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RESUMEN

La neurulacion es un proceso crucial para conformar el sistema nervioso central (SNC)
en cordados, que implica el pliegue de la placa neural para formar el tubo neural, estructura que
dara origen a todas las células del SN.

Para el desarrollo adecuado de este proceso, es necesaria una fina comunicacion entre
las células precursoras neurales, que regulan los eventos requeridos como migracion,
diferenciacion, proliferacion, entre otros. Existen receptores purinérgicos ionotropicos (P2Xn)
y metabotropicos (P2Yn), los que son activados por ATP y otros nucledtidos para establecer la
“sefializacion purinérgica” en procesos como la neurulacion, expansion de células progenitoras,
neurogénesis, crecimiento y maduracion axonal.

Los defectos de tubo neural (DTNs) son producto de un cierre defectuoso del tubo

neural y representan los principales defectos congénitos del sistema nervioso. El uso de
anticonvulsivos durante el embarazo, como el &cido valproico, se ha vinculado con los DTNS.
Por lo tanto, es necesario evaluar el perfil de seguridad de los anticonvulsivos, especialmente
durante el desarrollo neural temprano.
Para evaluar la participacion de la sefializacion purinérgica en Xenopus laevis durante
neurulacion, utilizamos ivermectina (IVM), un modulador alostérico positivo (PAM) de los
receptores P2X4 humanos utilizado ampliamente para tratar infecciones parasitarias y
recientemente propuesto como anticonvulsivo.

Por ello, el objetivo de este seminario de titulo fue determinar los efectos en la
formacion del sistema nervioso temprano (DTN) y caracteristicas fenotipicas de la union
neuromuscular y la actividad locomotora de embriones de Xenopus laevis expuestos a la
presencia de lvermectina durante el proceso de neurulacion.

Para ello usamos distintas metodologias como técnicas de biologia molecular como RT-
gPCR, Western blot, técnicas farmacologicas como exposicion a IVM en distintas
concentraciones, técnicas bioinformaticas a través de la construccién de modelos y docking y
por ultimo técnicas histoldgicas para la evaluacion de las estructuras que conforman la union
neuromuscular.

Nuestros resultados demostraron la expresion del receptor purinérgico P2X4 durante un
periodo critico del desarrollo embrionario, y predicciones de su interaccién utilizando modelos
generados mediante modelamiento comparativo confirmaron sus capacidades in silico para unir
IVM. Asimismo, la aplicacion de IVM produjo defectos de tubo neural abierto en los embriones

tratados, junto con un aumento en el area (80,90 + 5,270 mm?) y cantidad de melanocitos



relativos (49,60 + 10,02) en comparacion con los controles. Observamos ademas paralisis
locomotora en 92% de los embriones tratados. Se evidencio la presencia de transcritos de los
factores de transcripcion asociados a diferenciacion de motoneuronas NKX 6.1 y HB9,
acompafados de cambios morfoldgicos en las estructuras de la union neuromuscular, difusion
en los receptores de acetilcolina, posible activacion de procesos de autofagia y multiples
nucleos alargados en las fibras musculares en los embriones tratados.

Considerando estos resultados, proponemos que los receptores P2X4 serian modulados
por IVM, estableciendo un mecanismo de accion a través de liberacion de Ca?+, activando la

sefalizacion purinérgica, responsable los efectos mencionados.



ABSTRACT

Neurulation is a crucial process to form the central nervous system (CNS) in chordates,
which involves the folding of the neural plate to form the neural tube, a structure that will give
rise to all the cells of the NS. For the proper development of this process, a fine communication
between neural precursor cells is necessary, which regulate the required events such as
migration, differentiation, proliferation, among others. Purinergic receptors, known as
ionotropic (P2Xn) and metabotropic (P2Yn), are activated by ATP and other nucleotides to
establish "purinergic signaling” in processes such as neurulation, progenitor cell expansion,
neurogenesis, axonal growth and maturation.

Neural tube defects (NTDs) result from defective closure of the neural tube and
represent the major birth defects of the nervous system. The use of anticonvulsants during
pregnancy, such as valproic acid, has been linked to NTDs. Therefore, there is a need to
evaluate the safety profile of anticonvulsants, especially during early neural development.

To evaluate the involvement of purinergic signaling in Xenopus laevis during
neurulation, we used ivermectin (IVM), a positive allosteric modulator (PAM) of human P2X4
receptors widely used to treat parasitic infections and recently proposed as an anticonvulsant.

Therefore, the objective of this title seminar was to determine the effects on early
nervous system (NTD) formation and phenotypic characteristics of the neuromuscular junction
and locomotor activity of Xenopus laevis embryos exposed to the presence of lvermectin during
the neurulation process.

For this we used different methodologies such as molecular biology techniques like RT-
gPCR, Western blot, pharmacological techniques like exposure to IVM in different
concentrations, bioinformatics techniques through model building and docking and finally
histological techniques for the evaluation of the structures that conform the neuromuscular
junction.

Our results demonstrated the expression of the purinergic P2X4 receptor during a
critical period of embryonic development, and predictions of its interaction using models
generated by comparative modeling confirmed its in silico abilities to bind IVM. Furthermore,
IVM application resulted in open neural tube defects in treated embryos, along with an increase
in area (80.90 + 5.270 mm?) and number of relative melanocytes (49.60 + 10.02) compared to
controls. We also observed locomotor paralysis in 92% of the treated embryos. The presence
of transcripts of transcription factors associated with differentiation of motor neurons NKX 6.1

and HB9, accompanied by morphological changes in the structures of the neuromuscular



junction, diffusion of acetylcholine receptors, possible activation of autophagy processes and
multiple elongated nuclei in muscle fibers in treated embryos was evidenced.

Considering these results, we propose that P2X4 receptors would be modulated by IVM,
establishing a mechanism of action through Ca?+ release, activating purinergic signaling,
responsible for the mentioned effects.



I. INTRODUCCION

1. lvermectina

La ivermectina es una de las drogas antiparasitarias mas ampliamente utilizadas en
animales y humanos, siendo usada en alrededor de 3,7 mil millones de dosis en campafias de
distribucion masivas de medicamentos (MDA) en todo el mundo durante los ultimos 30 afios
(Nicolas et al, 2020). Su principal uso es tratar la oncocercosis y la filariasis linfatica. La
primera es una enfermedad producida por el nematodo filarico Enchocora Volvulos,
transmitida por el vector diptarens de la mosca negra, infectando al humano con microfilarias
en la piel (Aquino & Vittes, 2020), y una vida media de 9 a 12 meses siendo la responsable de
la patologia (Milton et al. 2020). Mientras que la filariasis linfatica es causada por el parasito
nematodo Wuchereria bancrofti, siendo transmitida por varias especies de mosquitos (Taylor
etal., 2010). Adicionalmente, también se ha usado recientemente como antiviral parael COVID
19y otros virus de ARN monocatenario de sentido positivo (Heidary, 2020), asi como también
para el tratamiento de epilepsia en conjunto con otras drogas anticonvulsivas (Mandro et al.,
2020). Su uso en mujeres embarazadas ocurre de manera inadvertida, sin tener en consideracion

los riesgos que podria causar su uso para la madre y/o hijo.

La ivermectina es un compuesto semisintético de color blanco a amarillo y agente
vermifugo de administracion oral derivado de las avermectinas, no higroscopico con un punto
de fusién de aproximadamente 155°C, insoluble en agua y distribuida en tabletas de 3 mg
(Drugs.com, 2022). La ivermectina es metabolizada en el higado y al momento de ser expulsada
del organismo, la ivermectina y sus metabolitos son excretados casi exclusivamente mediante
las heces en un tiempo estimado de 12 dias, con menos del 1% de la dosis administrada
eliminada por la orina. La vida media de la ivermectina en el plasma es de aproximadamente

18 horas después de ser administrada (Drugs.com, 2022).

Las dosis terapéuticas suelen ser entre 150 a 400 pg/kg en los tratamientos de filariasis
y la oncocercosis en periodos de cada 6 0 12 meses (Merck Sharp & Dohme (NZ) Ltd, 2021).
Sin embargo, cuando es usada como droga coadyuvante para la epilepsia, se suministran en
dosis de 10 mg tres o siete veces por semana durante 12-24 meses (Diazgranados- Sanchez,
2017).
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2. Sefalizacion purinérgica

El adenosin trifosfato (ATP), es un compuesto que captura y almacena energia libre de
los procesos catabolicos, cumpliendo un rol de reserva universal de energia en el metabolismo
celular, presentdndose en todas las células vivas (Sperlagh & Vizi, 1996). Ademaés de su rol
como reserva energética en los sistemas biologicos, cumple la funcion de sefializacion en
distintas partes de un organismo, como el cerebro, y también durante el desarrollo embrionario,
en donde el ATP participa directamente sobre sus receptores ionotropicos P2X, que
corresponden a canales idnicos abiertos por ligandos, y metabotrépicos P2Y, correspondientes
a receptores acoplados a proteina G (GPCRs), por lo que el analisis de la presencia, activacion
y sefializacién son relevantes para el estudio de su participacion en los mecanismos que

permiten la embriogénesis (Massé & Dale, 2012).

La sefializacion purinérgica cumple un papel fisioldgico en el sistema nervioso central
(SNC), siendo capaz de inducir remodelaciones en el citoesqueleto de las terminales nerviosas
y mecanismos exocitéticos, y pudiendo interactuar con otros receptores inotropicos y
metabotrépicos (Miras-Portugal, 2007). Asimismo, los receptores P2X y P2Y exhiben un rol
durante los estadios tempranos de desarrollo, como el desarrollo ocular y otros, por lo que la
sefializacion purinérgica ha sido descrita como morfégena (Miras-Portugal, 2007; Dale, 2008;
Massé K, Dale N 2012).

Los receptores ionotropicos P2Xn, corresponden a receptores activados por ligando de
Son activados por ATP y sus andlogos como ADP, UTP y otros, uniéndose al sitio ortostérico
extracelular y dando lugar a un cambio conformacional que abre un canal permeable de Na*,
K*, Ca?* (Khakh et al., 2001).

La familia de los receptores purinérgicos P2Y metabotropicos contiene los miembros
de P2Y1246111213,14 Se dividen en 3 familias, segun la proteina G a la cual se acoplan y la
naturaleza de su nucleétido antagonista. De manera general, los P2Y se acoplan a través de la
proteina G, a la fosfolipasa C (PLC) e induce la movilizacién y aumento del calcio intracelular

con la consiguiente activacion de la proteina quinasa C (PKC) (Miras-Portugal, 2007).

La despolarizacion y apertura de los canales de Ca®* sensibles al voltaje inducen la
sefializacion dentro de la célula y desencadenan diferentes respuestas celulares como, por
ejemplo, el cierre del tubo neural mediante constriccion apical, activada por ATP extracelular
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y mediante sefializacion auto y paracrina (Christodoulou & Skourides., 2015; Suzuki et al.,
2017).

Interesantemente, estudios con Ivermectina demuestran que actla como un potente
regulador alostérico positivo del receptor P2X4 (Priel & Silberberg, 2004; Jelinkova et al.,
2006; Jelinkova et al., 2008). El receptor P2X4 se caracteriza por ser el canal con mayor
permeabilidad de Ca?* en la familia P2X (Stokes et al, 2017), como también presentar una
especificidad por IVM en comparacion con otros receptores pertenecientes a la familia P2X
(Latapiat et al., 2017).

3. Neurulacion

Dentro de las primeras etapas del desarrollo embrionario, encontramos el comienzo de
la formacion del sistema nervioso. Este comienza con la neurulacién primaria, la cual consiste
en el plegado de la placa neural para formar el tubo neural, el cual posteriormente dara forma
al SNC conformado por el cerebro y la médula espinal. Este proceso comienza en humanos en
la etapa 8 (CS8, Carnegie stages), es decir, en un aproximado de 18 dias después de la
fecundacién, momento en que mediante el engrosamiento de la regién medial del ectodermo se
forma la placa neural (Eynard et al., 2008), y termina en la etapa 13, aproximadamente 28 a 32
dias despues de la fecundacion una vez que el tubo neural se cierra. La neurulacion secundaria
comienza cuando el neuroporo caudal se cierra durante la etapa 12 y consiste en la formacion
de la médula espinal sin un desarrollo que involucre el ectodermo a diferencia de la neurulacion
primaria (O’Rabhilly & Miiller, 2007).

Muchos procesos fundamentales a nivel celular y molecular se encuentran altamente
conservados en los vertebrados, por lo que Xenopus laevis es un organismo util para estudiar el
desarrollo de la médula espinal (Borodinsky, 2017). En términos comparativos, Xenopus
comienza la etapa de neurulacion en el estadio 12.5 cuando el blastoporo se cierra
completamente y la notocorda se forma bajo el tejido ectodermal. a lo largo de la neurulacion
la placa neural comienza a plegarse sobre si misma hasta formar el tubo neural en el estadio 20,

esta etapa es alcanzada en 22 horas luego de la fertilizacion aproximadamente (Fig. 1).
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Figura 1. Proceso de neurulacion Xenopus Laevis

Vista dorsal (arriba) y cortes transversales (abajo) del proceso de neurulacién en embriones de
anfibio en A. Neurulacién temprana B. Intermedia C. Tardia. Terminando la gastrulacion la
placa neural (Azul) se forma desde el engrosamiento del ectodermo en la superficie dorsal del
embrion, los bordes laterales de la placa neural comienzan a elevarse para formar las crestas
neurales, las crestas neurales luego se unen formando la linea media dorsal para formar el tubo
neural, que se posicionara bajo el ectodermo (celeste) (Extraido de Suzuki et al., 2012).

Enumerando algunas de las ventajas de usar el modelo animal de Xenopus, podemos
mencionar que posee un huevo que mide aproximadamente 1 mm de didmetro, mientras que
el de raton, el modelo de desarrollo méas popular en vertebrados, mide un aproximado de 100
um (Massé & Dale, 2012). Esto permite una facil manipulacion para la expresion de algunos
genes, asi como también ingenieria genética mediante microinyecciones al huevo o al embrion
ya fertilizado (Borodinsky, 2017). En segundo lugar, presentan una capa transparente que
recubre los huevos, permitiendo visualizar las primeras etapas de la morfogénesis de la
médula espinal a través de un enfoque de imagen no invasivo. Si bien es cierto que la médula
espinal de X. laevis es mucho mas simple que en vertebrados, ya que cuenta con un menor
nimero de celulas espinales, tipos de neuronas espinales y conexiones entre ellas, si se
representan los principales tipos de células de la médula espinal, es decir neuronas sensoriales,

interneuronas, neuronas motoras y células gliales (Borodinsky, 2017).

Fallas en los mecanismos encargados de la neurulacion producen defectos del

tubo neural (DTNSs), que son las malformaciones mas frecuentes globalmente, siendo
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esta, la segunda malformacion de nacimiento mas comun a nivel mundial y la primera
asociada al SNC (Frey & Hauser, 2003). Dentro de los defectos del tubo neural se
presentan la espina bifida, anencefalia, encefalocele y la iniencefalia, siendo la espina
bifida y la anencefalia las dos formas mas recurrentes de los defectos del tubo neural
(Botto et al., 1999; Calderdn et al., 2017). La tasa de recien nacidos con malformaciones
del tubo neural es relativamente elevada, con una prevalencia de 15 a 23 nifios por cada
10000 nacimientos (Blencowe et al., 2018). La incidencia de estas malformaciones
aumenta cuando factores ambientales interceden con el desarrollo normal embrionario,
entre ellas, el uso de drogas anticonvulsivas en el embarazo, aumentando la incidencia
de malformaciones al desarrollo del SNC (Castro et al., 2022). En esta linea, la incidencia
de malformaciones del tubo neural aumenta en un 10% con el uso de drogas
antiepilépticas como el &cido valproico, durante el embarazo (Werler et al., 2011; Castro
et al., 2022). Una revision reciente sefiala que no se puede asegurar si la ivermectina es
una droga segura durante el embarazo, por escasez de reportes publicados, ademas de la
antiguedad de estos (Nicolas et. Al, 2020).

4. Rol de los factores de transcripcion en la diferenciacion de motoneuronas:
Implicaciones en la formacion de la union neuromuscular y su evaluacion.

Para que el tubo neural se forme adecuadamente, es necesario que se induzca la
diferenciacion de la placa neural, mediante la sefalizacion proveniente de la notocorda a
través la secrecion de un morfégeno llamado Sonic hedgehod (Shh) (Dessaud, 2008; Placzek,
1993). Esta molécula también esta presente durante el desarrollo del tubo neural en
vertebrados, y se ha demostrado que Shh, estaria controlando la diferenciacién de diversas
células de la mitad ventral del tubo (Patten, 2000). El establecimiento del patrén dorso-ventral
de los dominios progenitores del tubo, ocurre mediante la regulacion de expresion de distintos
factores de transcripcion, donde esta regulacion se produce por un gradiente de actividad de
Shh. Dentro de los factores de transcripcidn presentes, podemos encontrar un grupo que
reprime su expresion por la sefializacion de Shh, mientras que otro es necesario para que
ocurra su expresion. El primer grupo incluye Pax7, Pax6 y Irx3, mientras que el segundo esta
conformado por Dbx1, Dbx2, Nkx6.1, Olig2, Nkx2.2 y Foxa2 (Dessaud, 2008). Debido a la
actividad de gradiente de Shh y la actividad de los diferentes factores de transcripcién se

generan diferentes dominios, los cuales son: p3, pMN, p2, p1, p0. Estos dominios generan un
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subtipo especifico de neuronas y células gliales. Los progenitores celulares p0, p2 y p3
producen tres tipos distintos de interneuronas (V0-V3), mientras que pMN se caracteriza por
ser el primero en generar motoneuronas (Danesin, 2017). Los factores encargados de formar
PMN descritos son: Nkx6.1, Pax6, Olig2 y MNR2 (Gaufo, 2003; Vallstedt, 2001; Jessell,
2000). Estos factores de transcripcion trabajan en conjunto para regular la especificacion y
diferenciacion de las células contribuyendo asi a la formacién del dominio progenitor en el

tubo neural (Fig. 2).

Una vez se decide el destino celular mediante los dominios, comienza la sefializacion
encargada de darle identidad a las motoneuronas (MN), mediante la expresion de otros
factores de transcripcion. Existe evidencia de que para que ocurra la consolidacion de la MN
son necesarios los genes Hb9 (Arber, 1999), Nkx6.1 (Vallstedt, 2001; Dichmann, 2011),
Nkx6.2 (De Marco Garcia, 2008; Toch, 2020), Isl1 (Liang, 2011; Pfaff, 1996), Lhx3 y Lhx4
(Sharma, 1998; Thaler, 2002), FoxP1 y FoxP2 (Dasen, 2008; Rousso, 2008; Moriyaka, 2009;
Ludington, 2023).
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Figura 2. Establecimiento de la organizacion espacial de las neuronas proveniente de los

dominios progenitores ventrales de la médula espinal.

Luego del cierre del tubo neural, se diferencian los 5 dominios: p3, pMN, p2, p1, p0. Este
establecimiento se produce por la liberacion de Shh (Morado), secretada desde la notocorda
(Nc) a la placa neural (FP). (Extraido de Lovrics et al., 2014)

Una vez que la MN ha establecido su identidad, estas pueden comenzar a formar
axones motores, los cuales migran por las raices ventrales hasta el masculo blanco, inervando
y formando la unién neuromuscular (UNM). La UNM es una sinapsis quimica excitatoria que
se forma entre las terminaciones nerviosas de las neuronas motoras de la médula espinal y las
fibras del muasculo esquelético utilizando acetilcolina como neurotransmisor (Nishimune,
2018). En nuestro modelo de desarrollo, la UNM sigue un patron rostro-caudal, durante el
primer dia de desarrollo, y se logra establecer una diferenciacion muscular y neuronal de
tejidos en las siguientes 24 hrs. Se puede observar la especializacion de estructuras
caracteristicas de la UNM en los extremos de los musculos miotomales, seguido por la
adquisicion de la actividad motora espontanea y la eclosion. Sin embargo, no es hasta 4-5 dias
después de la fertilizacion que el renacuajo adquiere nado libre gracias a la maduracion de sus
UNM (Bermedo-Garcia et al., 2018).

Como se menciona, la expresion coordinada e interaccion entre los distintos factores
de transcripcion y moléculas sefializadores son cruciales para la correcta formacion y funcion
del sistema nervioso, por lo cual la alteracién de un solo factor podria repercutir de manera

directa o indirecta al origen de motoneuronas como se ha demostrado en distintos estudios
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(Dichamann et al., 2011; Witzemann, 2006). Basados en los antecedentes descritos.
consideramos que IVM durante la neurulacién podria estar modulando la actividad de los
receptores purinérgicos P2X4, afectando y desregulando la posterior expresion de factores de
transcripcion, posiblemente a través de un mecanismo dependiente de Ca2+ debido a la

naturaleza del receptor P2X4.

Resultados obtenidos mediante experimentos preliminares y base de datos (www.xenbase.org)
nos muestran la expresion de transcritos purinérgicos (P2Y1, 4, 11), como el receptor
purinérgico P2X4, que es el principal blanco de ivermectina. Esta expresion se observa traves
de los distintos estadios de desarrollo presentes en la neurulacion, mas especificamente géastrula
(E10), neurulacion intermedia (E14) y cierre del tubo neural (E20).

Ademas, la evaluacion fenotipica en tratamientos farmacoldgicos con ivermectina, nos revela
que los embriones tratados con concentraciones de 10 uM poseen un aumento en la
pigmentacion (melanocitos) de los renacuajos, asi como la ausencia del reflejo de escape
(Roberts, 1990) y capacidad locomotora, es decir no nadan de manera espontanea (Jamieson,

2000), lo que nos sugiere una alteracion a la formacién o mecanismo de la UNM.
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Il.  HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis

La presencia de ivermectina durante la neurulacion, modularia los receptores
purinérgicos P2X4, alterando la formacién del sistema nervioso temprano y afectando sus
funciones posteriores como la unién neuromuscular a traves de la desregulacion de factores de
transcripcion NKX 6.1 o HBO.

Objetivo general

Determinar los efectos en la formacion del sistema nervioso temprano (DTN) y
su posterior funcion a través de la evaluacién de las caracteristicas fenotipicas morfologicas,
celulares y moleculares de la union neuromuscular y la actividad locomotora basal de
embriones de Xenopus laevis expuestos a la presencia de lvermectina durante el proceso de

neurulacion.

Objetivos especificos

1. Evaluar la presenciay modulacion del receptor purinérgico P2X4 durante la neurulacion
de Xenopus laevis.

2. Caracterizar los efectos fenotipicos de IVM en estadios de neurulacion y juveniles en
Xenopus Laevis.

3. Evaluar la presencia y niveles de expresion de factores de transcripcion involucrados
en la diferenciacion de motoneuronas en embriones de Xenopus laevis tratados con
IVM.

4. Evaluar la organizacion estructural (Receptores de AChRs, musculo) de la union
neuromuscular de embriones de Xenopus laevis tratados con IVM durante la

Neurulacion.
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I1l.  MATERIALES Y METODOS

1. Manipulacion de animales y técnicas embrioldgicas.

1.1 Declaracion ética y animales de experimentacion.

Los métodos implementados para el cuidado y manipulacion del modelo Xenopus laevis
fueron previamente aprobados y revisados por la Agencia Nacional de Investigacion y
Desarrollo (ANID), por el comité de ética de la Facultad de Ciencias Bioldgicas y por el comité

de Etica, Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de Concepcion (Fondecyt 1231038).

Los embriones fueron mantenidos en soluciéon Marc’s modified Ringer’s (MMR al 10%, pH
7.4), Conteniendo NaCl 1 M, KCI 20 mM, MgSO4*7H20 10 mM, CaCl. Dihidratado 20 mM,
HEPES 50mM.

1.2 Obtencion de embriones de Xenopus laevis.

La recoleccion de ovocitos de Xenopus laevis se realizé por medio de la técnica de
fertilizacién in vitro. La ovulacion de la rana hembra seleccionada fue inducida previamente
mediante la inyeccion subcutanea de hormona Gonadotropina Coriénica Humana (hCG). Con
48 hrs de anterioridad a la fertilizacion (pre-prime), la hembra fue inyectada con 50 unidades
de hCG. 24 hrs despues la hembra fue inyectada nuevamente con 350-500 unidades de hCG
(prime) para inducir la ovulacion. EI macho fue previamente anestesiado en benzocainay luego
sacrificado, para extraer sus testiculos, mediante una incision abdominal. Los testiculos fueron
almacenados en medio MMR 1X suplementado con FBS. 12 hrs después de la segunda
inyeccion de hCG se recolectaron los ovocitos en solucion MMR 1X, posteriormente se
fertilizaron con extracto de testiculos de X. laevis y se incubaron por 1 hora a temperatura
ambiente en solucion MMR al 10%, pH 7.4. Después, el medio de fertilizacion se reemplazé
por una solucién de cisteina al 2% en MMR 10%, pH 8.0 durante 10 minutos, con el objetivo
de disolver la capa gelatinosa que protege los embriones, proceso conocido como
“desgelatinizacion”. Posteriormente, los embriones fueron lavados e incubados en MMR 10%

a temperatura ambiente.
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2. Técnicas In silico: Analisis bioinformatico interaccion P2X4-1VM.

2.1. Seleccién de moléculas.

La estructura de P2X4 de pez cebra utilizada como molde para el modelamiento
comparativo de P2X4 fue extraida del Protein Data Bank PDB (Cddigo 4DW1), resolucion 2.8
A (Hattori & Gouaux, 2012). La estructura de IVM (CID: 6321424) (PM: 875.1 g/mol) fue
obtenida desde la estructura del receptor de glicina alpha 3 (Codigo 5VDH). Previo a su uso,
IVM fue preparada asignando cargas, estados de protonacion y enlaces rotables mediante el
Software Autodock Tools Versién 1.5.7 (Trott & Olson, 2010), antes de realizar las
simulaciones de docking molecular. Para ejecutar Vina, los formatos (proteina-ligando) fueron
transformados y guardados como “pdbqt” conservando los d&tomos de hidrogenos polares para

disminuir el gasto computacional en el docking molecular.

2.2.  Modelamiento y preparacion de proteina P2X4.

La proteina fue modelada usando la secuencia aminoacidica de P2X4 en Xenopus laevis
(NP_001082067.1) obtenida del National Center of Biotechnology Information (NCBI), y la
estructura de pez cebra (Codigo 4DW1) como plantilla/molde, debido a su alta identidad de
secuencia (59%), utilizando el programa Modeller versién 10.4 (Eswar et al., 2006), Ademas,
el alineamiento de P2X4 del pez cebra y Xenopus leavis mostro un 77% de conservacion en las

propiedades quimicas entre sus secuencias,

La proteina molde fue preparada, lo cual incluy6 que las moléculas de H2O no estructurales
y moléculas pequefias usados para la cristalizacion de la estructura fueron eliminadas, se
agregaron cadenas laterales e hidrdgenos faltantes y se crearon puentes disulfuro a pH 70,2 a
través del modulo Protein Preparation Wizard en el programa Maestro (Schrédinger, LLC, New
York, NY, 2024). En Modeller se generaron 100 modelos iniciales de los cuales fue elegido el
mejor ranqueado basado en la funcion de puntuacién interna del propio programa (molpdf) y
DOPE, que evalud la calidad de los modelos (Shen & Sali, 2006). EI modelo final se obtuvo
luego de una minimizacion de energia de la estructura utilizando el programa Macromodel
(Schrodinger, LLC, New York, NY, 2024).
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2.3.  Docking proteina-ligando entre P2X4 e IVM.

El docking molecular es un método de simulacién computacional que predice la
orientacion e interacciones entre proteina ligando a un nivel atomico, primero, predice las
posibles conformaciones del ligando y su posicién dentro del sitio de union, para luego evaluar
las interacciones usando funciones de puntuacién (Gohlke et al., 2000). Las predicciones para
evaluar la capacidad de interaccion de IVM sobre la superficie del modelo minimizado de P2X4
fueron realizadas con el programa Autodock Vina (Eberhardt et al., 2021). La grilla utilizada
fue posicionada en la region transmembrana del receptor P2X4, y se generaron 20 complejos
ordenados segun la puntuacion obtenida dada su afinidad predicha entre la proteina-ligando

expresada como una afinidad de union o docking score (kcal/mol).

Figura 3. Visualizacién de la grilla ubicada en la porcion TM de P2X4.

Se muestra la localizacién, tamafio y dimension de la Grid box para docking molecular en el
receptor P2X4, evidenciando la cobertura total del sitio transmembrana.

La configuracion usada para la Grid box y Docking molecular en Vina fue:

Posicion: [X][yl[z]= [-8.16]; [8.275]; [102.953]
Tamafio: [x][yl[z]= [48]; [49]; [36]

Exhaustividad: 250
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2.4 Analisis Docking Molecular e interacciones entre proteina-ligando.

Una vez realizado el Docking, es posible identificar distintas agrupaciones o “clusters”,
es decir una conformacion repetida entre distintas poses que adopta el ligando, las cuales dan
una aproximacion en términos de orientacion espacial y patrones de interaccion con la proteina,
y donde un clister mayor representa a un sitio de union putativo donde se produce una mayor
afinidad (valor mas negativo) entre la IVM y P2X4 | es decir una mayor probabilidad de que

se produzca una interaccion favorable y estable (Nguyen et al., 2020).

Luego, se selecciond la pose con mayor afinidad del cluster y se analizé con LigPlot
(Wallace et al., 1995), caracterizando la interaccion proteina-ligando, presentando un gréafico
esquematico que representa las interacciones detectadas en los complejos proteina-ligando
obtenidos. Finalmente, para calcular la energia libre de Gibbs perteneciente a un complejo se
us6 el programa PRODIGY-LIGAND (https://bianca.science.uu.nl/prodigy/lig) (Vangone
et al., 2019) perteneciente a la pagina web PRODIGY (PROtein binDIng enerGY prediction)
(Honorato et al., 2021) y se comparé con otros resultados obtenidos en receptores funcionales

disponibles en la bibliografia.

3. Técnicas de Biologia molecular: Western Blot y RT-qPCR en tiempo real.

3.1. Ensayo Western Blot

3.1.1. Extraccion de proteina total.

Para la extraccion de proteina total de los estadios embrionarios de Xenopus Laevis:
Estadio 12.5 (neurula temprana), 14 (intermedio), estadio 20 (tardio) y cerebro adulto, se utilizé
buffer de lisis triton, se homogenizaron las muestras en un volumen de 200 pL, para optimizar
la cantidad de proteina obtenida. Las muestras se sometieron a una centrifugacion de 10.000 g.
durante 1 min. Posteriormente se extrajo el sobrenadante y se determind la concentracion
usando un kit de Micro BSA (Thermofisher, Waltham, MA, E.E.U.U) y el equipo NOVOstar
(BMG Labtech, Ortenberg, Alemania).

3.1.2. Electroforesis y electrotransferencia en gel de poliacrilamida.

Se utilizo el gel denaturante de acrilamida al 12% (SDS-PAGE) para separar la proteina
de interés. Las muestras se incubaron a 95°C durante 5 minutos con buffer de carga (Tris-HCL
62.5 mM, pH 6,8, SDS al 2%, glicerol al 10%, azul de bromofenol al 0,01%) y 100 mM DTT.
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Se cargaron 240 ug de proteina total en gel junto a un marcador de proteina standard (Spectra
Multicolor, Broad Range Protein Ladder, Thermo Scientific, MA, E.E.U.U) y se realizo la
electroforesis a 100 Volt en una solucion de corrida (Tris 25 mM, glicina 250 mM y 0,1 %
SDS). Luego, las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa en un buffer de

transferencia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20 %) a 250 mA durante 2 horas.

3.1.3. Inmunodeteccion de proteinas.

Se realizaron varios lavados con TBS-T (NaCl 150 mM, Tris 10 mM, Tween20 al
0,05%). La membrana se bloqueé con leche en TBS-T al 5% durante 1 h. Se llevo a cabo una
incubacion durante toda la noche a 4°C utilizando anticuerpos primarios. El anticuerpo
primario fue anti-P2X4, con una secuencia de antigeno: KYKYVEDYEQGLSGEMNQ (1:250,
Alome Labs, Jerusalem, Israel). La incubacién del anticuerpo secundario se realiz6 durante 2
h. utilizando anticuerpos anti-conejo conjugados con peroxidasa (1:5000, ThermoFisher,
Massachusetts, E.E.U.U.). La membrana se lavd con TBS-T durante 10 minutos 5 veces.
Finalmente, la membrana fue revelada con una solucion quimioluminiscente (Western
Lightening, Plus-ECL, Perkin Elmer, Waltham, MA, E.E.U.U) en un equipo fotodocumentador
para quimioluminiscencia y fluorescencia (Odyssey FC, Li-COR, Lincoln, NE, E.E.U.U). Con
las medidas correspondientes al rango dinamico sobre la sefial de fondo, s6lo se utilizd un pico

claro y distinguible de la sefial de fondo.

3.2. Ensayos RT-gPCR en tiempo real.

3.2.1. Extraccion de ARN total.

Para la extraccion ARN total del estadio 45 (premetamorficos) de Xenopus laevis
tratados distintas concentraciones de IVM durante neurulacién y cerebro adulto, se utilizé el
kit E.Z.N.A HP Total RNA, homogeneizando las muestras en 500 pL de buffer de lisis GTC,
este volumen se implementd en base a las instrucciones del fabricante por cantidad de tejido
(20-30 mg, 700uL). Las muestras se sometieron a centrifugaciones y lavados con 500 uL de
etanol 70% v/v. Finalmente, el ARN total se eluy6 en 30 uL de agua libre de ARNasa y se
cuantifico midiendo su absorbancia de 260 nm y su pureza de acuerdo a la relacion 260/280.
Se utilizaron solamente muestras que tuvieran sobre 200 ng de ARN y una pureza sobre 1.9.
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3.2.2.  Transcripcion reversa (RT) del ARN total.

La sintesis de ADN se realizé utilizando la enzima transcriptasa reversa M-MuLV
Enzyme Mix (ProtoScript Il First Strand cDNA Synthesis Kit), agregando 1 pg de cada muestra
de ARN total. Para un volumen final de 20 pL, se incub6 el ARN con 0,5 pg de oligo-dT,
denaturd a 70°C por 5 minutos y se llevo a hielo durante 2 minutos. posteriormente se agregd
el buffer de transcripcion M-MuLV Reaction Mix (Tris-HCL 50 mM pH 8,3, KCI 75 mM,
MgClz, 3mM, DTT 10 mM), 400 U de la enzima transcriptasa reversa M-MuLV Enzyme Mix
y se incubd por 1 h a 42°C y finalmente a 70°C por 5 min.

3.2.3.  RT-PCR cuantitativo en tiempo real (RT-qPCR)

La reaccion fue realizada con el kit Brilliant 11 SYBR Green qCPR Master Mix (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) en un volumen final de 20 pL, conteniendo 5 pL de
ADNCc y 250 nM de cada set de partidores (Tabla 1. El gradiente de temperatura usada fue 95°C
por 5 minutos, seguido de 40 ciclos a 95°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos y una
extension final de 72°C por 5 minutos, en un termociclador AriaMX Real-time PCR System
(Agilent Technologies, Inc.). La cuantificacion de expresion relativa se calculé comparando el
namero de ciclos requeridos para amplificar cada gen sobre el ciclo umbral (Ct) en relacion con
el gen de referencia Sub-1 (Mughal et al., 2018). Los controles negativos fueron realizados para
la amplificacion de cada muestra fueron realizadas usando el mismo protocolo, pero sin afiadir

ADNCc reemplazandolo por H20.
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Nombre Primer sense 5'-3" Primer antisense 5'-3' Producto
(pb)

Subl AGCAGGAGAAATGAAGCCAGG CCGACATCTGCTCCTTCAGT 80

Mnx1 TTCTGACTGCACATCCGAGG GGGTGATACTGGCTCAGTGG 70

NKX6.1 CCGGAAGGACTCCCATCTTT AACACAGAGCCCTGATTGGG 94

NCAM ACAGATGTCAAGAGCACCCC ATTCCCAATAACACCACCCCT 120

Tabla 1. Lista de partidores usados para RT-gPCR convencional (producto final de

amplificacion).

3.2.4 Electroforesis en geles de agarosa

Se utilizo electroforesis en gel de agarosa con el fin de evaluar los amplicones de los

fragmentos de ADN. Se prepararon geles de agarosa al 1% en solucion TAE 0.5X (Tris-Acido
Acético EDTA,; Tris-HCI 40 mM, Acido acético 30 mM y EDTA 1 mM; pH 7,6), con bromuro
de etidio en una concentracién final de 0.5 ug/mL. Las muestras fueron mezcladas con un buffer
de carga loading dye purple 1 x (Ficoll 2,5%, EDTA 10 mM, Tris-HCI 3.3 mM, 0.02% purple
dye) y cargadas en el gel. El marcador de peso molecular utilizado fue de 100 pb DNA ladder

(GeneRuler, Thermo Scientific). La corrida electroforética se realizé a 80 V por 40 min en

buffer TAE en una cdmara de electroforesis y la visualizacién de los fragmentos se realizd en

un transiluminador de luz ultravioleta.
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4. Tratamiento farmacoldgico y analisis morfolégico.

4.1. Tratamiento con IVM en neurulacion de Xenopus laevis.

Se incubaron 10 embriones al inicio de la neurulacién (Estadio 12,5) en MMR 10% en
una placa de 12 pocillos con diferentes concentraciones de ivermectina (IVM) (0,1; 0,5; 1, 10
HMM). Durante 12 horas de incubacion los embriones (Estadio 20) fueron lavados tres veces con
MMR 10% y mantenidos en esa solucion hasta el estadio de renacuajo (estadio 40-45). el
analisis y toma de imagenes se realizo en un estéreo microscopio NIKON modelo SMZ25,
acoplado a una camara campo claro amscope, objetivo 1x (embriones estadio 20), objetivo
0,63x (renacuajos) y objetivo 2x (region interdigital renacuajos) en los cuales se determiné los

efectos e implicaciones morfoldgicas en el proceso de neurulacion.

4.2. Caracterizacion fenotipica

Utilizando el programa ImageJ se analiz6 los fenotipos obtenidos en los embriones
tratados, asi como también cuantificar la pigmentacion y compararla con los controles. Para los
ensayos de movilidad de los renacuajos fueron aislados en una placa Petri de 60 mm para
posteriormente ser sometidos a pruebas de reaccidon las cuales segun el tipo de movilidad que

expresaban, caracterizandolo como: “normal”, “reducida” y “paralizada”.

La pigmentacion fue cuantificada con la cantidad de melanocitos relativa de la regién
interocular, esto quiere decir que se tomaron fotos en 2X desde la perspectiva dorsal. Usando
ImageJ, se convirtieron las fotos en monocromaéticas y se ajusté el umbral, las imagenes
obtenidas fueron procesadas con la herramienta “Watershed” para separar las células que
estuvieran solapadas. Posteriormente las imagenes fueron analizadas con la herramienta

“Analyze particles”, obteniendo el area y cantidad de melanocitos relativos.

5. Tecnicas histologicas: Inmunofluorescencia en whole mount.

Para analizar los cambios morfolégicos de la UNM se marcaron los componentes
celulares de la UNM, masculo y AChR. Posterior a que los embriones alcanzaron el estadio pre
metamorfico (E45), fueron fijados en Formaldehido (FA) 0,5% (v/v) en PBS 1X a temperatura
ambiente durante 90 min. Luego, se lavaron 3 veces con PBS 1X por 5 minutos en agitacion
(50-70 rpm) a temperatura ambiente. Los renacuajos fueron incubados con glicina 0,15 M en
PBS 1X durante 30 min. y luego permeabilizados mediante lavados con PBST (PBS 1X/Triton
X-100 0,5% (v/v)) 10 veces durante 10 minutos.
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Posteriormente los renacuajos fueron bloqueados con PBST-BSA 4% (p/v) durante toda
la noche 4°C. Al dia siguiente, se realizo la incubacion del anticuerpo primario Neurofilamento
M (Synaptic Systems, Goettingen, Alemania) (1:1000), que sirve para marcar los axones, en
PBST-BSA 4% (p/v) durante 90 min. a temperatura ambiente y posteriormente toda la noche a
4°C. A continuacidn, los renacuajos fueron lavados varias veces con PBST en agitacion durante
2 h., y luego incubados con dilucion del anticuerpo secundarios (1:300) junto con aBTX Alexa-
488 (1:500) y DAPI (1:100) en PBST-BSA 4% (p/v) durante toda la noche a 4°C. Al dia
siguiente, los renacuajos fueron lavados con PBST durante 2 h y luego PBS 1X. Finalmente los
renacuajos fueron montados entre dos cubreobjetos en medio de montaje para fluorescencia
(DAKO, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), adhiriendo los cubreobjetos en sus

bordes con cianoacrilato.

Las iméagenes fueron adquiridas en el Microscopio Confocal Espectral SP8 LIGHTING,

Leica ubicado en el centro de microscopia avanzada (CMA) Bio Bio.

Posteriormente, usando la herramienta Z Project en ImagelJ, se proyectaron los stacks
usando la intensidad promedio en las distintas micrografias obtenidas, usando las micrografias
con mayor aumento (40X), se cuantifico el &rea e intensidad de la sefial obtenida de los AchRs
unida a aBTX, que se encontraban en la mitad dorsal, entre los chebrones 7 y 8 contando desde

la zona anterior.

6. Analisis estadistico.

Para el analisis estadistico, cada muestra fue comparada con su respectivo control. Estos
analisis se realizaron en el programa GraphPad Prism 9.4.1 Software. Los resultados se
expresaron en promedio * desviacion estandar y se determinaron diferencias significativas
mediante ANOVA de una via y t-test con correccion de Welch segun correspondiese. Los

valores de p<0.05 fueron considerados estadisticamente significativos.
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IV. RESULTADOS

De acuerdo con lo anterior se propone que la presencia y modulacion de los receptores
purinérgicos P2X4 durante la neurulacion, estarian causando alteraciones en los factores de
transcripcion durante estadios posteriores. Para conocer si los P2X4 estan presentes o no en
este proceso se evaluo la presencia de la proteina en embrion completo durante la formacion

del tubo neural.

Objetivo 1: “Evaluar la presencia y modulacién del receptor purinérgico P2X4 durante la

neurulacién de Xenopus laevis.”

1.1. Expresion de P2X4 en estadios de desarrollo de Xenopus laevis in vitro.

Resultados obtenidos mediante experimentos preliminares y base de datos
(www.xenbase.org) nos muestran la expresion del transcrito de distintos receptores
purinérgicos (P2X4, P2Y1, P2Y4, P2Y11), a través de los distintos estadios de desarrollo

presentes en la neurulacion, mas especificamente estadio temprano (E12.5), neurulacion

intermedia (E14) y cierre del tubo neural (E20).

El resultado del ensayo Western Blot, evidencid la expresion de P2X4 en estadios
temprano, intermedio y tardio de neurulacion, asi como también cerebro adulto, mostrando
bandas definidas, mientras que el control negativo, no muestra sefial (Fig. 4). Esto confirma

una expresion constante de P2X4 durante los estadios evaluados.
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Figura 4. Deteccion de P2X4 en embriones de Xenopus laevis.

A. Analisis western blot de distintos estadios de embriones en neurulacion (12,5; 14; 20) y
cerebro adulto (CA) con P2X4 y GB como control de carga. Control negativo: NL (Non-
loaded). N=1. B. RT-qPCR de P2X4 en estadios de neurulacion (12,5; 14; 20) y cerebro adulto.
Expresidn de patrones migratorios electroforéticos de P2X4 en estadios de neurulacion (12,5;
14; 20) y cerebro adulto (CA). C. Expresién de patrones migratorios electroforéticos de
receptores purinérgicos metabotrépicos (P2Y1; P2Y4; P2Y11) en estadios de neurulacion
(12,5; 14; 20) y cerebro adulto (CA). N=4. La expresion transcripcional del receptor fue
normalizado al gen control sub-1. ANOVA de una via, correccion de Dunnett, (ns=no
significativo, P<0.05). Las barras de error para los datos representan la desviacion estandar.

1.2. Estudio y andlisis de posibles sitios de interaccion en receptores P2X4.

La interaccion del receptor purinérgico con ivermectina en Xenopus laevis se evalud
mediante herramientas in silico. Para predecir la interaccion se realizaron multiples dockings
proteina-ligando, consistentes en dos etapas, busqueda y evaluacion correspondientemente.
Con el objetivo de determinar el sitio de union mas probable y estable con que IVM se une a
P2X4, en los dominios de la region transmembrana del receptor, se generaron complejos que

mostraron 3 posibles sitios de union y ordenados por su afinidad (kcal/mol) (Fig. 5).
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Afinidad

A (kcal/mol)
-9.6

1

2 -9.2
3 -9

4 -89
5 -89
6 -88
7 -88
8 -8,8
9 -88
10 -88

Figura 5. Conformaciones y resultados de energia de union de 1VM en P2X4 predichos
en Autodock Vina.

A. Se muestra el resultado del docking proteina-ligando de 1VM en el modelo de P2X4 de
Xenopus laevis. Las estructuras roja, gris y verde representan a una subunidad. EIl primer panel
presenta 20 resultados de la simulacién de acoplamiento molecular IVM-P2x4 sobrepuestos,
mostrando la convergencia de los resultados mediante la formacion de 3 clisteres de
conformaciones en los sitios de unién. Tabla resumen detalla la puntuacién de acoplamiento de
IVM a los distintos sitios de unién, enlistando en la tonalidad amarilla los complejos (1-6, 8;
13; 14; 16-18; 20) formado entre las cadenas A y B, mientras que en rosa (7; 12) se presentan
los complejos formados entre las cadenas A y C. Por ultimo, en azul los complejos formados
(9; 11; 15; 19) entre las cadenas B y C. B. Acoplamiento de VM con P2X4 en el complejo 1.
C. Acoplamiento de IVM con P2X4 en el complejo 7. D. Acoplamiento de IVM con P2X4 en
el complejo 9.
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De estas conformaciones posibles se selecciond la con mayor afinidad de cada cluster como se
muestra en la figura 5B-D, midiendo las propiedades energéticas mediante la interaccion de los
contactos atdmicos con PRODIGY-LIGAND usando la opcion”no electrostatics protocol”, el
cual mide el nimero de contactos atémicos dentro de 10.5A y clasificandolos de acuerdo el

atomo involucrado en la interaccion (Tabla 2).

Complejo 'ﬂE'ﬂPﬁlﬂ cc co CN CX [a]1] ox NG
{Keal/mol)

1 -11,21 3437 1952 B34 19 283 7 249

7 -9,87 2974 1539 548 57 203 16 164

9 -8,81 24618 1325 507 22 169 & 152

Tabla 2. Propiedades energéticas obtenidas de los complejos formados.

Se presenta una lista de los 3 complejos mejor evaluados en Autodock Vina, calculando el
AGnoelec, €5 decir que se calcula la energia sin considerar la energia electrostatica. C: Carbono,
O: Oxigeno, N: Nitrégeno, X: Cualquier otro atomo.

Las interacciones de los 3 complejos seleccionadas fueron analizadas con LigPlot, presentando
2 interacciones completamente hidrofébicas, coincidentemente con lo descrito
bibliograficamente (Jelinkova et al., 2006; Stojilkovic et al., 2010), mientras que el tercer
complejo encontrado presenta también enlaces de hidrogenos (Fig. 6). Los atomos que
componen estas interacciones son hidrofébicas son: ILE41, TYR44, VAL45, VAL49, ILE338,
ASN339, SER342, GLY343, LEU346, LEU353, ILE357 de la cadena A. ILE41, TYR44,
VAL49, ILE334, ILE338, LEU346, VAL349, LEU353 de la cadena B. GLY40, ILE41,
GLY47, MET337, ILE338, SER342, ALA345 de la cadena C. Mientras que los enlaces que
presentan enlaces de hidrégenos son: TYR44 y TRP48 de la cadena C.
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Figura 6. Esquemas proteina-ligando de los complejos P2X4-1VM 1,7y 9 en LIGPLOT.

Esquema de interaccion en los complejos P2X4-1IVM 1, 7 y 9. Se aprecian los residuos no
pertenecientes al ligando IVM (437:D), junto a la cadena que pertenece. Similar a una pestafia
0 abanico, en color rojo, unido con una linea discontinua se muestran los residuos que
interactian de manera significativamente hidrofébica con la molécula de IVM (437:D). En
color marron se puede observar los residuos interactuando mediante un enlace de hidrégeno.
El enlace de hidrégeno se muestra como una linea verde discontinua, detallando su longitud.
Los circulos rojos identifican los residuos que son equivalentes en los distintos esquemas.
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Los esquemas muestran coincidencias en los residuos VAL45 y LEU346 de la cadena A de los
complejos 1y 7, expresando una interaccién hidrofdbica, sin embargo, no interacttan con los
mismos atomos de IVM (437:D), debido a que el ligando toma una posicion distinta en cada
complejo. Habiendo identificado los residuos que interacttan con la proteina, se realizd un
alineamiento en JalView del modelo realizado en Xenopus Laevis, la secuencia usada para la
creacion de receptores mutantes de P2X4 de rata expresado en un ovocito de Xenopus Laevis y
celulas HEK 293 y cuya modulacion funcional por IVM fue demostrada por estudios
electrofisiol6gicos modulables y funcionales por IVM (Latapiat et al., 2017). Considerando los
residuos identificados por Latapiat, se identificO que existe una alta correlacion entre los
residuos predichos y confirmados experimentalmente, a excepcion de LEU346, que en Xenopus
laevis corresponde como una PHE347, sin embargo, esta sustitucion es semiconservada ya que
ambos residuos comparten propiedades quimicas como lo son su hidrofobicidad y que son

apolares (Fig. 7).

X Laevis
Rattus norvegicus

60 70 75
{ HN M
TEBS TERA A

73

350 359

A. F MW F
L L \'4 2
358

Figura 7. Alineamiento P2X4 en Xenopus laevis y Rata en sus en dominios
transmembrana.
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X Laevis
Rattus norvegicus

327

Alineamiento de la region transmembrana de la secuencia del receptor purinérgico P2X4,
coloreado segun el grado de conservacion, donde los residuos que tienen 100% de identidad,
estan coloreados azul, mientras que los residuos semiconservados se muestran en una tonalidad
de celeste. Los recuadros rojos se destacan los residuos que coinciden y han sido validados en
modelos funcionales de P2X4.

Latapiat identifica los residuos de TRP46, TRP50, ASP331, MET336 como residuos
encargados de la unién de IVM al receptor, mientras que los residuos ASN338, SER341,
LEU346, GLY347, ALA349, ILE356 encargados de la modulacién. Dentro de estos residuos
que interactdan con el ligando en los modelos realizados podemos identificar los siguientes:
TRP48, MET337, ASN339, SER342 y GLY343.
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Estos resultados nos confirman que P2X4 en Xenopus laevis tiene las caracteristicas
estructurales y energéticas para interaccionar con VM, modulando de manera alostérica

positiva el canal, alterando el flujo de Ca?+.

34



Objetivo 2:” Caracterizar los efectos fenotipicos de IVM en estadios de neurulacion y juveniles

en Xenopus Laevis.”

2. Uso de IVM en neurulacion induce DTN.

Para evaluar los posibles efectos en las etapas tempranas de desarrollo embrionario,

especificamente durante los estadios de neurulacion (12,5-20) y renacuajo (40-45) (Fig. 8)

A :
Ivermectina

B|G | Neurulacion | Organogénesis

o~ I o Tp])
wn ~ N 3
— p) Vp)
w0
B
Neurulacion temprana Neurulacion tardia Renacuajo de Xenopus
SR |
. ;37 \/ > ? ( TSR
2/ T
Estadio 12,5 Estadio 20 Estadio 45
14hpf 21 hpf 98 hpf

Figura 8. Esquemas de tratamiento farmacoldgico y estadios evaluados.

A. Esquema que representa la duracion de los ensayos farmacoldgicos con ivermectina. B.
Esquema referencial de los estadios estudiados junto con las horas post fertilizacion (hpf).
B=Blastulacion, G=Gastrulacién. hpf= Horas post fertilizacion.

Los ensayos con IVM se realizaron en embriones en estadio 12,5 los cuales fueron incubados
en concentraciones crecientes de IVM. Los embriones se trataron con este modulador alostérico
positivo hasta alcanzar el estadio de neurula tardia (E20). Mostrando cambios morfoldgicos a
partir de 1 uM (IVM). La exposiciéon a IVM no parece afectar de manera inmediata el cierre
del tubo neural, sin cambios con respecto a los controles (MMR y DMSO). Sin embargo, al
observar los renacuajos (E45) usando tincion fluorescente (DAPI) y hematoxilina-eosina en
cortes transversales, se pudo apreciar defectos de tubo neural abierto. Esta apertura se acentla

en la region anterior en comparacion a la region posterior, en la cual comienza a normalizarse
(Fig. 9).
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Seccion A Seccion B

Figura 9. La exposicion temprana a VM causa una apertura completa del tubo neural.

Técnicas histoldgicas aplicadas en distintas cortes transversales. La seccion A fueron
procesadas inmunofluorescencia con DAPI. La region B fue procesada con hematoxilina-
eosina. Los efectos pueden ser observados en la fila de 10 uM de IVM. El esquema de la
derecha muestra donde ocurre cada seccion de los cortes en Xenopus laevis. d: Dorsal. v:
Ventral.

Al observar un fenotipo caudal alterado, existe una pigmentacion mayor con respecto a los
controles. Los tratados con 1 uM de IVM expresan un aumento de 1,4 veces la cantidad de
melanocitos relativos en comparacién a los controles (26,80 + 3,355), mientras que los tratados
con 10 uM de IVM expresan 1,7 veces (49,60 £ 10,02) la cantidad de melanocitos relativos.
Simultdneamente, los renacuajos tratados con 1 UM presentan un aumento de 2,4 veces el
volumen de los melanocitos en la region interocular (28,70 + 9,647 mm), mientras que los
renacuajos tratados con 10 pM, presentan 5 veces el volumen de los melanocitos en la region
interocular (80,90 + 5,270 mm) en comparacion a los controles. Ademas, se presentan

melanocitos ectopicos (Fig. 10).
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Figura 10. La exposicion temprana a IVM induce un incremento en el tamafio y

proliferacion de melanocitos.

Renacuajos de estadio 45 expuestos a distintas concentraciones de IVM durante los estadios
12,5-20 muestran una apariencia mas oscura comparada a los controles (MMR/DMSO).
Melanocitos ectopicos sefialados con flechas amarillas. La cantidad de melanocitos fue contada
desde la region interocular (cajaroja) y graficada en By C, N=5 ANOVA de una via correccion
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de Dunnett (* P<0.05; **** P<0,0001; ns= no significativo) Las barras de error para los datos
representan la desviacion estandar.

Para evaluar la movilidad de los renacuajos, se midié la capacidad sensorial, tocandoles
la cola con una punta de metal en la cola, midiendo el reflejo de escape (Roberts, 1990).
También se identifico el comportamiento que tienen los renacuajos sin un estimulo sensorial,
es decir, su comportamiento basal (Jamieson & Roberts, 2000) y compararlos con los controles.
Los controles muestran un reflejo de escape normal cuando eran tocados con la punta de metal,
mientras que los tratados con 1 uM de IVM presentan alteraciones en la movilidad (69%) y en
algunos casos pardlisis total (12%), mientras que los tratados con 10 uM de IVM presentaron
en su gran mayoria paralisis y sin respuesta a estimulos (92%) y en menor proporcion una
movilidad de tipo reducida (8%) (Fig. 11).
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Paralizacion en embriones tratados con IVM
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Figura 11. Caracterizacién de movilidad en renacuajos E45 en distintas condiciones de
tratamiento.
El grafico de barras apiladas caracterizando el comportamiento de los renacuajos en las
condiciones de tratamiento control (MMR/DMSO) y tratamiento (1 uM y 10 uM) N=10, 10

por condicion.

Estos resultados confirman que la exposicion a IVM durante la etapa de neurulacion producen

alteraciones al desarrollo de estadios juveniles.
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Objetivo 3: “Evaluar la presencia y niveles de expresion de factores de transcripcion

involucrados en la diferenciacién de motoneuronas en embriones de Xenopus tratados con

IVM.”

3. Perfil de expresion de FTs en renacuajos de Xenopus laevis.

Los renacuajos (E45) expresan NCAM, NKX6.1 y Mnx1. En esta etapa se caracterizo
la expresion de estos factores de transcripcion en las condiciones controles (MMR y DMSO) y
tratados con IVM (1y 10 uM), a través de gRT-PCR. Los resultados evidencian la expresion
de NCAM, NKX6.1y Mnx1 (Fig. 12A). Los patrones de migracion electroforéticos y las curvas
de disociacion observadas en las distintas condiciones son similares entre si, demostrando
especificidad de los partidores reportados en la tabla 1, mostrando un solo pico de disociacion
(Fig. 13). Los factores de transcripcion NCAM, NKX 6.1 y Mnx1 no mostraron patron de
expresion o cambios significativos (aumento o disminucion de niveles de mensajero) (Fig.
12A). Para la cuantificacion por RT-gPCR de los factores de transcripcion, se determind el
namero de ciclos requeridos para amplificar cada gen sobre el ciclo umbral (Ct) en relacion al
gen de referencia Sub-1 (Mughal et al., 2018). Los resultados fueron expresados aplicando el

método ACt en el cual la cantidad de ADNCc fue expresada como X veces sobre la muestra
utilizada como referencia Subl- (Mughal etal., 2018) y posteriormente se implementé el
método AACt, normalizando los datos a la condicion de DMSO (Fig. B12). El Ct es
inversamente proporcional al numero de copias del templado, lo que indica que, a mayor
numero de copias de templado, menor Ct medido. El analisis de RT-gPCR evidencid que estos
factores de transcripcion mantienen su expresion bajo las distintas condiciones cuando son

tratados con 1VM.
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Figura 12. Expresion relativa de factores de transcripcion en distintas condiciones.

A Expresion de patrones migratorios electroforéticos en distintas condiciones de
tratamiento farmacoldgico. Carril 1y 2. DMSO (dimetilsulféxido, E45), Carril 3y 4 1 uM (1
MM de IVM, E45), Carril 5y 6 10 uM (10 uM de IVM, E45) N=3. B. RT-gPCR para NKX 6.1,
NCAM y Mnx1 en las condiciones DMSO, 1 uM y 10 uM de IVM. N=3. La expresion
transcripcional de los factores de transcripcion fue normalizada al gen control sub-1. ANOVA
de una via, correccion de Dunnett, (ns=no significativo). Las barras de error para los datos
representan la desviacion estandar.
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Figura 13. Curva de disociacién de factores de transcripcion.

Curvas de disociacion de los factores NKX 6.1, NCAM y Mnx1 evidenciando la especificidad
de los partidores mediante un solo pico de fluorescencia en una temperatura especifica.
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Objetivo 4: “Evaluar la organizacion estructural (Receptores de AChRs, musculo) de la union

neuromuscular de embriones de Xenopus laevis tratados con IVM durante la Neurulaciéon.”

4.1  Expresion de la union neuromuscular mediante Whole-Mount en
renacuajos.

En primera instancia, se analizaron los controles buscando diferencias morfologicas
entre las estructuras que se visualizaron. Solo los AChRs pudieron ser detectados a través de la
sefial fluorescente, mientras que el neurofilamento solo permitié marcar el fondo (musculos) y
DAPI no fue detectada sefial, por lo que no se tomo el canal para la obtencién de las fotos (Fig.
14). Posteriormente se seleccionaron los receptores de acetilcolina que se encuentran entre los
chebrones 7 y 8 del &rea dorsal y anterior para cuantificar el area e intensidad con un aumento
de 40X tanto de la condicion control DMSO vy del tratamiento con 10 uM de IVM (Fig. 15A).
Los resultados mostraron una diferencia significativa entre el area de los embriones con DMSO
y 10 uM (3,774 £ 0,9277), mientras que la intensidad muestra una tendencia a disminuir en los
embriones tratados con 10 uM de IVM (Fig. 15B). Ademas, en la zona anterior ventral se puede

apreciar este efecto agravado (Fig. 14).
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Figura 14. Micrografias longitudinales en la seccion caudal de Xenopus laevis.

Micrografias agrupadas mostrando longitudinalmente la seccion de la cola de Xenopus laevis
en estadio 45 en las condiciones control (MMR y DMSO) y tratamiento de 10 uM de IVM. A.
Micrografias agrupadas comparando las distintas condiciones agrupadas marcando receptores
de acetilcolina. B. Micrografias agrupadas comparando las distintas condiciones marcando
musculo. C. Unién de los canales en una misma imagen, agrupando las micrografias para
comparar las sefiales entre las distintas condiciones. R: Rostral, C: Caudal
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Figura 15. Comparacion de a-Bungarotoxina y musculo en chebrones de Xenopus laevis.

A. Micrografias de la union de los canales con 20X de aumento, enumerando los chebrones y
sefialando con flechas amarillas los receptores de acetilcolina que fueron cuantificados con
aumento 40X, sefialando que area fue medida. B. Andlisis comparativo que muestra las
diferencias entre el area e intensidad de los receptores cuantificados. N=3 t-test con correccion
de Welch’s (*=P<0.05, ns=no significativo) Las barras de error para los datos representan la
desviacion estandar. aBTX: Alfa-bungarotoxina, NF: Neurofilamento. MERGE: Unidn de los
canales en una misma imagen.
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4.2. Expresion de la union neuromuscular mediante cortes histoldgicos y tincion
hematoxilina-eosina.

Al igual que todos los cordados, Xenopus laevis cuenta con segmentos musculares
metaméricos para desarrollar su locomocion. Estos musculos son llamados miotomos y tienen
una forma caracteristica en especies acuaticas como es el renacuajo de Xenopus laevis antes de
la metamorfosis (Rost et al., 2014). Esta forma es conocida como “chebrén” o “chevron” en
inglés, puesto que describe la disposicion en forma de “V” de las fibras musculares observadas

(Kimmel et al., 1995).

En nuestros resultados, el masculo en presencia de tratamientos farmacol6gicos con
IVM durante neurulacion se aprecia desorganizado en comparacion al control, este efecto se
puede apreciar de mejor manera en los cortes longitudinales de 6 pum. Mostrando una
vacuolizacion (8.6x), con respecto a los controles. Expresando una diferencia en la forma y
distribucion de los nicleos (Hematoxilina), mostrando que en las condiciones tratadas aparece
una mayor cantidad de nucleos por chebrén, asi como también un alargamiento en estos (Fig.
16).

46



g 20 pm

Figura 16. Tincion con hematoxilina-eosina en cortes longitudinales de Xenopus laevis.
A. (Panel superior) Foto de fibra muscular de control DMSO, enumerando vacuolacion.

(Panel inferior) Zoom digital a fibra muscular de control DMSO, marcando con lineas
discontinuas verde nucleos. B. Foto de fibra muscular de embrion tratado con 10 uM de IVM.
(Panel inferior) Zoom digital a fibra muscular de embrién tratado con 10 uM de VM, marcando

con lineas discontinuas verde nucleos.

47



V. DISCUSION

1.- Presencia y rol de P2X4, sefializacion purinérgica.

La activacion de receptores purinérgicos mediante purinas, regulan diversas funciones
celulares en animales, cumpliendo funciones como la transmision sinptica, neuromodulacion,
entre otras (Rotermund et al., 2019). El receptor P2X4 en vertebrados cubre un papel central
dentro del control en las vias de neurotransmision, como son la activacion sensorimotora,
interacciones sociales y consumo de alcohol, ademéas de presentar un rol en inflamacion,
expresandose preferentemente en lisosomas (Suurvali et al., 2017). Estos receptores también se
expresan durante el desarrollo embrionario de murinos, pues mediante RT-PCR es posible
encontrar transcritos del receptor P2X4 en el cerebro desde el dia embrionario 14, terminando
la neurulacién. Sin embargo, no es observado mediante inmunoreactividad hasta etapas
postnatales (Cheung et al., 2005), Mientras que en Xenopus laevis es posible encontrar sus
transcritos en todos los estadios de embriogénesis desde el clivaje, gastrulacion, neurulacion y
organogenesis (Blanchard etal., 2019). Nuestros resultados demuestran la expresion del
receptor P2X4 durante la neurulacion de manera constante (E12.5-20) (Fig.4) otorgandole un
posible rol funcional durante este proceso. Ademas, P2X4 de Xenopus laevis mantiene las
propiedades para ser modulado alostéricamente por 1\VM, nuestro compuesto de interés, lo cual
fue predicho mediante modelos teGricamente generados a partir de la estructura de pez cebra.
Estas predicciones computacionales se correlacionan directamente con la informacién
funcional disponible en estudios electrofisiologicamente realizados con mutantes de P2X4 en
ratas ((Latapiat etal., 2017), confirman su capacidad de interaccion con IVM, esto cobra
relevancia al considerar que P2X4 corresponde al receptor con mayor conservacién entre los
receptores P2X durante la evolucion de vertebrados (Blanchard et al., 2019). La localizacion
del receptor en el embridn continta siendo incierta, por lo que se sugiere la realizacion de
experimentos de inmunodeteccion en embrion completo o cortes, como los realizados en la
parte 4 de los resultados en este trabajo, con el fin de identificar la ubicacion del receptor para

entender mejor sus posibles mecanismos de accién dentro de la neurulacion.
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2. El uso de IVM durante la neurulacion causa efectos en etapa larval.

Si bien los efectos de I'VM sobre los embriones no son apreciables en los estadios de
neurulacion, es posible observarlos cuando llegan a estadios de larva o renacuajo (E45),
manifestandose con una apertura total del tubo neural en la zona anterior de los renacuajos,
mientras que hacia la region caudal parece cerrarse normalmente. Esto estaria relacionado con
el inicio del cierre del tubo neural el cual comienza desde la regidn posterior hacia la anterior
(Suzuki etal., 2017). Debido al cierre superficial (epitelial) del tubo neural, es necesario
realizar cortes histologicos transversales a los embriones tratados en distintas etapas de la

neurulacion para identificar en qué momento se altera el cierre del tubo.

Adicionalmente, la proliferacion y migracion de los melanocitos se ve
significativamente alterada en la presencia de I\VM, sugiriendo una alteracion directa al sistema
nervioso durante su formacion al ser las células precursoras provenientes directamente de las
crestas neurales (Cichorek etal., 2013). Otros grupos de investigacion reportan efectos
similares, sin embargo, proponen un mecanismo de accién que se desencadenaria en etapas mas
avanzadas del desarrollo embrionario, especificamente, la uniéon y modulacion de IVM a
canales de cloruro activados por glicina, atribuyendo la pardlisis a un efecto de despolarizacion
de membrana debido a este aumento de pigmentacidn (Blackiston et al., 2011; Hutchison et al.,
2024).

Nuestros resultados evidencian un efecto concentracion-respuesta, mostrando que la
concentracion de 1 uM de IVM presenta una mayor cantidad de melanocitos que los controles,
pero menor que los tratados con 10 uM, similar al efecto en movilidad, donde los embriones
tratados con 1 uM pierden movilidad, sin embargo, no quedan paralizados, como los tratados
con 10 uM de IVM. Considerando los defectos registrados que evidencian la presencia de un
tubo neural abierto, se podria sugerir una alteracion en la diferenciacion y migracion de las
células encargadas del desarrollo del sistema locomotor provenientes de la zona anterior-dorsal
a celulas de pigmentacion, lo que explicaria el aumento en el nimero de melanocitos y su
aparicion de manera ectépica como también la disminucién significativa de la actividad motora

en los renacuajos en estadio 45.
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3. Factores de transcripcion y cambios morfologicos.

Los factores de trascripcion trabajan en conjunto para la conformacién y mantencion de
motoneuronas, por lo que un cambio en su expresion podria significar diferencias en como se
establece y funciona la union neuromuscular. Los resultados no arrojaron una diferencia
significativa en las condiciones tratadas con respecto a los controles, sin embargo, muestran
una tendencia a disminuir su expresion en los embriones tratados con 10 uM de IVM, por lo
que es necesario realizar mas experimentos, intentado reducir la variabilidad entre resultados y
consolidar si existe una tendencia. Sin embargo, dentro de los 8 factores transcripcion
mencionados en el marco tedrico, solo se evalué la presencia y veces de cambio de 2 ademas
de una molécula de adhesion neural, por lo que el estudio deberia complementarse evaluando

la presencia y cambio del resto de FTs mencionados.

Por otra parte, debido a que no fue posible identificar la expresion mediante
inmunohistoquimica de neurofilamento en los controles, no pudieron ser evaluada la
conformacion de las terminaciones nerviosas, pero si pudo ser identificado diferencias en las
fibras musculares mostrando cambios en los receptores de acetilcolina que involucran un
aumento en el area que abarca la placa terminal motora como también una disminucion en la
intensidad de la sefial fluorescente asociada a los receptores. Estos cambios cuando se observan
en murinos corresponden a denervacion y pérdida de la funcion en la unién neuromuscular
(Deschenes et al., 2010; Guzzini et al., 2008).

Ante la dificultad de observar los axones motores, la falta de movimiento en los
embriones no se puede asegurar que corresponda a una denervacién. En Xenopus laevis, parece
existir una relacion directa entre el desarrollo del SNC y el desarrollo normal del patron
muscular (Herrera-Rincon et al., 2017), por lo que la alteracion durante la formacion de este
podria repercutir, expresando los resultados obtenidos en las fibras musculares de los embriones
tratados con ivermectina. Sin embargo, estos estudios son llevados a cabo durante periodos mas
largos y el uso de otras drogas ademas de ivermectina (Lobikin et al., 2015). La presencia de
vacuolas sugiere que podria presentarse un fenomeno similar a la enfermedad de Danon, en la
que ocurre una disfuncion en el proceso de autofagia asociada a los lisosomas, causando atrofia
y vacuolizacién en las fibras musculares (Fanin et al., 2008). Adicionalmente, se aprecian
diferencias en los micronucleos musculares de los embriones, si bien en humanos parece no
importar la forma de los nucleos en las fibras musculares esqueléticas, en roedores se considera

que los miondcleos en fibras de contraccion rapida son elipticos y multinucleados (Qaisar &
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Larsson, 2014), como los expresados en los embriones tratados con ivermectina (Fig. 16),
mientras que en los controles presentan solo un nucleo por fibra, con una apariencia mas
redondeada, tipica de mionUcleo perteneciente a fibra de contraccion lenta como los que se
presentan en pez cebra (Liew et al., 2008; Roy et al., 2001). Debido a que la ubicacion del
receptor es incierta, esto ultimo podria estar relacionado con una alteracion en las celulas
precursoras de musculo estriado posiblemente dependientes de P2X4 durante neurulacion

pertenecientes al tejido mesodermal el embridn.

En resumen, el desarrollo de esta tesis permitié demostrar la expresion de P2X4 en
Xenopus laevis durante neurulacion, sugiriendo que los efectos que produce ivermectina
durante esta etapa, ocurren debido a la modulacion de receptores purinérgicos P2X4, que fueron
evaluados a través de herramientas bioinformaticas. Se caracterizo la pigmentacion,
movimiento, cambios en las estructuras observables de la union neuromuscular y tipo de
nucleacion en lo renacuajos a causa de IVM. En relacién a nuestra hipdtesis, esta seria
rechazada, debido a que no se encontraron diferencias significativas en la expresion de factores
de transcripcién mencionado. Por ello, nuestros resultados establecen un mecanismo de accion
para los efectos de IVM a través de la alteracion de concentraciones de calcio por la modulacion
de los receptores P2X4, fortaleciendo la hipétesis de la existencia de sefializacidn purinérgica

durante la embriogénesis.
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