5 mm. E: Grafica con los porcentajes de supervivencia a
las 24 h de los distintos tratamientos. **** p value <0.0001. ** p value =0.0094. Bigotes muestran el
rango de los datos.

Los embriones tratados con 1 % de DMSO por 24 h tuvieron una tasa de
supervivencia del 98.7 % del total (Fig. 12A). Por otra parte, ninguno de los
embriones tratados con 10 uM de VAS2870 sobrevivio hasta las 24 h de desarrollo,
practicamente el 100 % murieron antes de completar la epibolia. Se observé una
supervivencia del 0.5 % y la mayoria de los embriones en este grupo morian
alrededor de la etapa de 90 % de epibolia (Fig. 12B). En cambio, cuando los
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10uM VAS2870
75uM Dynasore

embriones recibieron el tratamiento simultdneo de Dynasore con VAS2870 tuvieron
una tasa de supervivencia del 91.8 % (Fig. 12C). Finalmente, el tratamiento por 24
h con Dynasore resulta en una supervivencia del 99.6 %, muy similar al control de
DMSO. Este ultimo tratamiento nos dice que las condiciones y la concentracion en
las que utilizamos al Dynasore no tiene efectos graves en la tasa de endocitosis ya
gue no genera defectos en el desarrollo normal de los embriones. Finalmente, con
respecto a la morfologia de los embriones, no se lograron observar diferencias a
simple vista entre los embriones controles y los tratados con ambos inhibidores (Fig.
12A-D).

La supervivencia y morfologia de los embriones tratados con los inhibidores

se analizaron también después de 48 h de iniciado el tratamiento (Fig. 13).
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Figura 13. La supervivencia de embriones tratados con VAS2870 a las 48 h es rescatada con
lainhibicion de la endocitosis. A: larva a las 48 h de tratamiento con DMSO al 1 %. B: restos de
embridon muerto aun dentro del corion a las 48 h después del tratamiento con 10 uM de VAS2870.
C: larva a las 48 h de tratamiento con 75 pM de Dynasore y 10 uM de VAS2870. D: larva a las 48 h
de tratamiento con 75 uM de Dynasore. Barra de escala de 0.5 mm. E: Porcentajes de supervivencia
a las 48 h de los distintos tratamientos. **** p value <0.0001. * p value= 0.0321 Bigotes muestran el
rango de los datos.
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Los embriones que se trataron con 1 % de DMSO tuvieron una tasa de
supervivencia del 95.9 % en promedio a las 48 h. Los embriones que recibieron el
tratamiento simultdneo de Dynasore con VAS2870 tuvieron una tasa de
supervivencia del 83.7 % en promedio y el tratamiento unicamente con Dynasore
produjo una supervivencia del 97.3 % (Fig. 13A). Con respecto a la morfologia de
las larvas, nuevamente no se pudieron observar diferencias a simple vista entre los

tratamientos con los inhibidores y el control con DMSO (Fig.13A, C y D).

8. Discusion

En el articulo publicado en 2019 por Mendieta-Serrano y colaboradores se
describié por primera vez el patron de acumulacién de EOR en el desarrollo
temprano del pez cebra y como la actividad catalitica de las Nox era esencial para
la progresion de la epibolia y la supervivencia embrionaria. También se describid
que la ausencia de H202 y O2" producidos por las Nox modifica el patrén de
localizacion de la E-cadherina y la presencia de estructuras positivas a F-actina en
las células de la EVL (Mendieta-Serrano et al., 2019). En el presente proyecto se
lograron replicar los resultados correspondientes a los cambios en la E-cad y al

citoesqueleto de actina al tratar con el VAS2870 (Fig. 6).

Por las similitudes observadas entre nuestro fenotipo obtenido tras las
inhibiciéon de las Nox y el fenotipo observado por Sempou y colaboradores, donde
la localizacion de E-cad y la progresion de la epibolia se rescataban al tratar a los
embriones carentes de Prp1 con el inhibidor de la dinamina (Sempou et al., 2016),
fue que en este proyecto se evalud si existe alguna relacién entre las EOR vy la

endocitosis.

Para evaluar si los cambios en el patrén de localizacion de E-cadherina
observada en la EVL en nuestros embriones se recuperaba también con la inhibicion
de la endocitosis, se realizaron tratamientos simultaneos con VAS2870 y Dynasore.
El Dynasore es un inhibidor farmacoldgico no competitivo de la actividad de GTPasa

de la dinamina, el cual bloquea la escisidn de vesiculas endociticas de la membrana
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plasmatica. Este farmaco es capaz de inhibir la actividad de la dinamina 1, la

dinamina 2 y la dinamina mitocondrial Drpl (Macia et al., 2006).

8.1. La inhibicion de la actividad de la dinamina 2 rescata la disrupcion en la
dinamica de localizacion de la E-cadherina ocasionada por la falta de actividad de
las Nox

En este proyecto se observo que el tratamiento simultaneo con VAS2870 y
Dynasore rescata de manera significativa la sefial membranal de la E-cad en las
células de la EVL (Fig. 6 y 7), al igual que el nimero de vesiculas positivas a E-cad
en las mismas células (Fig. 6 y 8). Estos resultados sugieren que en ausencia del
H202y O2™ ocasionada por la inhibicion farmacologica de las Nox se esta generando
un aumento en la tasa de endocitosis que estan llevando a cabo las células de la
EVL.

Ya que tanto el Dynasore como el H202 (Mendieta-Serrano et al., 2019)
rescatan los cambios sobre la E-cad, pensamos que el posible blanco de las EOR
producidas por las Nox es la dinamina 2, o en su defecto, alguna proteina que se
encuentre rio arriba. La dinamina es una proteina perteneciente a una superfamilia
de GTPasas las cuales participan en distintos procesos celulares donde hay eventos
de remodelacion de la membrana plasmatica, como en la citocinesis y en la fusién
y fisiobn de vesiculas y organelos grandes (Ramachandran & Schmid, 2018). En el
genoma del pez cebra existen anotados 5 genes de dinamina, dnmla, dnmll,
dnm2a, dnm2b, dnm3a, y el homdlogo opal (Arribat et al., 2019; Ferg et al., 2007;
Gibbs et al., 2013; Yang et al., 2019). Se ha identificado también que la presencia
de las dos isoformas de la dinamina 2 son esenciales para el desarrollo y la

supervivencia de los embriones de pez cebra (Gibbs et al., 2013).

En la literatura se reporta que la dinamina es sensible a la regulacion redox,
ya gue presenta una cisteina conservada (C607) la cual es sensible a la S-
nitrosilacion causada por la interaccion con la sintasa endotelial de NO (eNOS). Esta
nitrosilacion causa un aumento en la tasa de autoensamblaje de la dinamina, en su

actividad de GTPasa y facilita su redistribucion en distintas regiones en la
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membrana (Wang et al., 2006). A pesar de que no se ha reportado que esta cisteina
sea modificada por H202 o O2" directamente, existen GTPasas como las Rho
GTPasas que pueden ser blanco tanto de NO como H202, por lo que la dinamina
podria ser sensible a modificaciones redox por varias EOR (Chandra et al., 2012;
MacKay et al., 2017; Sauzeau et al., 2000).

Nosotros hipotetizamos que en nuestro modelo el tratamiento de los
embriones con el inhibidor de las Nox produce un aumento en la tasa endocitica en
las células de la EVL ocasionada por la disminucién del H202 y O2". La dinamina
esta involucrada en la entrada de vesiculas por la via de endocitosis mediada por
clatrina (CME por sus siglas en inglés), la cual constituye alrededor del 95 % del
total del flujo endocitico, por lo que un aumento en el indice de endocitosis por esta
via tendria un efecto significativo en la entrada de numerosas moléculas (Bitsikas
et al.,, 2014; Macia et al., 2006). La inhibicion de la dinamina 2 por accion del
Dynasore es suficiente para revertir el fenotipo ocasionado por el VAS2870 y

devolver el proceso endocitico a sus niveles endogenos.

Nuestros resultados se suman a los reportes previos que relacionan a las
EOR con la regulacion el flujo endocitico, donde se observo que el NO producido
por la eNOS es capaz de regular el trafico vesicular (Matsushita et al., 2003;
Randriamboavonijy et al., 2004) y otros mas donde un aumento en el H202 resulta
en la inhibicidn de la endocitosis del receptor de leptina y del EGFR en fibroblastos
(De Wit et al., 2000; Wit et al., 2001).

Con respecto a la disminucién en el numero de vesiculas positivas a E-cad
en las células de la EVL (Fig. 6 y 8) existen reportes donde las Rabs, GTPasas que
se asociadas a endosomas, también estan sujetas a una regulacion por cambios
redox (Ferro et al., 2012). El cambio en la cantidad de vesiculas en el citoplasma en
los embriones tratados con VAS2870 habla de una redistribucion en el flujo de los
elementos una vez endocitados hacia vias de reciclaje o de degradacion por la
ausencia de H202 y O2". Experimentos mas especificos dirigidos a evaluar ambas
vias son necesarios para determinar el destino de las vesiculas que se pierden del
citoplasma.
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Por otra parte, cuando se realizé la cuantificaciéon del numero de vesiculas
positivas a E-cad en embriones tratados unicamente con Dynasore se revelo que la
disminucién con respecto al control era significativa (Fig. sup. 3). Esta disminucién
de vesiculas en el citoplasma es esperada ya que las células presentan una
habilidad significativamente reducida de separar a las vesiculas endociticas de la
membrana plasmatica por la inhibicidon de la dinamina 2. No obstante, la disminucion
en la cantidad de vesiculas al tratar unicamente con Dynasore no fue tan
pronunciada como la observada al tratar con VAS2870 (Fig. 6 y 8). Estos resultados
indican que el rescate de las vesiculas que se pierden tras la inhibicion de las Nox
se debe a la inhibicion de la dinamina 2 y no a algun efecto inespecifico que podria

estar teniendo el Dynasore.

8.2. La polimerizacién de la F-actina se encuentra regulada por las EOR producidas
por las Nox y la dinamina 2

Los filamentos de actina, junto con los microtubulos y los filamentos
intermedios, conforman al citoesqueleto de las células y contribuyen a determinar la
morfologia celular, participan en la citocinesis, en la endocitosis y en el trafico
vesicular, en la motilidad y la adhesién celular (Pollard & Cooper, 2009). En este
proyecto nos enfocamos en analizar en los embriones dos estructuras compuestas
por F-actina: la malla cortical de actina, la cual se encuentra asociada a la
membrana plasmatica y le da a las células su morfologia global (Chalut & Paluch,
2016), y los precursores de las microcrestas (Depasquale, 2018). Las microcrestas
son protrusiones cortas de F-actina y queratina que en etapas posteriores a las 24
h organizan la capa de glucanos, la cual constituye a la mucosa del peridermo.
Durante el proceso de gastrulacion se pueden observar puncta de F-actina en la
superficie de las células de la EVL, las cuales corresponden a los precursores de

las microcrestas (Pinto et al., 2019).

Los resultados obtenidos en este proyecto, y que replican aquellos obtenidos
previamente en el laboratorio (Mendieta-Serrano et al., 2019), apuntan a que la
ausencia de las EOR producidas por las Nox tiene un efecto negativo sobre la
capacidad de polimerizacién de la actina, ya que el tratamiento con VAS2870
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disminuye la formacion de las puncta de F-actina (Fig. 6 y 9). No obstante, la malla

cortical de actina no se ve afectada (Fig. 10).

La actina presenta metioninas y de cinco a seis cisteinas conservadas, las
cuales se pueden modificar dependiendo del estado redox de la célula, y pueden
sufrir cambios como la oxidacion, la nitrosilacion, nitracion, glutationilacion vy
carbonilacion (Dalle-Donne et al., 2002; Milzani et al., 2000; Terman & Kashina,
2013). En particular la Cys-374 es el aminoacido mas susceptible a cambios redox
(Wilson et al., 2016). Estas modificaciones causadas por agentes oxidantes son
capaces de inhibir la polimerizacién de la actina globular, asi como desmantelar las

estructuras de la actina polimerizada.

Aparte de nuestros resultados, existen mas trabajos donde se observa que
existe una relacién entre las EOR y la polimerizacion de la actina. Se ha reportado
que el tratamiento con H202 reduce la habilidad de la actina globular unida a Ca?*
de polimerizarse (Feuer & Molnar, 1948; Wong et al., 2015). De igual manera, en
neutrofilos el NO es un factor capaz de controlar la formacion de citonemas, un tipo
de filopodio especializado para producir contactos de larga distancia con substratos,

otras células o bacterias en neutroéfilos.

Por otro lado, la actina también se asocia con proteinas que estan sujetas a
la regulacion redox por cisteinas clave y que son capaces de regular su
polimerizacién y despolimerizacion. Tal es el caso de la cofilina, el complejo Arp2/3
y la proteina Mical por mencionar algunas (Behring et al., 2020; Grintsevich et al.,
2016; Hung et al., 2011).

Es por esta informacion que al inhibir a las Nox con el VAS2870 los cambios
observados sobre las puncta en las células de la EVL pueden ser por modificaciones

redox directamente sobre la actina o también sobre algun regulador rio arriba.

Cuando en este proyecto se tratd simultaneamente a los embriones con
VAS2870 y Dynasore, los precursores de F-actina de las microcrestas se

recuperaron sobre la superficie de las células de la EVL (Fig. 6 y 9). Este resultado
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indica que no solo las EOR tienen efectos sobre el citoesqueleto de actina. La
dinamina, ademas de su papel en la formacion de estructuras vesiculares durante
la endocitosis, también se encuentra relacionada con procesos de remodelacion del
citoesqueleto de actina al ser capaz de interactuar con proteinas de unién a actina
como la cortactina, participar en la formacidn de cometas de actina en
macropinosomas, en la expansion celular y al afectar la formacion de podosomas,
filopodios y citonemas (Macia et al., 2006; Ochoa et al., 2000; Orth et al., 2002).

En el caso particular de los citonemas, los cuales ya se menciond son
afectados por el NO, se encontré que el tratamiento de neutréfilos con Dynasore
resulta en la formacion de citonemas de forma espontanea en regiones cercanas al
nucleo. No obstante, la inhibicién farmacoldgica de la sintasa de NO no permite la
formacion de estos citonemas inducidos por el Dynasore (Galkina et al., 2015). Esto
apunta a que existe una relacion entre la dinamina y el NO en la regulacion de

formacion de estructuras celulares donde participa el citoesqueleto de actina.

En nuestro trabajo observamos una dinamica similar, donde la disminucién
de H202 y O2™ por la inhibicién de las Nox previene la formacion de puncta de F-
actina. Por otra parte, la adicion del Dynasore recupera la capacidad de
polimerizacién de la actina, lo que nos provee de otro ejemplo donde se observa

nuevamente la relacién entre la dinamina, las EOR y el citoesqueleto de actina.

8.3. Las EOR producidas por las Nox y la actividad de la dinamina 2 podria tener
efectos sobre la division celular en el desarrollo del pez cebra

En este proyecto se observaron efectos en la morfologia general de las
células de la EVL en embriones tratados con el inhibidor de las Nox. Estas células
presentaron areas mas grandes que el area de células control, asi como la
presencia de células con multiples nucleos, presentando 2 y hasta 5 nucleos. Estas
aberraciones sugieren que la ausencia de las EOR producidas por las Nox esta
afectando al ciclo celular y a la citocinesis. Existen ademas reportes donde se ha
observado la presencia de reguladores claves de este proceso que son sensibles a

cambios redox.
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Uno de estos reguladores clave del ciclo celular que presenta regulacion
redox es la fosfatasa Cdc25 (Savitsky & Finkel, 2002). Cdc25 se encarga de
desfosforilar a Cdk1, lo cual activa al complejo de ciclina B/Cdk1 y este complejo a
su vez induce la entrada a mitosis (Perdiguero & Nebreda, 2004). Cdc25 presenta
dos cisteinas, la C330 y la C377, las cuales son sensibles a cambios redox y
participan en la inactivacion de su actividad de fosfatasa durante el ciclo celular, asi
como en su interaccion con la proteina 14-3-3 y su degradacion en caso de estrés
ambiental (Han et al.,, 2018; Savitsky & Finkel, 2002). Durante el desarrollo
embrionario temprano de Xenopus existe una oscilacién en la produccion de EOR
mitocondriales la cual empata con la oscilacion del ciclo celular y con la activacion
de Cdc25 (Han et al., 2018). Esto sugiere que existe una estrecha relacion entre la

regulacion de Cdc25, el ciclo celular y las EOR durante el desarrollo temprano.

En el genoma del pez cebra se encuentran anotadas dos isoformas de
Cdc25, las isoformas Cdc25 b y Cdc25 d (Dalle Nogare et al., 2007). En este
proyecto se analiz6 la secuencia de Cdc25 b y se encontré que las cisteinas clave
para la regulacién redox en humano, C330 y C377, se encuentran conservadas en
el pez cebra (Anexo 8). Esta evidencia sugiere que Cdc25 podria estar relacionado

con los fendbmenos que observamos en este proyecto.

Un segundo elemento esencial para la citocinesis que esta sujeto a
regulacion redox es el citoesqueleto de actina. La citocinesis inicia con la
contraccién de la membrana plasmatica por accion de un anillo de actina y miosina
I, lo que genera el ingreso del surco de divisidn. Una vez establecido el ingreso del
surco, el desensamblaje del citoesqueleto es necesario para la absicion del puente
intercelular que une a las dos células hijas por accion del Complejo de Clasificacion
Endosomal Requerido para el Transporte (ESCRT por sus siglas en inglés) (Green
et al., 2012). En el caso de los filamentos de actina, se ha identificado que éstos se
despolimerizan en el sitio de absicion por accién de la monooxigenasa Mical. Mical
oxida a la F-actina lo que ocasiona que los filamentos se desestabilicen vy

despolimericen (Frémont et al., 2017).
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En nuestros embriones, la aparicion de multiples nucleos en las células del
EVL pueden indicar fallas en la despolimerizacion de la actina al remover a las EOR
producidas por las Nox, lo cual prevendria la absicion del puente intracelular. El
aumento en el area de las células tratadas con VAS2870 también apoyan la
propuesta de que persiste de la unién de las dos células hijas una vez llevada a

cabo la cariocinesis.

Una propuesta alternativa que podria estar causando los defectos en la
citocinesis de las células de la EVL puede ser el cambio en la tasa endocitica
ocasionada por la inhibicién de las Nox. Se ha reportado que durante el desarrollo
temprano del pez cebra existe en los blastbmeros un proceso de endocitosis
elevada que involucra vesiculas de clatrina y caveolina, ambas dependientes de
dinamina para su escision de la membrana plasmatica. Esta endocitosis se observa
especificamente en los surcos de division durante su iniciacion. Cuando se inhibe
la CME se observa la aparicion de células multinucleadas y sincicios, asi como
blastémeros que pierden el contacto con el resto del blastodermo (Feng et al., 2002).
Estos resultados demuestran que la endocitosis es esencial para la correcta

citocinesis y la estabilidad del blastodermo.

Reportes en Drosophila y Dictyostelium discoideum donde mutantes del
homodlogo de la dinamina y la clatrina afectan al proceso de celularizacién y
citocinesis respectivamente (Swanson & Poodry, 1981; Wienke et al., 1999), asi
como en S. cerevisiae donde se identificé una mutante que presenta defectos tanto
en la endocitosis como en la citocinesis (Naqvi et al., 2001) apuntan a que existe

importante relacidon de regulacion entre estos dos procesos.

Aun cuando en nuestro modelo pasa lo contrario a lo descrito en el trabajo
de Feng, ya que hipotetizamos que en nuestros embriones hay un aumento en la
endocitosis en vez de una inhibicion, los cambios en la divisidon celular podrian ser
causados por cambios en la via de sefalizacién de algun factor clave para la
citocinesis. La entrada de receptores y sus ligandos de forma regulada al interior de
las células esta relacionada con la CME (Bitsikas et al., 2014; Macia et al., 2006).

Algunas de las vias de senalizacién relacionadas con la endocitosis son las
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cascadas de sefializaciéon de receptores de tirosina cinasa, receptores tipo Toll,
TGF-B, TNF-a, Wnt, BMPs y Notch (Miaczynska et al., 2004; Platta & Stenmark,
2011).

Otro resultado que obtuvimos y que podria apoyar esta propuesta es que el
tratamiento unicamente con Dynasore resulta en células mas pequefas que las
observadas en el control (Fig. sup. 5H). En este caso, la inhibicion de la entrada de
distintas moléculas del espacio extracelular estaria afectando vias de sefializacion
ligados a la interfase, que es la etapa del ciclo celular donde se observa crecimiento.
Las células tratadas con Dynasore podrian estar entrando a mitosis de forma
prematura resultando en células mas pequefas. Se requieren mas experimentos

dirigidos a evaluar cambios en el ciclo celular para obtener mas informacion.

8.4. La interaccidn entre el producto de las Nox y la endocitosis durante la epibolia

regula el desarrollo y promueve la supervivencia

Quizas el resultado mas relevante obtenido en este proyecto es el
relacionado con los ensayos de supervivencia. En el laboratorio previamente se
observé que el 100 % de los embriones tratados continuamente con VAS2870 a
partir de la etapa de esfera morian alrededor de la etapa de 90% de epibolia, y que
los embriones que fueron tratados con un pulso de 1 h solamente tenian una tasa
de supervivencia del 10 a 20 %, pero estos embriones sobrevivientes presentaban
defectos importantes en el cerebro, ojos, vesicula otica y en la extension de la cola
lo cual ocasionaba una reduccion en el eje axial del embrion. La letalidad
embrionaria y los defectos en la morfologia se prevenian en los embriones que
fueron tratados con VAS2870 y H202 (Mendieta-Serrano et al., 2019).

En este proyecto lo que observamos fue que el tratamiento simultaneo con el
inhibidor de las Nox y con el inhibidor de la dinamina 2 por 24 h a partir de la etapa
de esfera prevenia la letalidad embrionaria causada por el VAS2870 (Fig. 12). A la
vez, no se observaron a simple vista defectos evidentes en el desarrollo de algun
organo o tejido en las larvas. Cuando a las larvas se les permitié continuar su

desarrollo en ausencia de los farmacos hasta las 48 h, la supervivencia se mantuvo
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y nuevamente no se lograron observar defectos morfologicos evidentes (Fig. 13).
Nosotros hipotetizamos que posiblemente la falta de las EOR producidas por las
Nox aumenta la endocitosis de manera significativa durante la epibolia y este
fendmeno es el causante directo o indirecto de la letalidad embrionaria. Cuando se
hace el tratamiento simultaneo con VAS2870 y Dynasore, la endocitosis disminuye

y regresa a sus niveles basales, revirtiendo la letalidad y rescatando el desarrollo.

Los resultados obtenidos en este trabajo apuntan a que existe una ventana
de tiempo antes de que el embridon alcance el 90 % de epibolia donde el O2" y H202
producidos por las Nox son esenciales para la regulacion de la endocitosis, la cual
a su vez participa en la progresion de la epibolia, la gastrulacion y la supervivencia

del embrion.

La idea de que la regulacion de la endocitosis durante el desarrollo temprano
es esencial para la supervivencia se refuerza por otros fenotipos donde la
endocitosis se inhibe de forma significativa y se producen también defectos en el
desarrollo y muerte. Cuando los embriones son decorionados y tratados con
Dynasore se observa un retraso significativo en la progresion de la epibolia.
Asimismo, cuando los embriones expresan a la dominante negativa de la dinamina
2 (DN-Dnm2), y por ende tienen un impedimento en el flujo endocitico, estos
también presentan retrasos en el desarrollo y letalidad embrionaria (Lepage et al.,
2014).

Esta forma DN-Dnm2 se utilizé en el laboratorio para corroborar con una
herramienta genética la existencia de la relacion entre las EOR producidas por las
Nox y la endocitosis y descartar que los resultados obtenidos fueran artefactos
generados por la interaccion entre el Dynasore y el VAS2870. Cuando los
embriones que expresan a la DN-Dnm2 fueron tratados desde la etapa de 1000
células con el inhibidor de las Nox, el retraso en la epibolia se revierte y se recupera
la supervivencia embrionaria (datos no publicados de Javier Méndez Cruz). Es
necesario realizar estudios de resonancia magnética nuclear para determinar con
certeza si la interaccion de los dos farmacos no esta interfiriendo con sus estructuras
y los efectos que tienen sobre los embriones (Mendieta-Serrano et al., 2019), pero
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ya que contamos con dos experimentos con metodologias distintas que producen
los mismos resultados podemos decir con bases que existe una relacion entre EOR
producidas por las Nox y la endocitosis durante el desarrollo temprano del pez

cebra.

8.5. La inhibicion catalitica de las Nox tiene efectos diferentes en las distintas capas

celulares embrionarias durante la epibolia

En los resultados obtenidos en este proyecto se observd que tratamientos
con los distintos farmacos tuvieron un efecto diferente en las dos capas celulares
que conforman al blastodermo. La disminucion de la sefal de E-cad, tanto en las
vesiculas citoplasmaticas como en las membranas celulares, se observo en las
células de la EVL, mientras que el retraso en la progresion de la epibolia reportado
en trabajos previos del laboratorio se observo preferencialmente en las células de
la DCL (Mendieta-Serrano et al., 2019). Estas diferencias pueden deberse a que la
EVL funciona como un andamio para la DCL y se encuentra involucrada en la
intercalacion y migracion de las células de esta capa durante la epibolia, fendmeno

que se observa en otros modelos como el pez killi (Reig et al., 2017).

Se ha reportado ademas que la disminucién en la E-cad en la EVL afecta la
interaccion de esta capa con las células de la DCL, asi como la capacidad de
intercalacion de blastomeros ubicados en posiciones mas profundas en relacién con
la interfase entre la DCL y la EVL (Sempou et al., 2016). Por eso pensamos que la
diferencia en la localizacion de E-cad entre la EVL y la DCL es una de las razones
por la que los embriones tratados con VAS2070 presentan un retraso en la epibolia,
que ademas es diferente entre las dos capas, siendo las células de la DCL las que

se retrasan mas (Kane et al., 2005; Mendieta-Serrano et al., 2019).

En el presente proyecto encontramos evidencia que apunta a que cuando se
rescatan los efectos que la inhibicion de las Nox tiene sobre las células de la EVL al
regular a la endocitosis, los diferentes comportamientos en la migracion celular de

ambas capas se normalizan y la epibolia se lleva a cabo de forma norma.
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9. Conclusiones

Los resultados obtenidos en este proyecto y la relacién biolégica entre los
distintos fendmenos observados se resumen en la siguiente figura (Fig. 14).
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2 L. o ¢éAumento en
j Disminucion de la E-

! la tasade
cadherinaen las CCE reciclaje?
Cambios enla Lo -
morfologia de Péerdida de las 1 ¢ Degradacion por
las CCE puncta de F-actina lisosoma?
en las EVL Efectosenla
Cde25? adhesion celular
c257
¢Cambios en el 1

. 5 I
ciclo celular? Retraso en la epibolia/

. . ﬂ Muerte
Migracion celular

Figura 14. Resumen grafico de los resultados obtenidos en esta tesis. Lineas solidas denotan
las relaciones entre los resultados obtenidos en este proyecto. Lineas punteadas sugieren relacion
entre los procesos bioldgicos propuestos y los resultados obtenidos en este proyecto. Flecha con
remate plano denota la inhibicién entre el VAS2870 y las Nox, asi como del Dynasore y la actividad
de GTPasa de la dinamina 2.

En este proyecto presentamos evidencia de la relacion que existe entre las
EOR producidas por las Nox y la regulacion de la endocitosis dependiente de

dinamina 2 durante el proceso de epibolia en el desarrollo temprano del pez cebra.

El rescate que se encontré al tratar a los embriones que presentan la
inhibicién farmacologica de la actividad de las Nox con Dynasore durante la etapa
de esfera sugiere que al haber una disminucién en la produccion de H20:2 se esta
aumentando la tasa de endocitosis en las células de la EVL, proceso que
observamos al utilizar a la E-cad como un reportero indirecto. Esta desregulacion
se recupera al inhibir a la dinamina 2 y, por ende, a la endocitosis dependiente de
esta GTPasa. Nuestros resultados indican que la regulacion que el H202 modifica
la tasa endocitica via la dinamina 2, ya sea de forma directa o por algin elemento

rio arriba.
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Encontramos ademas que el efecto de la inhibicion de las Nox sobre la
morfologia de las células del embrion es diferente, ya que observamos que las
células de la EVL son las que presentan cambios en la localizacion de la E-cad y en
su morfologia, con probables problemas para realizar la citocinesis como lo indican
una mayor area celular y la presencia de multiples nucleos. Estos efectos en la
morfologia de las células, el area y el nimero de ndcleos por célula, se rescatan al
hacer tratamientos simultaneos con el inhibidor de la dinamina 2. Es probable que
las diferencias en la morfologia sean una consecuencia secundaria de los cambios
en la endocitosis de algun morfégeno o efector de distintas vias de sefalizacion.
Para obtener mas informacion sobre este fenomeno observado seria necesario

realizar experimentos dirigidos a observar el ciclo celular de forma especifica.

Con respecto al alcance que los efectos de los inhibidores tienen mas alla del
desarrollo temprano se encontré que la inhibicién farmacoldgica simultanea de las
Nox y de la dinamina 2 rescata la supervivencia de los embriones que presentan la
inhibicion de las Nox a las 24 y 48 h del tratamiento con los inhibidores. El rescate
del fenotipo parece ser total, ya que no se observaron defectos o retrasos en el
desarrollo de ningun tejido embrionario tanto a las 24 h como a las 48 h. Esto nos
indica que la regulacién de la endocitosis dentro de las primeras 24 h es necesaria
y suficiente para el correcto desarrollo embrionario y que el devolver su dinAmica a
valores normales al inhibir a la dinamina 2 rescata la supervivencia practicamente

en su totalidad a las 48 h.

10. Perspectivas

Los resultados obtenidos en esta tesis sugieren una relacién entre la
endocitosis, la adhesion celular, el citoesqueleto, la epiboliay las EOR. No obstante,
se requiere mas informacién para descubrir cual es el mecanismo que conecta a
todos estos procesos celulares durante el desarrollo temprano. A continuacion, se
sugieren algunas preguntas que serian importantes responder y posibles

metodologias para poder abordarlas.
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En esta tesis y en trabajos previos en el laboratorio reportamos una
disminucioén en la sefal de la E-cad en las células de la EVL cuando se provoca una
disminucion en la formacion de Oz~ y H202 (Mendieta-Serrano et al., 2019). Una
pregunta que queda por responder es queé le pasa a la E-cad que se retira de la
membrana plasmatica. Se hicieron avances importantes en este proyecto para
conseguir ver la banda de 120 kDa de E-cad con el método de Western blot, la cual
corresponde a la forma madura que se integra en la membrana y participa en la

adhesion celular (Anexo 3).

Conseguir una separacion nitida entre la banda de 140 kDa y la de 120 kDa
nos permitiria cuantificar la proteina total de cada peso y determinar si la pérdida de
la E-cad de las membranas y del citoplasma se debe a que hay una degradacion
seguida de la endocitosis o si la deslocalizacion se debe solamente a que hay un
aumento en la endocitosis. Este fendmeno se podria evaluar haciendo tratamientos
simultaneos con el VAS2070 y distintos inhibidores para el proteasomay el lisosoma
como el MG132 y la cloroquina respectivamente (Sempou et al., 2016). Con
ensayos de Western blot de estos tratamientos se determinaria cual de los
tratamientos con los demas inhibidores realizados simultdneamente junto con el
VAS2870 rescatan a la E-cad, lo que revelaria un eje de regulacion entre la

endocitosis de la E-cad, su degradacioén y las EOR producidas por las Nox.

También se puede evaluar si existen mas integrantes en la dinamica de
localizacion y transporte de la E-cadherina que se encuentren regulados por la
accion del O2" y H202 y participen en la generacion de los fenotipos de retraso en
la epibolia observados en este trabajo. Existe evidencia de que las Rabs presentan
una regulacion redox (Ferro et al., 2012). Determinar la dinamica de reciclaje de la
E-cad in vivo utilizando una E-cad fusionada con GFP (Kardash et al., 2010), asi
como su asociacion con distintas Rabs fluorescentes (Song et al., 2013) nos darian

la oportunidad de monitorear este fendmeno en distintas condiciones redox.

Otra pregunta que queda por responder es qué le pasa a la tasa de
endocitosis de los embriones tratados con los inhibidores VAS2870 y Dynasore, ya
que los fenotipos ocasionados por el inhibidor de las Nox se rescatan por un
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inhibidor de la dinamina. Para ver la endocitosis de elementos del medio hacia el
interior de las células in vivo se pueden utilizar moléculas fluorescentes como Lucifer
yellow (Lepage et al., 2014). El Lucifer yellow es una sal de litio de carbohidrazida
soluble en agua con picos de excitacion y emisién de 428 y 536 nm respectivamente
la cual se puede utilizar para medir la endocitosis al ingresar a las células por medio
de vesiculas endociticas (Page et al., 1994). Los resultados observados en este
proyecto sugieren que existe una desregulacion que incrementa la endocitosis en
los embriones debido a inhibicién farmacoldgica de las Nox. La cuantificacion del

material fluorescente endocitado nos daria informacion sobre esta hipotesis.

Finalmente, consideramos importante evaluar como la ausencia de la E-cad
en las células de la EVL afecta la dinamica de intercalacion de las células de la capa
profunda y su interaccion con las células de la capa envolvente (Lepage & Bruce,
2010). La deslocalizacion de la E-cad ocasiona defectos en la capacidad de las
células de la DCL de intercalarse en la regiéon mas superficial y asociarse con las
células de la EVL (Sempou et al., 2016). Se puede emplear microscopia con
iluminacion de Nomarski para observar a las dos distintas capas del blastodermo y
seguir con un video en tiempo real la dinamica de intercalacion y asociacion de las
células. Una segunda opcion es emplear moléculas fluorescentes para marcar de
forma diferente los nucleos y membranas de las células (M. S. Cooper & D’Amico,
1996) y poder seguir asi sus dinamicas in vivo utilizando la microscopia confocal de
disco giratorio. Hemos recibido algunos plasmidos del grupo de la Dra. Ashley Bruce
que codifican para las proteinas que marcan la membrana y el nucleo (Lepage et
al., 2014) que podemos inyectar en embriones de 1 célula para su transcripcion, lo

cual permitira realizar un analisis de este tipo en el futuro.
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12. Anexos

En esta seccidn se incluyen los experimentos control de tratamientos
realizados con Dynasore y todos los métodos, experimentos y datos obtenidos que
se realizaron durante la duracion de la maestria, pero no se incluyeron en el cuerpo
principal de la tesis. También se incluye un analisis bioinformatico de las secuencias
de E-cad y Cdc25 en distintos organismos y de la conservacion de distintas cisteinas

entre los distintos homdlogos.

Anexo 1. Cuantificacion del tamano de las vesiculas de E-cad en las células del

EVL

En el trabajo de Mendieta-Serrano et al. del 2019 se encontr6 que el
tratamiento con H202 rescata la presencia de vesiculas positivas a E-cad en el
citoplasma de las células de la EVL en embriones tratados con VAS2870. Por otra
parte, se observo también que las vesiculas observadas en el tratamiento de rescate

eran mas grandes que aquellas presentes en los embriones control (Fig. 5).
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Figura suplementaria 1. La inhibicion de la endocitosis resulta en vesiculas positivas a E-cad
mas grandes que las obtenidas al inhibir la actividad de las Nox. Tamafio de las vesiculas
positivas a E-cad en las células de la EVL cuantificado en funcién a su area. ** p value =0.0051, * p
value =0.0108. Barras de error muestran el error estandar de la media.
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Cuando se analizdé en este trabajo de tesis el tamano de las vesiculas
positivas a E-cad en embriones tratados con VAS2870 no se encontraron
diferencias entre las medias de este grupo y el control (0.53 + 0.59 ym? vs 0.59 +
0.90 um?). Por otro lado, se encontré que las vesiculas de los embriones tratados
con Dynasore eran significativamente mas grandes (0.59 + 0.62 ym?) que las
observadas en el grupo control y en los tratados unicamente con VAS2870 (Fig.
sup.1). Estos datos parecen indicar que, como en el caso del tratamiento con H20z2,
en embriones con una disminucion en la actividad catalitica de las Nox hay un

aumento en el tamano vesicular cuando se inhibe la dinamina 2.

A lo largo del flujo de exocitosis y endocitosis se pueden encontrar distintas
vesiculas con distintas caracteristicas y tamafos dependiendo del cargo que estan
transportando o procesando y de los complejos proteicos asociados. Los
endosomas y su cargo provenientes de la membrana convergen y se fusionan con
endosomas tempranos, también pueden dirigirse hacia compartimentos de reciclaje
y a endosomas tardios o cuerpos multivesiculares (Disanza et al., 2009).
Conociendo las caracteristicas particulares de las vesiculas observadas en el
citoplasma, como por ejemplo el tipo de Rabs, se podria conocer el tipo de vesicula
o complejo endosomal que se esta acumulando o perdiendo en los distintos
tratamientos. Por la informacién que obtuvimos en este proyecto no podemos saber

qué tipo de vesicula es la que estamos observando.

Anexo 2. Inmunofluorescencia para evaluar a la E-cadherina y al citoesqueleto de

actina en embriones tratados con 75 pM de Dynasore

En este proyecto se observo un rescate dramatico de los efectos causados
por la inhibicion de las Nox al tratar simultdneamente con Dynasore, inhibidor
farmacolégico de la dinamina 2 (Fig. 6). Es por este rescate tan sorprendente que
observamos que fue importante evaluar si el Dynasore estaba teniendo por su
cuenta algun efecto sobre alguno de los procesos celulares estudiados en este
proyecto. Esta evaluacion se realizé mediante ensayos de inmunotincién en
embriones tratados en etapa de esfera con el vehiculo como control, DMSO al 1 %
en medio ERM, o con Dynasore 75 pM. Los embriones se fijaron en la etapa de 60
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% de epibolia y la inmunotincion y visualizacion se realizaron utilizando el mismo

protocolo empleado con los demas tratamientos.

E-cad Faloidina DAPI Empalme

DMSO 1%

75uM Dynasore

Figura suplementaria 2. La concentracion de Dynasore utilizada en este proyecto no es
suficiente para afectar por su cuenta a lalocalizacion de la E-cad y al citoesqueleto de actina.
Inmunofluorescencia para E-cad y el citoesqueleto de actina en embriones control y tratados con 75
UM de Dynasore en la etapa de esfera y fijados en 60% de epibolia. A-H’: Sefial de E-cad en las
células de la capa envolvente (A, E) y en las células de la capa profunda (A’, E’), sefial de actina en
las células de la capa envolvente (B, F) y en las células de la capa profunda (B’, F’) y sefial de DAPI
en las células de la capa envolvente (C, G) y en las células de la capa profunda (C’, G’). Ambos
niveles del blastodermo se adquirieron de un mismo embrién por cada tratamiento. Los nucleos se
tiieron empleando DAPI. Empalme muestra los tres canales juntos en colores falsos. E-cadherina,
rojo. F-actina, verde. DNA, azul. Barra de escala de 50 pm.

82



Una vez adquiridas las series de imagenes de las inmunofluorescencias se
observo en los controles una distribucion de E-cad membranal y citoplasmatica (Fig.
sup. 2A, A’) con un patron similar al que ya se habia descrito en otros trabajos
pasados (Mendieta-Serrano et al., 2019; Sempou et al., 2016; Song et al., 2013).
En el caso de los embriones tratados con 75 yM de Dynasore se observé la misma
sefal positiva a E-cad en la membrana y en vesiculas citoplasmaticas tanto de las
células de la EVL y de la DCL (Fig. sup. 2E, E’).

Otro elemento analizado en las inmunofluorescencias fue el citoesqueleto de
actina. En los embriones control tratados con DMSO nuevamente se observo una
distribuciéon uniforme de puncta de actina sobre la superficie de las células de la
EVL, asi como en los bordes celulares en la EVL y también de la DCL (Fig. sup. 2B,
B’). Cuando los embriones se trataron con 75 yM de Dynasore la distribucion de
puncta en las células de la EVL y en los bordes celulares presentd el mismo patron

que las células de los embriones control (Fig. sup. 2F, F’).

A pesar de que no se observaron diferencias a simple vista en los elementos
analizados en este proyecto, se realizaron las mismas cuantificaciones utilizando el
programa Fiji de Image J y el programa de Prisma para los analisis estadisticos. Se
cuantificod la intensidad de la senal en los bordes celulares del blastodermo, tanto
en las células de la EVL como las de la DCL y observamos que la inhibicion de la
dinamina 2 no tuvo ningun efecto en su intensidad ni en su distribucién a

comparacion del control (Fig. sup. 3E, F).

También se cuantificod en las células del EVL el numero y el tamano de las
vesiculas de E-cad (Fig. sup. 3G, H). Las células en embriones con tratamientos
control y con Dynasore nuevamente presentan numerosas vesiculas distribuidas en
todo el citoplasma (Fig. sup. 3A, C). Por otro lado, la cuantificacion del numero de
las vesiculas positivas a E-cad en embriones tratados unicamente con 75 yM de
Dynasore reveld que la diferencia de 30 £ 20a 35 + 22 vesiculas en comparacion

con el control es significativa (Fig. sup 3).

83



DMSO 1%

75uM Dynasore

E Ecad bordes CE F Ecad borde DCL
2500 4000
< 2000 =
32 - g 3 300
] ]
TG 1500 'S
25 2 § 200
5 § 1000 1 § |
Es I E 5 1000
g 5w e
1
0 . - 0
.{;:’ e,/\" P=0.7456 P &0 P=0.93620
o\o Qé‘ .:\so
o A3 ) ol
%‘.} & \{1 &
Q & Q &
& &
of of

I

G Vesiculas de E-cad en EVL Tamafio de vesiculas

e
o

200 —‘
£ 150 04
3 T Eo3
@
& 100 2
3 9 02
g =
o L ! 0.0 : T
> g P=0.0083 > g P<0.0001
& &00 g" &
o™ X e A
‘{a R L <
9 & N &
o of

Figura suplementaria 3. La concentracidon de Dynasore utilizada en este proyecto no afecta a
la E-cad membranal, pero si tiene un efecto en su distribucién citoplasmatica. Cuantificacion
de la sefial de E-cadherina en las membranas celulares y en vesiculas citoplasmaticas. A-D: Sefal
de E-cad en las células de la capa envolvente (A, C) y en las células de la capa profunda (B, D).
Ambos niveles se adquirieron en un mismo embridn por cada tratamiento. Barra de escala de 50 pm.
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E: Intensidad de fluorescencia en los bordes de las células del EVL. p value= 0.7456. F: Intensidad
de fluorescencia en los bordes de las células de la DCL. p value= 0.9362. G: cuantificacion de
vesiculas positivas a E-cad en las células de la EVL. ** p value= 0.0083. E, F, G: los bigotes muestran
el rango de los datos. H: tamafo de las vesiculas positivas a E-cad en las células de la EVL
cuantificado en funcién a su area. **** p value <0.0001. Barras de error en H muestran el error
estandar de la media.

No obstante, las diferencias observadas de 25 + 12 a la 10 + 6 vesiculas por
célula entre los tratamientos con DMSO y VAS2870 son también significativas y aun
mas marcadas. Esta disminucion entre los embriones tratados con el inhibidor de la
dinamina 2 con respecto al control de DMSO puede deberse a la inhibicion parcial
de las células a formar vesiculas por accion del farmaco, por lo que este resultado

no nos resulta inesperado ya que corrobora la funcién del Dynasore.

Con respecto al tamafio de las vesiculas positivas a E-cad, la diferencia entre
las medias de los datos nuevamente fue significativa al comparar a control con el
tratamiento, tendiendo a ser mas grandes en los tratados con Dynasore (Fig. sup.
3H). Este fendmeno podria nuevamente deberse a la inhibicion parcial de la célula
para formar vesiculas endociticas y la acumulaciéon de otras en el citoplasma de

mayor tamafio, como cuerpos multivesiculares o exosomas.

De la misma manera en la que se analiz6 la E-cad, se cuantificé la intensidad
de la sefial fluorescente de faloidina en los bordes tanto de las células de la EVL
(Fig. sup. 4A, C, E) como de las células de la DCL (Fig. sup. 4B, D, F). En el caso
de las células de la EVL, no hay diferencias significativas en la intensidad de la sefial
de actina en los bordes celulares (Fig. sup. 4E). Por otro lado, aun cuando parece
haber una ligera disminucion en la sefal de actina en las células de la DCL en
embriones tratados con Dynasore, esta disminucion no es estadisticamente

significativa (Fig. sup. 4F).

Las puncta tefidas con F-actina también se cuantificaron en las células de la
EVL, en relacion con puncta por célulay puncta por area. Se encontré que el numero
de puncta por célula en embriones control fue de 184.6 y los tratados unicamente
con Dynasore 75 pyM tuvieron un numero de 165.4 puncta (Fig. sup. 4G). Esta

diferencia no fue estadisticamente significativa. Por otro lado, cuando la
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cuantificacion se hizo con puncta por el area promedio de las células, que en este

grupo de tratamientos fue de 720 ym?, esta diferencia si fue significativa al haber

188.2 puncta en el control y 197.6 en los tratamientos (Fig. sup. 4H).
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Figura suplementaria 4. La concentracién de Dynasore utilizada en este proyecto no afectala
maya cortical de actina, pero si aumenta las puncta de F-actina en las células del EVL.
Cuantificacion de puncta en la superficie de las células de la EVL y de la seial de actina en los
bordes celulares. A-D: localizaciéon de F-actina en células de la EVL visualizadas mediante la union
de faloidina acoplada a Alexa 488. Barra de escala de 50um. E: Cuantificacién de la intensidad de
sefal fluorescente en los bordes de la EVL. p value= 0.7280. F: Cuantificacion de la intensidad de
sefal en los bordes de la DCL. p value= 0.4059. G: Cuantificacion de puncta por célula completa. p
value= 0.0551. H: Cuantificacién de puncta por cada 720 um? de superficie celular. p value= 0.0417:
Los bigotes muestran el rango de los datos.

Este aumento en relacion con el area podria deberse a que la disminucién en
la endocitosis estabiliza a las puncta las cuales pudiera estar teniendo una
presencia mas dinamica en la membrana de células control. También la diferencia
podria deberse a que hay reportes donde existe una interaccion entre el Dynasore

y el citoesqueleto de actina (Galkina et al., 2015; McNiven et al., 2000).

Ya que en este proyecto se observaron diferencias morfolégicas en las
células de la EVL en embriones tratados con VAS2870, también se evaluaron los
mismos parametros en los embriones tratados con el inhibidor de la dinamina 2 (Fig.
sup. 5). En los tratamientos donde se utilizé al Dynasore de manera individual se
observé un 2.1 % de células de la EVL multinucleadas en el tratamiento control y un
1.1 % en el grupo tratado con Dynasore (Fig. sup. 5E, G), pero la diferencia no es
significativa cuando se utiliza al Dynasore de manera aislada sobre el numero de
nucleos en las células. En ninguno de los grupos de tratamientos se observaron

células multinucleadas en la DCL de los embriones evaluados.

Otra diferencia que se observé en la morfologia de las células tratadas con
los inhibidores ademas del numero de nucleos fue el tamano de las EVL. Las células
control tienen un area promedio de 697.6 um? mientras que el grupo tratado con
Dynasore presentaron un area de 608.3 um? (Fig. sup. 5H). Aun cuando esta
diferencia de aproximadamente 90 micras resulté ser significativa, no es tan
dramatica como el aumento de casi 200 micras observado entre el tratamiento con
VAS2870 y las células control (Fig. 11K). Es por esto por lo que concluimos que el
rescate del area observado al tratar simultdneamente a las células con VAS2870 y

Dynasore no se debe a algun artefacto ocasionado por este ultimo farmaco.
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Figura suplementaria 5. La concentracién de Dynasore utilizada en este proyecto disminuye
el &rea de las células de la EVL. Evaluacion de células multinucleadas en la EVL en embriones
tratados con 75 yM de Dynasore en la etapa de esfera. A-F: inmunotincién con faloidina acoplada a
Alexa 488 para delimitar bordes celulares y DAPI para marcar nucleos en embriones control (A-C) y
con Dynasore (D-F). Los nucleos de células completas se encuentran bordeados por lineas
punteadas. Barra de escala de 50 ym. G: Porcentaje de células completas multinucleadas por
tratamiento. p value= 0.3904. Barras de error muestran la desviacién estandar. H: Area de células
de la EVL en embriones tratados con DMSO 1 % y 75 uM de Dynasore. p value= 0.0055. Los bigotes
muestran el rango de los datos.

Anexo 3. Western blot para evaluar a la E-cadherina y a la B-catenina

En este proyecto se empled la técnica de Western blot para evaluar si los
tratamientos con los distintos inhibidores tenian un efecto ya sea sobre la cantidad
de E-cad madura o inmadura en vista que se observa una deslocalizacion de esta
proteina en las células de la capa envolvente al tratar con VAS2870 y esta

deslocalizacion se rescata con el tratamiento con Dynasore.
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Protocolo de Western blot y resultados

El procedimiento se basa en protocolos previamente descritos, con algunas
modificaciones (Link et al., 2006; Miranda-Rodriguez et al., 2017; Schnabel et al.,
2005). El procedimiento se describe brevemente a continuacion. Embriones en
etapa de esfera se separaron en grupos de 120 individuos por tratamiento en placas
de cultivo celular de 35 mm con medio ERM (Westerfield, 2007). Se les retir6 el
medio y se les agregé 3 ml de ERM con DMSO al 1 % como control, 10 uM de
VAS2870 en DMSO al 1 % o 10 uM de VAS2870 junto con 75 mM de Dynasore en
DMSO al 1 %. Los embriones se incubaron posteriormente a 29°C hasta que

alcanzaron la etapa de 50 a 60 % epibolia.

En esta etapa los embriones se decorionaron a mano utilizando pinzas de
relojero bajo un estereoscopio y se separaron en grupos de 120 embriones por tubo
en tubos ependorff de 1.5 ml. Se les retir6 el medio y se colocaron en hielo. Todos
los lavados se realizaron en hielo. Se les agregd 1 ml de buffer desvitelinizante frio
y los tubos se centrifugaron a 3000 rpm por 1 min a 4°C. Se retiré el buffer
desvitelinizante con cuidado de no remover el pellet de células y se lavo con 1ml de
buffer de lavado frio. Los tubos se centrifugaron nuevamente a 3000 rpm por 1 min
a 4°C. Se removio el buffer de lavado y se resuspendié el pellet de células en buffer
de lisis en una proporcion de 1 ul de buffer por embridén. Los embriones se lisaron
por 1 h a 4°C con agitacion suave. Tras la lisis se centrifugd a 13000 rpm por 3 min
a 4°C. Se tomd 1 pl de lisado para cuantificar y se agrego buffer de carga en una
proporcion de 1:4 al lisado restante. Las muestras se hirvieron por 5 min y
posteriormente se colocaron en hielo. La cuantificacion se realizé con un
espectrofotometro (Ependorff BioPhotometer) y con el ensayo de Bradford. Se

utilizé BSA para hacer la curva de concentracion.

Se prepararon geles de acrilamida al 7 % y las muestras se corrieron a 50
mA en amperaje constante hasta que la banda de 37 kDa salié de la parte inferior
del vidrio. Las proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa en una
camara de transferencia humeda Bio-Rad. La transferencia se realiz6 en frio a 400
mV en amperaje constante por 1 h. Se tifieron las membranas con solucién de

89



Ponceau para corroborar la presencia de proteina tras la transferencia y se lavaron
las membranas con TBST al 0.5 %. Las membranas se bloquearon por 1 h a
temperatura ambiente en leche al 5 % en TBST. Los anticuerpos primarios se
diluyeron en solucion de bloqueo y se incubaron con las membranas toda la noche
a4°C.

Al siguiente dia las membranas de lavaron 3 veces por 10 min con TBST y
se incubaron 1 h a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario diluido en
solucion de bloqueo. Posteriormente se lavaron 3 veces por 10 min con TBST y se
revelaron con el kit LumiGLO 20x en TBS 1X. Para observar a la banda de 120 kDa

las membranas se expusieron 30 min y para observar Erk se expusieron por 3 min.

Se realizaron varios ensayos de Western blot con metodologias y buffers de
lisis distintos y se encontrd que, con el protocolo descrito en los métodos donde se
procesan las muestras en hielo y con medios frios, se logro identificar a la banda
previamente reportada que representa a la E-cad procesada de 120 kDa (Sempou,
2013; Sempou et al., 2016). Se determiné también que partiendo de lisados de 120
embriones por grupo se puede observar claramente a la banda de 120 kDa de la E-

cad, cargando alrededor de 30 a 50 ug de proteina por pozo (Fig. sup. 6).
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Figura suplementaria 6. Western blot para la visualizacion de la forma madura de 120 kDa e

inmadura de 140 kDa de la E-cad en grupos de 30, 60 y 120 embriones. Banda de E-cad fue expuesta
por 30 min y la de Erk por 5 min.

Una vez observada la banda deseada de 120 kDa se prosiguioé a hacer un
primer tratamiento con 10 yM de VAS2870 y 2mM de H202 para evaluar si la
ausencia o exceso de este oxidante tenia un efecto en la cantidad de E-cad madura

o inmadura (Fig. sup. 7). Este primer ensayo no fue muy exitoso ya que no se
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pudieron separar ambas bandas de forma nitida y la informacién obtenida no fue

concluyente.

140kDa

120kDa E-cad

40kDa Erk

Figura suplementaria 7. Western blot para la visualizacion de la forma madura e inmadura de la E-
cad en grupos de 120 embriones tratados con 10 yM de VAS2870 y 2 mM de H202. Grupo control
tratado con 1 % de DMSO. Banda de E-cad y Erk se expusieron por 30 min. Erk fue empleado como
control de carga.

Posteriormente se realizaron tratamientos con 10 yM de VAS2870 y 75 uM
de Dynasore para evaluar si la ausencia o exceso de este oxidante tenia un efecto
en la cantidad de E-cad madura o inmadura (Fig. sup. 8). Nuevamente estos
primeros ensayos no fueron concluyentes ya que en ninguna de las repeticiones de
los tratamientos con inhibidor se pudo observar una banda de 120 kDa lo
suficientemente nitida para realizar densitometrias y determinar si existen cambios

en su concentracion entre los distintos grupos de tratamiento.
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Figura suplementaria 8. Western blot para la visualizacion de la forma madura e inmadura de la E-
cad en embriones tratados con VAS2870 y con el inhibidor de la endocitosis Dynasore. A: Primer
ensayo. Banda de E-cad expuesta por 30 min, banda de Erk expuesta por 5 min. Erk es empleado
como control de carga. B: Repeticiones del mismo ensayo de tratamiento. S6lo se muestran bandas
de E-cad de cada ensayo.
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Por ultimo se realizaron pruebas para el anticuerpo de B-catenina (Sigma-
Aldrich C2206) para posteriormente evaluar si los tratamientos con los inhibidores
también tienen un efecto sobre otras proteinas asociadas al complejo de uniones
adherentes (Van Roy & Berx, 2008; Xiao et al., 2007). El patréon de bandeo obtenido
en los distintos ensayos parecia ser inespecifico ya que correspondia a las bandas

observadas al tefiir a la membrana con Ponceau (Fig. sup. 9).
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Figura suplementaria 9. Western blot para la visualizacion de la 3-catenina en embriones tratados
con VAS2870 y con el inhibidor de la endocitosis Dynasore. A: Primer ensayo. Bandas expuestas
por 30 min. B: Repeticiones del mismo ensayo de tratamiento. Bandas expuestas por 5 min. No se
muestra banda de Erk para este ensayo. C: prueba de anticuerpo en embriones WT sin tratar. Erk
es utilizado como control de carga.

Es necesario evaluar si los anticuerpos utilizados en este ensayo de Western
blot funcionan de manera correcta, asi como si se tiene que cambiar las condiciones

de bloqueo de membrana para este anticuerpo primario en particular.

Anexo 4. Inmunofluorescencia para evaluar el patron de localizacion de la E-

cadherina en la etapa de 500 a 1000 células

En este proyecto de maestria se realizaron tratamientos en embriones en
etapa de 500 a 1000 células y en etapa de esfera con 10 uM de VAS2870,
tratamientos simultaneos de 10 uyM de VAS2870 y 75 uM de Dynasore y
tratamientos solamente con 75 yM de Dynasore y se analizé la distribucidén e
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intensidad del citoesqueleto de actina y de la E-cad. A continuacion, se muestran
las series obtenidas al tratar a los embriones en la etapa de 500-1000 células. El

protocolo de inmunotincion se describio en los materiales y métodos de la tesis.

En este proyecto de maestria se realizaron tratamientos en embriones en
etapa de 500 a 1000 células y en etapa de esfera con DMSO 1 %, 10 uM de
VAS2870 y tratamientos simultaneos de 10 yM de VAS2870y 75 uM de Dynasore.
Posteriormente se fijaron los embriones en la etapa de 50 a 60 % de epibolia y se
analizé la distribucion e intensidad de la E-cad y del citoesqueleto de actina. A
continuacion, se muestran las series obtenidas al tratar a los embriones en la etapa
de 500-1000 ceélulas. El protocolo de inmunotincion se describid en los materiales y

métodos de la tesis.

En los embriones tratados en etapa de 500 a 1000 células se observo en los
controles una distribucion de E-cad membranal y citoplasmatica (Fig. sup. 10A, A’)
como ya se habia descrito en trabajos pasados (Mendieta-Serrano et al., 2019;
Sempou et al.,, 2016; Song et al., 2013). Por otra parte, en algunos embriones
tratados con 10 uM de VAS2870 se presenta una aparente deslocalizacion de la E-
cad de la membrana de las EVL (Fig. sup. 10E), asi como una disminucion en el

numero de vesiculas citoplasmaticas positivas para la proteina.

La distribucion de actina en la EVL también se ve afectada ya que se pierden
las puncta ubicadas en la cara externa de estas células (Fig. sup. 10F). Asimismo,
la morfologia general de las células de embriones tratados con VAS2870 también
se modificd ya que las EVL en algunos casos son mas grandes, o se observan

redondeadas y aparentemente disociadas de las demas células (Fig. sup. 10E-G).

En el caso de las DCL, las células de embriones tratados con VAS2870
parecen ser un poco mas grandes que las células de los embriones control (Fig.
sup. 10E’), no obstante, se necesitan hacer los analisis necesarios para determinar

si las diferencias son significativas.
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Figura suplementaria 10. Los cambios en la localizacién de la E-cad y en el citoesqueleto de
actinaocasionados por lainhibicién de las Nox se revierten por lainhibicion de laendocitosis.
Inmunofluorescencia para E-cad y el citoesqueleto de actina en embriones tratados con 10 uM de
VAS2870y 10 uM de VAS2870 con 75 uM de Dynasore en la etapa de 500-1000 células. A-L’: Sefial
de E-cad en las células de la capa envolvente (A, E, I) y en las células de la capa profunda (A’, E’,
I’). Sefal de actina en las células de la capa envolvente (B, F, J) y en las células de la capa profunda
(B’, F’, J’). Senal de DAPI en las células de la capa envolvente (C, G, K) y en las células de la capa
profunda (C’, G’, K’). Ambos niveles del blastodermo se adquirieron de un mismo embrién por cada
tratamiento. E-H: Asterisco denota célula del EVL multinucleada y mas grande que las demas. Los
nucleos se tifieron empleando DAPI. Empalme muestra los tres canales juntos en pseudocolores. E-
cadherina, rojo. F-actina, verde. DNA, azul. Barra de escala de 50 um.

Los efectos ocasionados por el tratamiento con el VAS2870 sobre la E-cad,
el citoesqueleto de actina y la morfologia general parecen ser rescatados tratando
simultdneamente a los embriones con Dynasore. La E-cad se vuelve a observar en
la membrana y vesiculas citoplasmaticas en las EVL (Fig. sup. 10l). Se recuperan
las puncta de las EVL y estas dejan de observarse tan redondeadas (Fig. sup. 10J).
Es necesario hacer los analisis correspondientes para verificar si las diferencias
observadas en tamafio e intensidad de fluorescencia son estadisticamente

significativas entre tratamientos.

Otro resultado observado en los embriones tratados con VAS2870 fue un

aumento en el nimero de nucleos en las células de la EVL.
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Figura suplementaria 11. La inhibicion de la endocitosis revierte el aumento de células
multinucleadas en la EVL ocasionadas por la inhibicion de las Nox. Porcentaje de células de la
EVL multinucleadas en embriones tratados con 10 yM de VAS2870 y 10 uM de VAS2870 con 75 uM
de Dynasore en la etapa de 500-1000 células. p value <0.0001.

Encontramos que el VAS2870 caus6 un aumento en el porcentaje de células
multinucleadas, 30.8 % en promedio. Esta diferencia fue estadisticamente
significativa al compararlas con los embriones control (2.19 %). Por otro lado, el
tratamiento simultaneo con VAS2870 y Dynasore rescata el fenotipo silvestre en las
EVL y el porcentaje de células multinucleadas se asemeja mas al del control (1.08
%). El rescate también fue estadisticamente significativo al compararse con los
embriones con la inhibicion de la actividad de las Nox (Fig. sup. 11). En las series
de fotografias que se adquirieron para estos tratamientos no se observaron células

multinucleadas en las DCL (n=29).

Se realizaron 3 ensayos de tratamientos en etapas anteriores a las 1000
células, y tanto entre los ensayos como entre los embriones de un mismo grupo de
tratamiento se observo variabilidad en los resultados obtenidos sobre la
cuantificacion de los distintos elementos evaluados en este proyecto. La variabilidad
en los resultados puede deberse a la diferencia temporal entre grupos en la que se
comenzo el tratamiento con los inhibidores. Después de estos ensayos logramos
estandarizar un método de seleccion de los embriones para asegurarnos que son
tratados en la etapa de 1000 células, que es cuando son liberados los nucleos de

algunas células del blastodermo al vitelo (Kimmel et al., 1995).

Anexo 5. Inmunofluorescencia para evaluar a la localizacién subcelular de la -

catenina en embriones de 500 a 1000 células y en la etapa de 50-60 % epibolia

En este proyecto se queria también analizar proteinas accesorias a las uniones
adherentes para ver de forma indirecta la localizacién del complejo de E-cad. Para
este propdsito se realizaron pruebas de inmunofluorescencia para detectar a la -
catenina, la cual participa en unir a la E-cad en las uniones adherentes con el
citoesqueleto de actina (Kane et al., 2005; Van Roy & Berx, 2008). La B-catenina
tiene tipicamente una distribucion membranal asociada a E-cad, también se puede

observar en el citoplasma y en el nucleo. Para evaluar su localizacidén con respecto
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al complejo de uniones adherentes, se hizo una doble inmunolocalizacién para la E-
cad y la B-catenina en embriones de 500 a 1000 células y en la etapa de 50-60 %

epibolia.

E-cad B-catenina

Neer

\

Empalme

N

/.

1000 células

B

Capa envolvente
Pl | 1

-J

60% Epibolia
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Figura suplementaria 12. Inmunofluorescencia para E-cad y p-catenina en etapa de 1000 células
(A-F) y en 50-60 % epibolia (G-L). La sefial en la membrana de los blastomeros en ambas etapas
fue muy tenue y difusa. A-F: En la etapa de 500-1000 células los blastomeros de la EVL y de la DCL
se observan grandes y redondeados. Flechas muestran nucleos positivos a B-catenina. G-L: Flechas
muestran bordes celulares que presentan sefial tanto de B-catenina como de E-cad. Los nucleos se
tineron empleando DAPI. Empalme muestra los tres canales juntos en pseudocolor. Barra de escala
de 50 pym.

En la etapa de 500-1000 células los blastomeros de la EVL y de la DCL se
observan grandes y redondeados (Fig. sup. 12A-D’). Se observo un poco de sefial
en la membrana de los blastbmeros en ambas etapas, asi como un poco de sefal

en algunos nucleos, pero la sefial fue muy tenue y difusa (Fig. sup. 12).

En esta primera prueba de inmunofluorescencia se logré observar sefial muy
tenue en las membranas de las EVL y de las DCL en las dos distintas etapas del
desarrollo evaluadas. No se logré observar nucleos claramente positivos a (-

catenina en este primer ensayo.

En una segunda prueba se utilizd unicamente el anticuerpo contra la [3-
catenina y la faloidina fluorescente para poder observar los bordes de las células.
Con esta inmunolocalizacion se logré observar sefial muy tenue en las membranas
de las EVL y de las DCL, pero nuevamente no se logré observar nucleos positivos

a B-catenina como en el primer ensayo (Fig. sup. 13).

B-catenina Faloidina DAPI Empalme

Capa envolvente *

E
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Figura suplementaria 13. Inmunofluorescencia para B-catenina y el citoesqueleto de actina en
embriones en la etapa de 50-60 % epibolia. A-D: sefal en las células de la capa envolvente. E-H:
sefal en las células de la capa profunda Puntas de flecha denotan nucleos de las células de la EVL
que parecen tener sefial de f3-cat. Los nucleos se tifieron empleando DAPI. Empalme muestra los
tres canales juntos en pseudocolor. Barra de escala de 50 um.

Tras estos dos primeros ensayos, al igual que con el resultado del Western
blot, determinamos que la sefal de B-catenina producida con el anticuerpo primario
con el que contamos en este momento en el laboratorio no fue lo suficientemente
nitida para hacer un analisis correcto de localizacion e interaccion con la E-cad. Es
por esto y por la sefial que el anticuerpo produce al elaborar Western blots que se
comproé un nuevo anticuerpo primario y posteriormente se volvié a hacer una tercera

inmunofluorescencias para analizar la localizacion de la B-catenina en embriones

en etapa de 250 células.

Figura suplementaria 14. Inmunofluorescencia para B-catenina en la etapa de 250 células. A:
Se observa sefial 3-catenina en las membranas de los blastobmeros y en los nucleos. B: Los nucleos
se tiferon empleando DAPI. C: Empalme muestra los tres canales juntos en pseudocolor. Embriones
mostrados en vista lateral utilizando un aumento de 20X. Barra de escala de 100 ym.

En esta ocasion si logramos observar la sefal deseada de B-catenina en las

membranas y nucleos de las células por lo que este anticuerpo sera utilizado en

futuros experimentos.

Anexo 6. Ensayo de gota colgante para evaluar la cohesividad de las células del

blastodermo

En el articulo de Mendieta-Serrano y colaboradores (2019) se utilizé al ensayo de
gota colgante como una aproximacion para evaluar la capacidad de agregacion de

las células tratadas con VAS2870 y el rescate utilizando H202. En este proyecto se
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quiso retomar este protocolo para evaluar la interaccién entre las células tanto de la
capa envolvente como de la capa profunda obtenidas de embriones disgregados en
la etapa de esfera y tener evidencia de los efectos sobre la adhesion celular al tratar

a las células con distintos inhibidores y antioxidantes.

Protocolo para ensayo de gota colgante y resultados

El procedimiento se basa en el descrito Schotz y Carreira-Barbosa con
algunas modificaciones (Carreira-Barbosa et al., 2009; Schoétz et al., 2008). El
procedimiento se describe brevemente a continuaciéon. Embriones en etapa de
esfera (4 hpf aprox.) se decorionaron a mano utilizando pinzas de relojero bajo un
microscopio estereoscopico y se separaron en grupos de 50 embriones por tubo en
tubos ependorff de 1.5 ml. Se les retird el medio y se les agregé 1 ml de buffer
desvitelinizante (Link et al., 2006).

Posteriormente se disgregaron los embriones mecanicamente utilizando una
pipeta Gilson p200 con una punta amarilla hasta obtener una suspension sin
cumulos grandes de células visibles. Los tubos se centrifugaron 1 min a 500 rfm y
se retird el buffer con cuidado de no absorber el pellet de células. El pellet se
resuspendio en 1 ml de medio L15 suplementado con 15 % de SFB y antibioticos y
se volvié a centrifugar 1 min a 500 rcf (fuerza centrifuga relativa) para retirar el
medio. El pellet se resuspendié en 1 ml de medio suplementado con DMSO 1 %,
VAS2870 o H202. En la cara interna de la tapa de cajas Petri se sembraron gotas
de 15 ul de la suspension de células, se invirtio la tapa para que las células
precipitaran a la base de la gota y dentro de la caja se sirvié H20 estéril para hacer
una camara humeda y evitar que las gotas perdieran volumen por evaporacién. Las
gotas se incubaron a 29 °C y se tomaron fotos de las gotas en un microscopio

estereoscoépico (Nikon SMZ800) en aumento 6.3x a las 0, 2, 4 y 6 h del tratamiento.

En los blastdmeros control tratados con 1 % de DMSO en L15 suplementado
con 15 % SFB se observé que a las 2 h de haber sembrado a las células éstas
comenzaron a formar agregados (Fig. sup. 13E), los cuales se compactaron a las 4

h de cultivo (Fig. sup. 13l) y se mantuvieron hasta las 6 h de cultivo (Fig. sup. 13M).
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Cuando las células se trataron con 5 yM de VAS2870 también se observo
agregacion a las 2 h (Fig. sup. 13F) y compactacién a las 4 y 6 h Fig. sup. 13J, N).
Por otra parte, cuando se trataron con 10 yM de VAS2870 la agregacioén celular se
inhibi6 desde las 2 h de cultivo (Fig. sup. 13G) y la inhibicion se sostuvo hasta las 6
h de cultivo (Fig. sup. 130). Estos resultados reproducen los resultados obtenidos

previamente en el laboratorio (Mendieta-Serrano et al., 2019).

Se quiso evaluar si la adicion de H202 rescataba la adhesion de las células
disgregadas tratadas con 10 yM de VAS2870 en los cultivos in vitro, como rescaté
el retraso de las células de DCL vy la localizacion de la E-cadherina en la epibolia en

embriones completos (Mendieta-Serrano et al., 2019).

El numero de repeticiones de ensayos por cada condicion que se realizaron

en este proyecto de maestria se muestra en la siguiente la tabla:

Tabla 3: Numero de repeticiones del ensayo de gota colgante y las condiciones
evaluadads
DMSO VAS2870 5 uM | VAS2870 10 pM VAS2870 10 uM
H202 2.5 mM
4 1 7] :

Alas 2 h de cultivo se observé lo que parecian ser células en la parte concava
de la gota las cuales no mostraban agregacién y como en el caso del cultivo
unicamente con 10 uM de VAS2870 (Fig. sup. 15H), la inhibicién de la agregacién

se sostuvo hasta las 6 h de cultivo (Fig. sup. 15P).

Durante los ensayos de gota colgante al observar a las células con mas
detenimiento se observaron estructuras muy grandes y redondas que no se
agregaban después de 6 h en cultivo y presentaban un tamafio mayor al de las
células (Fig. sup. 15F-H). Se quiso evaluar si estas estructuras eran vesiculas vitelo

que permanecia en liposomas tras la disgregacion de los embriones.
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Figura suplementaria 15. La inhibicién de la agregacion causada por la inhibicién de las Nox
no pudo ser rescatada por la adicién de H,O,. Ensayo de gota colgante. Células de embriones
disgregados en etapa de esfera se incubaron en presencia de 5 yM VAS2870, 10 yM VAS2870y 10
MM VAS2870 con 2mM de H:20:2 para evaluar su capacidad de agregacion. Asterisco denotan
agregados celulares, flechas apuntan a vesiculas redondeadas mas grandes que los blastémeros
en solucion.

Para probar esta hipétesis se realizaron inyecciones de Sytox Green (1:30 en
medio ERM) en embriones en etapa de 1 célula para marcar a los nucleos
fluorescentemente y se disgregaron para llevar acabo un ensayo de gota colgante.
Se realiz6 la disgregacion con 3 medios distintos. Se hizo un grupo de 10 embriones
disgregados en medio L15 con SFB al 15 % (Fig. sup. 16A-C), otro grupo disgregado
con buffer desvitelinizante (Link et al., 2006) y sembrado en medio L15 con SFB al
15 % (Fig. sup. 16D-F) y un ultimo grupo que fue disgregado y sembrado utilizando

una solucion ringer (Fig. sup. 16G-l) (Malaga-Trillo et al., 2009). Se tomaron

102



fotografias en un microscopio de epifluorescencia con un aumento 10x después de

2 h de agregacion (Fig. sup. 16).

En las gotas donde los embriones se disgregaron con medio L15 se
observaron muchas vesiculas y materia que no se agrego después de 2 h en cultivo
y que rodeaba a los agregados celulares que eran positivos para Sytox Green (Fig.
sup. 16B, C). Concluimos que con el protocolo utilizado anteriormente se estaba
obteniendo mucho material del vitelo que podria estar afectando al ensayo de
agregacion. Con el protocolo de disgregacion con buffer desvitelinizante se observo
un enriquecimiento significativo de células en las gotas y disminuyd
considerablemente el vitelo (Fig. sup. 16E, F). Por ultimo, con el protocolo de
disgregacion y cultivo en ringer se recuperaron células positivas a Sytox green, pero
éstas no llegan a precipitar en la base de la gota, las células se mantienen en

suspension (Fig. sup. 16G-I).

Campo claro Sytox Green Empalme

Buffer
desvitelinizante
L15y SFB 15% L15y SFB 15%

Solucion
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Figura suplementaria 16. La disgregacion de las células utilizando buffer desvitelinizante
remueve eficientemente los restos de vitelo del medio. Variaciones en el protocolo de
disgregacion e incubacién en el ensayo de gota colgante para eliminar los remanentes de vitelo en
el medio. A-C: células disgregadas e incubadas con L15 y SFB al 15 %. D-F: células disgregadas en
buffer desvitelinizante e incubadas con L15y SFB al 15 %. G-I: células disgregadas e incubadas con
solucién ringer. Flechas blancas denotan agregados celulares positivos a Sytox Green. Asterisco
denota vesicula del vitelo negativa para Sytox Green.

Al final de estos primeros ensayos se decidié modificar el protocolo de
disgregacion de embriones para el protocolo de gota colgante, ahora utilizando el
buffer desvitelinizante para disgregarlos y después se sembraran en medio L15. En
un futuro sera necesario hacer ensayos para evaluar si es posible disminuir la
cantidad de SFB que se le suministre al medio para reducir efectos que este

suplemento pueda estar teniendo en el sistema experimental.
Anexo 7. Secuencias de E-cadherina

Como ya se menciono previamente en este trabajo, las EOR son moléculas
que se producen tanto en condiciones de estrés oxidativo como en condiciones
fisiologicas y en estas ultimas condiciones la sefalizacién redox mediada por las
EOR pueden participar en regular distintas respuestas celulares esenciales durante
el desarrollo de metazoarios (Covarrubias et al., 2008). Esta regulacion se lleva a
cabo mediante la interaccion y oxidacién de biomoléculas por parte de las EOR, lo
cual puede afectar tanto su estructura como también su funcion (Bedard & Krause,
2007). Los componentes de esta red de biomoléculas sujetas a regulacion redox

incluyen proteinas, carbohidratos, acidos nucleicos vy lipidos.

En el caso de las proteinas, se han descrito a receptores, tirosina cinasas y
fosfatasas, asi miembros de la familia de las Ras GTPasas, componentes del
citoesqueleto, o bien factores de transcripcion que son sujetos a regulacion redox.
Estas proteinas presentan aminoacidos que son sensibles a cambios redox, como

las cisteinas y metioninas (Salas-Vidal et al., 2021).

Las cisteinas pueden ser blanco directo del H202 o modificadas por accion
de peroxiredoxinas y tioredoxinas. Ademas, las cisteinas son aminoacidos que se

encuentran subrepresentados en las secuencias de proteinas en distintos
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organismos, pero al mismo tiempo las proteinas poseen cuando minimo una

cisteina en su secuencia (Go et al., 2015).

Muchas de estas cisteinas se encuentran comunmente conservadas en las
secuencias de las proteinas entre diferentes organismos, lo que sugiere que poseen
una relevancia biolégica y que probablemente las proteinas homologas sean parte

de una red de regulacion redox.

Para comenzar a analizar esta hipotesis, en el laboratorio realizamos analisis
de las secuencias de varias proteinas clave en distintas redes de sefalizacion por
medio del alineamiento de las secuencias de diferentes especies de organismos
representativos para compararlas. Las secuencias de las proteinas seleccionadas
fueron aquellas las que existe evidencia experimental reportada en la literatura de
poseer cisteinas que sufrieran cambios redox de importancia biolégica para su
funcién. Posteriormente se buscaron proteinas homdlogas en distintos animales
modelo de distintas clases y finalmente se analiz6 que tan conservada se

encontraban las cisteinas.

A continuacién, se enlistan los organismos utilizados para el analisis de las
secuencias de E-cadherina, asi como los nombres de las proteinas homodlogas

encontradas y su codigo de NCBI.

Especie Nombre ID

Homo sapiens CADH1_HUMAN P12830.3

Mus musculus cadherin 1 preproprotein NP_033994.1

Gallus gallus cadherin 1 precursor NP _001034347.2

Anolis carolinensis PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: XP_008121673.2
cadherin 1

Xenopus tropicalis cadherin 1 XP_002936043.5

Danio rerio cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial) NP_571895.1
precursor

Branchiostoma floridae uncharacterized protein LOC118422413 XP_035685847.1

Amphimedon queenslandica | PREDICTED: protocadherin Fat 4-like XP_019850869.1

Nematostella vectensis cadherin 1 QDE55751.1

Trichoplax adhaerens hypothetical protein TRIADDRAFT 58116 XP_002114375.1

Capsaspora owczarzaki hypothetical protein CAOG 06334 XP_004345083.1

Se analizé la conservacion de las cisteinas en donde existe evidencia

experimental que sufren cambios redox y estan sujetas a regulacién por las EOR
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(Behring et al., 2020). Las secuencias subrayadas con gris claro muestran la

conservacion de la secuencia citada en el articulo de Behring y en gris obscuro

estan subrayadas las cisteinas que sufren cambios redox.

Cisteina Secuencia

C60 HUMANO | VNFEDBTGR
H. sapiens AESYTFTVPRRHLE-—-—-—-—-— RGRVLGRVN---FEDCTGRQRTAYFSL-——-————-—-—— D 72
M. musculus SEVYTFPVPERHLE-—--—---— RGHVLGRVR---FEGECTGRPRTAFFSE-———-—-———-—-—— D 74
G. gallus AETFSFSVPQDSVA-—-————— AGRELGRVS---FAACSGRPWAVYVPT--————-———-— 79
A. carolinensis SENYVFHVPRADLE-—-——-—-—-— RNRVLGRVT---FTDETDRTQVPFLSD-———-————-——— 78
X. tropicalis KERYSFSVPK-NLE-- —--TDKALGRVI---FNSCEGPVRIQFASK- 73
D. rerio LEEFVFKVHRNHLH------- SGKRLGKVT---FNNEDGRTRTLFQSI--—-———-—-—-——— 73
B. floridae KWN----LGSNVLV--==--— GAETRLEFT---FRYCNNKGVLIYQQGEGRNFFALGVND 87
A. queenslandica ASIYENQPNGTLLARVMASDGDSGTDGRIT---YSIVSVSPSV-————— GMNRFTIGSDN 1942
N. vectensis VVIDSFSAKDTQLVQARALDADSGSLGEVT---YGIDGGKSTS——---—-— NLPEFNINVKT 1169
T. adhaerens VNVTEQLPANTPMIRI SFAIGQONN 258
C. owczarzaki = ------ VPLGNLYL------GONTNLGPLSGGAFRGLGSTLVELFTSI-—--—-——-—-—-—- 270

C603 HUMANO | TIFFBER
H. sapiens RTIFFCERNPKP----——-—QVINIIDA-———————————————————————————————— 617
M. musculus RNMQFEORNPQP-— - 619
G. gallus RSFEIGSRQPEK-- - 623
A. carolinensis RAFDIESRSPEP------—QVLGIVDK-———=———————————————————————————— 628
X. tropicalis QONSFCQKDPGEF—======RVFNIIDK-——==———=————————————————————— —— —— 611
D. rerio RTIKLCNRESAP-------VLLSITDK-——-—————————————————————————————— 603
B. floridae —==-NESCAPGY~---===-KGVD==—=————————————— o — 524
A. queenslandica RSYSRE----IPESTPVGTQILQVMATDADFIDQGN-LRYQIL-NFVPLFNISSRTGAIY 2579
N. vectensis IVDGQIDRKAIGTCSPTDIAEGEVITRLGAFDRDGDEITFIVPDDVKDLFKIDSRGVVTA 1693
C. owczarzaki SSDTIASASSAS----VA-SAASAASASSAFDASVA--————————— SAATASSASVASA 924

C686, C688 DOVTTLEVSVDEGAAGVER

y Cc695 H. sapiens -QESIILKPKMALEV-—=-—=—- GDYKINLKLMDNQNKD============————-—— QVTT 680

HUMANO M. musculus -QESLILQPRKDLEI---—-=--- GEYKIHLKLADNQNKD---=======—==—=—=—=—=—— QVTT 682
G. gallus -QDELAMGLKKELEP------- GEYNIFVKLTDSQGKA--=-=====—==—=—=—==——=—— QVTOQ 684
A. carolinensis --DRLTLQLTKVLDP------- GDYNVAVKLTDGQGLS—=============—=—=—— HLTM 688
X. tropicalis -QSLLELRPKKELDI------— GRYEVLISLRDNQGLT-=============—=—=—— DVTK 672
D. rerio —-GHFLNIKPQSQLEQ-—--—-—-—- GEYKVVLRVADREGES-—-=-=-==-==—===—==———— QENI 665
B. floridae ——-GMCVNSISCENSI---—---- GDFVCECKEG-YEGKD-CSSEIDWCKDNPCGTGICNNF 587
A. queenslandica IEGSISLGPFPDMNITDPDVLONLYSANVTLATS———————————————————————— TN 2672
N. vectensis VHYR-————-— PDQKHV—-=—=——————— RVNVRE-=—====——————mm e ———— 1744
C. owczarzaki VASIVSASAASVAAVAAASALSQLGSAAVAASAASAASASSASVASAASAASASSASVA- 1017
H. sapiens LEVSVCDCEGAA-—-——-———————— ILGGILALL- 721
M. musculus LDVHVEDCEGTV--—-—-——-————— ILGGILALL- 723
G. gallus VKAQVCECEGTA-- —--KNCERRSYI-VGGLGVPAILG-----ILGGILALL- 725
A. carolinensis VKARVCDCEGAA-- —--QONCERRGAIGSAGMGVPAILG-----ILGAILGFL- 730
X. tropicalis LOITICQENGDQ-— --MQEEEKAAQ-AGGLGISAIVG-----ILGGILALL- 713
D. rerio TQASVEDCKGEA--—==—===—=—— VLGGILLLL- 704
B. floridae LTGYNCTCPDDPSGAVP ILVCLVILL- 636
A. queenslandica NTATNCLETNIS---——----—- VSDSETL-GCVEFLQLDPKEFPGTITQSSDGHSLLLT- 2720
N. vectensis DTPTGSVIA--T-—-—=—=———— VRRYFPN-GIVSLLLPEKANFS----VRANGDVILLTP 1787
C. owczarzaki SAAASASSTSIAFGATPNLVNPVSNNATS-—--—--—— SSSMPIIVG----- VILGMLALL- 1064

Anexo 8. Secuencias de Cdc25

A continuacion, se enlistan los organismos utilizados para el analisis de las

secuencias de Cdc25, asi como los nombres de las proteinas homologas

encontradas y su cddigo de NCBI.

Especie Nombre ID

Homo sapiens M-phase inducer phosphatase 3 isoform a NP _001274511.1
Mus musculus M-phase inducer phosphatase 3 NP_033990.2
Gallus gallus M-phase inducer phosphatase 1 NP_001186501.1
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Anolis carolinensis

PREDICTED: M-phase inducer phosphatase
3

XP_008103204.1

Xenopus tropicalis

M-phase inducer phosphatase 3

NP_001107968.1

Danio rerio

M-phase inducer phosphatase 2

NP_001108567.1

Branchiostoma floridae

M-phase inducer phosphatase-like isoform
X1

XP_035666308.1

Amphimedon
queenslandica

PREDICTED: M-phase inducer phosphatase-
like

XP_003384718.1

Nematostella vectensis

M-phase inducer phosphatase

XP_001631904.2

Mnemiopsis leidyi

Trichoplax adhaerens

hypothetical protein TRIADDRAFT 58617

XP_002114603.1

Capsaspora owczarzaki

hypothetical protein CAOG 03819

XP_004363547.2

Se analizé la conservacion de las cisteinas 330 y 377 en humano, residuos

en ubicados en el sitio catalitico de |la fosfatasa Cdc25 de los cuales existe evidencia

que sufren cambios redox y son sensibles a regulacién por las EOR (Han et al.,

2018; Savitsky & Finkel, 2002). En las secuencias alineadas estan subrayadas con

gris obscuro las cisteinas que sufren cambios redox.

Cisteina Secuencia

C330 HUMANO H. sapiens FOG--LIEKFYVIDCRYPYEYLGGHIQGALNLYSQE----— ELFNFFLKKPIVP---LDT 367
M. musculus FQS--VIERFYIIDCRYPYEYLGGHILGALNLHSQK----— ELHEFFLRKPVVP---LDI 340
G. gallus FAS--FIKECVIIDCRYPYEYEGGHIKGAVNLHMEE----— DVEDFLLKNPIPP---S-K 423
A. carolinensis FQS--LIEKFFIIDCRYPYEYRGGHIKGALNIHRQD--—--— DLFDFFLKKPLLP---PAP 413
X. tropicalis FSS--LVENVFIIDCRYPYEYDGGHIKGALNLHRQE-—-——-— EVTDYFLKQPLAP---SVA 457
D. rerio FOD--LVERLFVIDCRYPYEYEGGHIKGALNLHQED-—-——— QIEDYFLRSPILP---DCP 460
B. floridae YSG--QVQHFEIIDCRYPYEYKGGHIKGAKNIYRKD--—--— EVLSELLRNPPKY---SDS 471
A. queenslandica HD----- TKYLIVDCRYPYEYEGGHIRGAINIWEKD----- TLLERFFSTPTHPKSSSES 345
N. vectensis YKD--EIDEYYIIDCRYPFEFDGGHVKGAINIYTKD----— EMLKQFIDTPKCK----- E 453
T. adhaerens YRT--DLDEFIIVDCRYPYEYKGGHIKGAINIHTSD----- GIETRFLSKTDTY----- H 433
C. owczarzaki NRGFSEYNHLIVVDCRFAFEYKGGHIDGAINCDVSVSTAVDSLLNQLFPVD----SRPYA 623

::‘k*‘k: :‘k: *‘k*: *k Kk . : ..

C377 HUMANO | H. sapiens OKRIIIVFHEEFSSERGPRMCRCLREEDRS--LNQYPALYYPELYILKGGYRDFFPEYM— 424
M. musculus QKRVIIVFLCEFSSERGPRMCRSLREKDRA--LNQYPALYYPELYILKGGYRDFFPEYM- 397
G. gallus NKRVIIVFHCEFSSERGPRMCREFVRERDRL--GNEYPNLHYPELYVLKGGYRDFFLRCR- 480
A. carolinensis QKRIILVFHCEYSSERGPKMCRYLREEDRG--MNEYPALHYPELYLLOGGYKDFFLAHK- 470
X. tropicalis QKRLIIVFHCEFSSERGPKMCRFLREEDRA--RNEYPGLYYPELYLLKGGYKDFFPEYK- 514
D. rerio KKRVLLIFHCEFSSERGPRMCRYVRERDRF--VNEYPNLHYPELYILKGGYKEFFQIHK- 517
B. floridae NERHILVFHCEFSSERAPKLSRFLRNKDRDAHKNCYPGLNYPEVYLLDGGYKAFYEAHE - 530
A. queenslandica EERNIIVFHCEFSSKRAPEMSRFMRKVDRERNGMEFPKLYYPELYLIEGGYKNFYATHP- 404
N. vectensis GKRVVVIFHCEFSSKRGPDMCRFLRNRDRDIHRPSYPSLFYPELYLLDGGYKNFEFNTCK- 512
T. adhaerens NKKVAVIFHCEFSSKRGPHLCHYLRKRDRNIHADSYPSLYYPELYLLCGGYTAFFEEFK- 492
C. owczarzaki YKDVCLLFHCEFSQKRAPQVFTKMRDRDRA--LHEWPSLRFPSAFVVTGGYKAIYTEFQQ 681
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