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RESUMEN

La neurulacion es un proceso crucial en la formacion del sistema nervioso central (SNC),
y corresponde a uno de los primeros eventos de desarrollo embrionario en vertebrados
(3" semana de gestacion en humanos y 14,5 a 21,5 horas en Xenopus laevis). Este proceso
comienza con el plegamiento y fusion de la placa neural que dara lugar a la formacion de
tubo neural y posterior desarrollo del cerebro y medula espinal, involucrando procesos
como la migracion y proliferacion celular. Alteraciones en este proceso generan defectos

del tubo neural (DTN), los que pueden ser causados por factores ambientales y genéticos.

Las conexinas (Cxs) son una familia de 21 proteinas transmembrana que forman
hemicanales (HCs) y uniones comunicantes (gap junction) en vertebrados. Varios
estudios han demostrado la participacion de hemicanales en la comunicacion celular
permitiendo la liberacion de ATP, glutamato y NAD®", moléculas que regulan la
migracion celular y estabilizan la transmision sinéptica. Por otro lado, se ha demostrado
que cambios en el estado de fosforilacion y/o cambios en el potencial redox intracelular
activan la apertura de hemicanales en diferentes tipos celulares. Algunas Cxs (Cx46,
Cx43, Cx32 y Cx26) han sido asociadas a procesos de proliferacion, migracion y
diferenciacion en diferentes etapas de desarrollo, sugiriendo una participacion dindmica
de estas proteinas durante el desarrollo del SNC. La hipdtesis de esta tesis pretende
elucidar si los hemicanales formados por conexinas (ej., GJa3/GJB1) participan en la
liberacion de ATP desde células de la placa neural durante el proceso de neurulacion en

Xenopus laevis.

Los datos obtenidos en esta tesis permiten demostrar: (i) la presencia relevante de Cx46,
Cx32, en estadios de neurulacion y que su bloqueo farmacoldgico con CBX y ENX

ocasiona defectos en el cierre del tubo neural (DTN). (ii) Las Cxs son funcionales como
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hemicanales y participan en la liberacion de ATP, y su apertura es regulada
transitoriamente por FGF2 y/o potenciales redox intracelulares (DTT), desencadenado
potencialmente la activacion de la sefializacion purinérgica. Por ultimo, a través de
estudios in silico se determin0 dos posibles sitios (sitio N y sitio E) de interaccion entre
Cx46/CBX y Cx46/ENX, los cuales se localizan en los dominios N-terminal y EL2 sitos
altamente conservados entre las distintas isoformas de Cxs. Con este trabajo de tesis se
genera una aproximacion del rol de los hemicanales de Cxs y los mecanismos moleculares
involucrados en su apertura durante el proceso de neurulacion, y que en este caso
involucran la regulacion de la via de sefalizacion de FGF2, potenciales redox
intracelulares y eventualmente la sefializacion purinérgica. Proponemos que, los
hemicanales de Cxs regulan la liberacion de ATP y eventualmente otras moléculas como
glutamato en el proceso de neurulacion y que su bloqueo farmacologico participa en la
generacion DTN, que serian ocasionados por alteraciones en la sefializacion purinérgica

y/o glutamatérgica.
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SUMMARY

Neurulation is a crucial process in the formation of the central nervous system (CNS),
and corresponds to one of the first events of embryonic development in vertebrates (3rd
week of gestation in humans and 14.5 to 21.5 hours in Xenopus laevis). This process
begins with the folding and fusion of the neural plate that will lead to the formation of the
neural tube and subsequent development of the brain and spinal cord, involving processes
such as cell migration and proliferation. Alterations in this process generate neural tube

defects (NTDs), which can be caused by environmental and genetic factors.

Connexins (Cxs) are a family of 21 transmembrane proteins that form hemichannels
(HCs) and gap junctions in vertebrates. Several studies have demonstrated the
participation of Cxs as HCs in cellular communication, allowing the release of ATP,
glutamate, and NAD +, molecules that regulate cell migration and stabilize synaptic
transmission. Furthermore, it has been demonstrated that changes in the phosphorylation
state and/or changes in the intracellular redox potential induce hemichannel opening in
different cell. Some Cxs (Cx46, Cx43, Cx 32 and Cx26) have been associated with
processes of proliferation, migration, and differentiation at different developmental
stages, suggesting a dynamic participation of these proteins during the development of
the CNS. The hypothesis of this thesis aims to elucidate whether the hemichannels formed
by connexins (e.g., GJa3/GJB1) participate in the release of ATP from cells of the neural

plate during the neurulation process in Xenopus laevis.

The data obtained in this thesis allow to demonstrate: (i) the relevant presence of Cx46,
Cx32, in neurulation stages and that its pharmacological blockade with CBX and ENX
causes NTDs. (ii) Cxs are functional as HCs and participate in the release of ATP, and

their opening is transiently regulated by FGF2 and/or intracellular redox potential (DTT),
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triggering potentially the activation of the purinergic signaling. Finally, through in silico
studies, two possible sites (N site and E site) of interaction between Cx46/CBX and
Cx46/ENX were determined, which are in the N-terminal and EL2 domains, highly

conserved sites between the different isoforms of Cxs.

This thesis work generates an approximation of the role of Cx as hemichannels and the
molecular mechanisms involved in their opening during the neurulation process, and that
in this case involves the regulation of the FGF2 signaling pathway, intracellular redox
potential and eventually purinergic signaling. We propose that HCs-Cxs regulates the
release of ATP and eventually the release of other neurotransmitters such as glutamate in
the neurulation process, and its pharmacological blockade participates in the generation
of NTDs, what would be caused by alterations in purinergic and/or glutamatergic

signaling.
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. INTRODUCCION

1. Neurulacion

La formacion del sistema nervioso central (SNC) comienza muy temprano en el
desarrollo embrionario, a través del proceso denominado neurulacion. En vertebrados,
este proceso morfogenético es complejo y requiere la coordinacion de diversos eventos
celulares y moleculares, los cuales derivan en la formacion del tubo neural (Wilde,
Petersen, & Niswander, 2014). Por lo anterior, la generacién de esta estructura
(Karfunkel, 1974; G. Schoenwolf, 1982; G. C. Schoenwolf & Smith, 1990) corresponde
a uno de los primeros eventos asociados al desarrollo normal del SNC (Gilbert & Singer,
2000). Este proceso es altamente conservado entre vertebrados como anfibios y humanos,
llevandose a cabo entre las 14,5-21,5 horas post fertilizacion (hpf, estadios 12,5-20) en

Xenopus laevis (www.xenbase.org) (Karimi et al., 2018) y entre los dias 20-28 en

humanos (Estadios de Carnegie, CS 9-13, (O'Rahilly & Miller, 2007)). La formacion del
tubo neural involucra la participacion del ectodermo neural y de algunos tejidos
circundantes como el ectodermo no neural, el mesodermo y la notocorda, varios de los
cuales se formaron en etapas previas, como la gastrulacién (Nikolopoulou, Galea, Rolo,
Greene, & Copp, 2017). Dentro de las sefializaciones que participan en el proceso de
formacion del tubo neural, destacan las vias activadas por Wnt y la sefializacion mediada
por BMP (de sus siglas en inglés Bone Morphogenetic Proteins). Estas y otras moléculas
regulan eventos celulares esenciales para el cierre del tubo, como la polaridad celular
planar, extension convergente, constriccién apical y la formacion, aposicion y fusion de
los pliegues neurales (Reichert, Randall, & Hill, 2013). Existen dos mecanismos para

convertir la placa neural plana, en un tubo neural:


http://www.xenbase.org/

A. En la neurulacién primaria, el ectodermo original se divide en tres conjuntos de
células: (1) El tubo neural posicionado internamente, que dard comienzo al
desarrollo del cerebro y parte superior de la médula espinal. (2) La epidermis
posicionada externamente (ectodermo no-neural) y (3) las células de la cresta
neural, las cuales se forman en la region que conecta el tubo neural y la epidermis.
Estas células dan origen a las neuronas periféricas, las glias, las células
pigmentarias de la piel, entre otras (Gilbert & Singer, 2000; Sokol, 2016).
Finalmente, las células que rodean a la placa neural promueven la proliferacion
de estas ultimas, su invaginacion y su separacion de la superficie por fusion de los
pliegues neurales, para formar un tubo hueco (Eibach, Moes, Hou, Zovickian, &
Pang, 2017). De esta forma se dara origen a dos capas epiteliales: el ectodermo
superficial y el tubo neural (Colas & Schoenwolf, 2001; Copp, Greene, &

Murdoch, 2003).

B. Laneurulacion secundaria, se genera en la parte posterior del embrién y desarrolla
la parte complementaria de la médula espinal. En este mecanismo el tubo neural
se produce a partir de la union de células mesenquimaticas para formar un cordén
solido que posteriormente se ahueca. Esta canalizacion del epitelio crea el tubo
neural secundario, cuyo lumen es continuo con el tubo neural primario (Eibach et
al., 2017). De esta manera, el tubo neural completo se forma por la unién de estos
dos tubos formados separadamente (Figura 1). Si el cierre no se completa, el
neuroepitelio (placa neural) permanece expuesto al medio externo y estara sujeto
a degeneracion y/o a muerte de los precursores neuronales (Defectos del tubo

neural) (Greene & Copp, 2014).
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Figura 1. Esquema de formacion del tubo neural.

Etapas principales del cierre del tubo neural. A. La placa neural consta de dos capas: capa
superficial y capa profunda. La placa se encuentra entre la epidermis (ectodermo no-
neural). La linea punteada muestra el eje central del plegamiento. Las flechas indican el
sentido de la migracion latero-medial. B. La constriccion apical conduce al plegamiento
de la placa neural. NC: Cresta neural (por sus siglas en inglés neural crest) poblacion de
células pluripotentes y migratorias. C. Los pliegues neurales se fusionan en el tubo neural
y el tubo neural se alarga debido a las intercalaciones celulares radiales y medio laterales.
Extraido de (Sokol, 2016).



2. Defectos del tubo neural

Los defectos del tubo neural (DTN) son una de las malformaciones de nacimiento
mas comunes a nivel mundial, presentando una prevalencia de 1 por 1000 embarazos
establecidos y corresponde al segundo grupo mas comun de defectos de nacimiento,
después de los defectos congénitos cardiacos (Seidahmed et al., 2014). El cierre alterado
del tubo neural conlleva a una degeneracion in Utero del tejido nervioso expuesto. En
relacién con la localizacion y severidad de la apertura, estos defectos podrian causar
letalidad perinatal o deficiencia neuroldgica severa en individuos que sobrevivan. La
anencefalia y la espina bifida corresponden a las malformaciones mas habituales (Copp
& Greene, 2010; Stottmann, Berrong, Matta, Choi, & Klingensmith, 2006). Los defectos
que aparecen en zonas craneales se conocen como anencefalias, condicion caracterizada
por la ausencia de bdveda craneal y defectos severos en los hemisferios cerebrales.
Concordante con lo anterior, los defectos que se exhiben en la porcion caudal del tubo
neural se denominan mielomeningoceles (espina bifida) (Wallingford, Niswander, Shaw,

& Finnell, 2013) (Figura 2).
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Figura 2. Representacion esquematica formacion del tubo neural humanoy DTN.

A. Imagenes sucesivas que muestran el cierre del tubo neural en un embrién humano.
Inicialmente, el SNC es una lamina plana; los pliegues neurales se elevan para cerrar el
tubo neural. B. Las secciones transversales ilustran regiones cerradas (enmarcada roja) y
abiertas (enmarcada verde) del tubo neural. C. Defectos del tubo neural. Extraido de
(Wallingford et al., 2013).

Las causas identificadas de DTN son mdltiples, siendo estas, tanto genéticas como
ambientales (Blom, 2009; Cabrera, Hill, Etheredge, & Finnell, 2004; Detrait et al., 2005;
Lee & Gleeson, 2020). Posiblemente, cada factor por separado no es suficiente para
alterar el proceso de neurulacién, sin embargo, en conjunto pueden producir un efecto
sinérgico que lleva a la aparicion de un fenotipo alterado (Avagliano et al., 2019). En los
factores ambientales descritos, podemos mencionar, la diabetes mellitus, la obesidad
materna, el uso de drogas antiepilépticas en el embarazo, la hipertermia y el déficit
nutricional de folato (Avagliano et al., 2019; Blom, 2009). Ademas, genéticamente se ha

postulado que al menos unos 300 genes participan en el proceso de formacion del tubo



neural (Nikolopoulou et al., 2017). De ellos, solo un pequefio nimero ha sido estudiado

y relacionado directamente con la aparicion de DTN en humanos (Avagliano et al., 2019).

Asociado a lo anterior, se hace relevante estudiar los mecanismos moleculares y celulares,
atraveés, de los cuales la placa neural se pliega y fusiona para dar comienzo a la formacion
del tubo neural. Estos mecanismos podrian cumplir un rol importante en el desarrollo de
ciertas patogénesis embrionarias de DTN, pero también, al desarrollo e implementacién
de métodos de prevencion de DTN. Sin embargo y pese a la importancia clinica de estas
afecciones, la predisposicion genética, las causas moleculares y celulares que subyacen a

estos defectos siguen siendo poco comprendidas (Wallingford et al., 2013).



3. Neurotransmisores durante el desarrollo temprano del Sistema Nervioso

El proceso de formacién del tubo neural implica diversos procesos celulares, como
cambios en la forma de células de la placa neural, migraciéon y proliferacion celular
(Wallingford et al., 2013). Ademas, intervienen sefializaciones moleculares, como las
reguladas por Wnt, BMP, FGFs (de sus siglas en inglés fibroblast growth factors) entre
otras (Bottcher & Niehrs, 2005; Hébert, 2011; Reichert et al., 2013; Thisse & Thisse,
2005). Estos mecanismos moleculares y celulares regulan procesos esenciales para el
cierre del tubo neural, como la extension convergente y formacion, aposicion y fusion de
los pliegues neurales (Hébert, 2011; Nikolopoulou et al., 2017; Yamaguchi & Miura,

2013).

Adicionalmente, se ha descrito que los neurotransmisores (NTS) participan en eventos
tempranos durante el desarrollo neural, como en la proliferacion celular de precursores
neurales (Represa & Ben-Ari, 2005), la diferenciacion y migracion celular (Borodinsky
et al., 2003; Jansson & Akerman, 2014; Spitzer, 2006; Zimmermann, 2006) y la
proliferacion y migracion orientada de precursores neuronales de la placa neural
(Sequerra, Goyal, Castro, Levin, & Borodinsky, 2018). Lo anterior, demuestra que los
NTSs serian actores relevantes en este proceso, sin embargo, su participacion especifica en

el proceso de neurulacién no ha sido analizada en detalle.

El glutamato y el ATP son NTs que modulan la transmision sinéptica. El glutamato es el
principal neurotransmisor excitatorio del SNC y participa activamente en funciones
conductuales como la memoria y el aprendizaje (Jansson & Akerman, 2014; Mattson,
2008). La sefializacién de glutamato activa receptores ionotropicos (canales idnicos
dependientes de ligando) como el receptor AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol

propidénico), el receptor NMDA (N-metil-D-aspartato) y el receptor KA (kainato); y



receptores metabotrépicos acoplados a proteina G (mGIluR1-mGIuRg) (de sus siglas en
inglés, metabotropic glutamate receptor) (Jansson & Akerman, 2014; Lujan, Shigemoto,
& Lopez-Bendito, 2005). Durante procesos de neurodesarrollo, se ha demostrado que el
glutamato participa en la proliferacion de neuroblastos corticales, neuroblastos estriatales
en el telencéfalo (Luk & Sadikot, 2004) y de células de la zona subventricular (Song et
al., 2017). En el hipocampo embrionario y postnatal de ratas, la liberacién no vesicular
de glutamato regula la migracién celular de neuronas inmaduras (Manent et al., 2005), lo
que sugiere una liberacion de glutamato independiente del complejo SNARE (por sus
siglas en inglés soluble N-ethylmaleimide sensitive factor attachment protein receptor).
Se ha observado la generacidon de corrientes idnicas en las neuronas en maduracion,
incluidas las neuronas sin sinapsis funcionales, de este modo se puede evidenciar una
comunicacion paracrina, similar a Wnt, FGFs y BMP, en una etapa temprana de
desarrollo (Manent et al., 2005). Adicionalmente se han descrito transmisién por volumen
(Kula, Chen, & Kukley, 2019) y sinapsis en cancer (Barria, 2019). En el proceso de
neurulacion, se han identificado transcritos (ARNm) involucrados en la neurotransmision
vesicular de glutamato, como el transportador vesicular de glutamato (VGIuT1, por sus
siglas en inglés vesicular glutamate transporter), la proteina de membrana asociada a
vesicula (VAMPL de sus siglas en inglés vesicle associated membrane protein 1) y la
proteina SNAP25 asociada a sinaptosoma (SNAP25 por sus siglas en inglés synaptosomal
associated protein 25kDa) (Root, Velazquez-Ulloa, Monsalve, Minakova, & Spitzer,

2008; Sequerra et al., 2018).

Por su parte, el ATP es un neurotransmisor y un neuromodulador (Abbracchio,
Burnstock, Verkhratsky, & Zimmermann, 2009; Boison, 2008; Zimmermann, 2006) que
actia mediando diversas respuestas fisioldgicas y patoldgicas en el SNC adulto como,

efectos troficos sobre las neuronas y las células gliales, incluidas la proliferacion celular,



la diferenciacion celular y el crecimiento axonal. Adicionalmente el ATP se ha asociado
a la sintesis y liberacion de factores troficos como el factor de crecimiento de fibroblastos
2 (FGF2 de sus siglas en inglés fibroblast growth factor), el factor de crecimiento nervioso
(NGF del inglés nerve growth factor) y la neurotrofina 3 (Cheung, Chan, & Burnstock,
2005; Liu, Hashimoto-Torii, Torii, Haydar, & Rakic, 2008; Zimmermann, 2006). Se ha
sugerido que la comunicacién celular a través de nucleotidos involucra interacciones
moleculares y mecanismos de sefalizacion celular. La cascada de sefalizacion
purinérgica activa la fosfolipasa C, la cual hidroliza el fosfatidilinositol bifosfato (PIP2
del inglés phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate), generando como sustrato el segundo
mensajero inositol trifosfato (IPs, de sus siglas en inglés inositol 1,4,5-triphosphate),
activando la liberacion Ca?* de los depoésitos citoplasmicos sensibles a IPs (IP3R),
incrementando la concentracion de Ca?* intracelular [Ca?*]i. El incremento de [Ca?'];
modula la propagacién intercelular de ondas de calcio, las cuales desempefian un rol
importante en el desarrollo embrionario y formacion del tubo neural (Webb & Miller,

2003).

El ATP puede ser almacenado y co-liberado con NTs como GABA (4cido gamma
butirico), glutamato y noradrenalina (Cheung et al., 2005). La sefializacion de este
neurotransmisor actla a través de receptores ionotrépicos P2X activados por ligando
(P2X1-7) y receptores acoplados a proteinas G, P2Y (P2Y1,246811.121314) (Abbracchio et
al., 2009; Zimmermann, 2006). Se ha demostrado la presencia de estos NTs en estadios
tempranos de desarrollo (Burnstock & Dale, 2015; Lujan et al., 2005; Root et al., 2008;
Zimmermann, 2006). Con relacion a la sefializacion de ATP (purinergica), se ha descrito
la participacion de los receptores P2X», P2X3, P2X4, P2Xs, P2Xs, P2X7, P2Y1, P2Ysy la
eNTPDasa-2 enzima encargada de hidrolizar nucledsidos tri y difosfato; los cuales

modulan la sefializacion de ATP en el proceso de neurulacion, la neurogenesis



embrionaria temprana y desarrollo cerebral en ratas (Bogdanov, Dale, King, Whittock, &

Burnstock, 1997; Burnstock & Dale, 2015; Cheung et al., 2005; Massé & Dale, 2012).

Existe evidencia que sugiere un mecanismo de sefializacion mediado por glutamato y
ATP previo a la formacion de la comunicacion sinaptica (sinaptogénesis) (Bogdanov et
al., 1997; Burnstock & Dale, 2015; Cheung et al., 2005; Sequerra et al., 2018). El
mecanismo clésico de liberacion de estos NTs es a través de vesiculas sinapticas, las
cuales concentran estas moléculas, por transportadores especificos VGLUT (SLC17A6-
8) y VNUT (SLC17A9, transportador vesicular de nucle6tidos), para luego fusionarse con
la membrana plasmaética y liberar su contenido al espacio sinaptico (Larsson et al., 2012;
Sawada et al., 2008; Sudhof, 2004). Sin embargo, se ha descrito otro mecanismo
alternativo de liberacion en el cual participa una familia de proteinas llamadas conexinas
(Belousov, 2012; Mayorquin, Rodriguez, Sutachan, & Albarracin, 2018; Orellana et al.,
2011; Stout, Costantin, Naus, & Charles, 2002; Weissman, Riquelme, lvic, Flint, &

Kriegstein, 2004; Ye, Wyeth, Baltan-Tekkok, & Ransom, 2003).

Debido a que, se desconoce si el mecanismo de liberacion vesicular estd o no presente
durante la neurulacion, es importante dilucidar si el mecanismo mediado por conexinas

participaria en la sefializacion de estos neurotransmisores.
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4. Conexinas Cxs

En vertebrados, las células establecen interacciones funcionales y estructurales
que son esenciales para el funcionamiento de tejidos y érganos. Las conexinas (Cxs) y
panexinas (Pxs) son proteinas presentes en las uniones intercelulares y se ensamblan en
forma de hexameros para formar un hemicanal, también conocido como conexon o
panexdn; este hemicanal se organiza en dominios que atraviesan la membrana celular
(dominios transmembrana TMs) (Barbe, Monyer, & Bruzzone, 2006; Evans, De Vuyst,
& Leybaert, 2006; Goodenough & Paul, 2003; Kumar & Gilula, 1996; Penuela, Gehi, &
Laird, 2013; Willecke et al.,, 2002). Los hemicanales de conexinas, (inexinas en
invertebrados), no asi de panexinas, unen el citoplasma de dos células contiguas,
formando canales intercelulares cuya funcién es permitir la transferencia directa de
metabolitos e iones de bajo peso molecular (<1 kDa), incluidos Ca?*, K*, Na*, segundos
mensajeros como adenosin monofosfato ciclico (AMPc), inositol trifosfato (IP3), ATP y
Glu. Estas moléculas, pueden moverse bidireccionalmente a traves de estos canales, pero
el paso de proteinas y acidos nucleicos es limitado (Axelsen, Calloe, Holstein-Rathlou,
& Nielsen, 2013; Goodenough & Paul, 2009; Kumar & Gilula, 1996; Oyamada,
Oyamada, & Takamatsu, 2005). Las conexinas participan en procesos de propagacion y
amplificacion de cascadas de sefializacién que tienen como resultado el crecimiento y
desarrollo celular, entre otras funciones (Aasen, Johnstone, Vidal-Brime, Lynn, & Koval,

2018; Axelsen et al., 2013).

Las Cxs estan formadas por nueve dominios, cuatro dominios transmembrana: TM1,
TM2, TM3 y TM4; un dominio N-terminal (NT); un dominio C-terminal (CT); dos
dominios extracelulares hidrofilicos (loops LE1y LE2) y un loop intracelular LI (Figura
3). Los cuatro dominios hidrofobicos que atraviesan la membrana y los LE1 y LE2
contienen residuos o sustituciones conservadas entre las diferentes Cxs, mientras, los

11



dominios citoplasmaticos (LI y CT) presentan menor homologia entre las diferentes Cxs.
Por su parte, el CT es el dominio més variable tanto en longitud como en su composicion
de aminodcidos (Bai, 2016; Beyer, Lipkind, Kyle, & Berthoud, 2012; Bosone, Andreu,
& Echevarria, 2016; Laird, 2006). Un andlisis detallado de la composicién aminoacidica
de las conexinas muestra una similitud del ~50%, mientras que su distribucién en los
tejidos de un organismo es especifica, siendo la conexina-43 (Cx43) la mas ampliamente
distribuida en al menos 35 tejidos, que abarcan tipos celulares que incluyen
cardiomiocitos, queratinocitos, astrocitos, oligodendrocitos, tanicitos, células
endoteliales, células madre embrionarias y células de musculo liso (Goodenough & Paul,

2009; Huettner et al., 2006; Laird, 2006; Recabal et al., 2018; Ye et al., 2003).

Los hemicanales estan constituidos por seis Cxs, distribuidas de forma hexagonal con un
poro central. La familia de las Cxs en humanos estd formada por 21 integrantes (Tabla
1), por lo que los hemicanales pueden estar formados por una misma Cx, denominado
hemicanal homomeérico, o por diferentes tipos, heteromérico. Adicionalmente, este puede
unirse con otro hemicanal de la célula contigua idéntico a él, formando un canal
homotipico, 0 a un hemicanal con una composicién diferente a la suya, formando un canal
heterotipico (Bai, 2016; Bai, Yue, & Aoyama, 2018; Barbe et al., 2006; Goodenough &
Paul, 2009; Koval, Molina, & Burt, 2014; Kumar & Gilula, 1996) (Figura 3). Las Cxs se
pueden denominar segln su peso molecular (de 23 a 62 kDa) o de acuerdo con su
similitud de secuencia y la longitud de los dominios citoplasmaticos dividiéndose en

cinco subgrupos: a, B, v, 0 y € (Tabla 1).
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Tabla 1. Nomenclatura de conexinas y sus simbolos genéticos.

Homo sapiens Xenopus laevis
Grupo Nombre Proteina  Simbolo Gen Nombre Proteina  Simbolo Gen
Cx43 Glal Cx43 Glal
Cx46 Glo3 Cx46 Glo3
Cx37 Glo4 Cx37/Cx41 Glo4
a Cx40 Gla5 Cx40 Glas
Cx50 Glag Cx50 Gla8
Cx59/ Cx58 GJa9 Cx59 GJa9
Cx62 GJal10 Cx62 GJal0
Cx32 GJB1 Cx32/Cx30 GJB1
Cx26 GJB2 Cx26/Cx29 GJB2
Cx31 GJB3 Cx31 GJB3
B Cx30.3 GIp4 GIp4
Cx31.1 GIB5 Cx31.1 GIpS
Cx30 GJIp6
Cx25 GIp7 Cx25/Cx28.6 GIp7
Cx45 Gly1/Gla7 Cx45/Cx43.4 Gly1/Gla7
y Cx47/Cx46.6 GJy2/Glal2 Cx46.6 Gly2
Cx30.2 GJy3
Cx36 GJ32 Cx36 GJ32
5 Cx31.9/ Cx30.2 GJ83/ Glall GJ33
Cx40.1 GJo4 Cx40.1 GJo4
€ Cx23 Glel Cx23 GJel/Gly3

Tabla modificada de la version de (Bai, 2016; Bai et al., 2018). La nomenclatura oficial de los nombres de

los genes esta disponible en: http://www.genenames.org / http://www.xenbase.org/
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Figura 3. Representacion estructural de conexinas, hemicanales y formacion de

gap junctions (GJ).

A. Representacion estructural de dominios de una Cx en la membrana plasmatica celular.
La Cx presenta cuatro dominios hidrofébicos transmembrana (TM) (verde), dos dominios
extracelulares LE (morado) y tres dominios citosolicos: un N-terminal conservado (NT)
(azul), un bucle citoplasmatico variable (L1) y un C-terminal CT (rojo). Extraido de
(Bosone et al., 2016). B. Tipos de hemicanal Cxs. Homomérico (misma Cx) y
heteromérico (diferentes Cxs). Modelo hemicanal lateral y frontal Cx46 (ID 6MHQ). C.
Tipos de canales de unién gap. Homomérico-homotipico (hemicanales y canales
conformados de la misma Cx). Canal homomeérico-heterotdpico (hemicanal conformado
por la misma Cx, canal conformado por dos tipos de Cxs). Canal heteromérico-
heterotipico (hemicanales conformados por diferentes Cxs). Gap junction Cx46 (ID
6MHQ). D. Compatibilidad funcional para formar GJ de las 10 Cxs mas estudiadas. Las
Cxs se dividieron en dos grupos. Grupo 1: incluye Cx26, Cx32, Cx30, Cx46 y Cx50, y el
grupo 2 contiene Cx30.3, Cx37, Cx40, Cx43 y Cx45. Con pocas excepciones, las
conexiones del mismo grupo (intragrupo) (morado) son compatibles para formar un canal

funcional (+). Sin embargo, GJ heterotipicos (Inter grupo) (azul) son generalmente
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incapaz de formar canales GJ funcionales (-). Por ejemplo, la Cx46 puede formar GJ
heterotipicos con todas las Cxs del grupo 1, Cx26, Cx30, Cx32 y Cx50, pero no puede
formar GJ heterotipicos con la Cx40 y Cx45 del grupo 2. Extraido de (Bai & Wang, 2014;
Bai et al., 2018).

La composicién de cada Cx en el hemicanal le confiere caracteristicas especificas como
permeabilidad selectiva a diferentes moléculas. En la revision de (Harris, 2007), se
evidencia la permeabilidad de la Cx26, Cx30, Cx32 y Cx43 a ATP, IP3, Glu, AMPc,
NAD™" y glucosa. En 2008 (Kanaporis et al., 2008), demostraron que la permeabilidad de
los hemicanales de Cx43 a AMPc es 3.2 veces mayor que en los compuestos por Cx26 y
5.2 veces mayor que los canales compuestos por Cx40. Luego, estos resultados se
compararon con datos andlogos para el flujo de LY (lucifer yellow), molécula
fluorescente que normalmente no ingresa a la célula por su naturaleza hidrofilica, pero
ingresa por hemicanales debido a su bajo peso molecular (442.3 Da) (Hanani, 2012). Esta
molécula, muestra la misma tendencia cualitativa, pero permeabilidades por canal mas
bajas que las de AMPc. La permeabilidad de los hemicanales (estado abierto) depende
posiblemente de las interacciones entre los aminoacidos internos o cercanos al poro y de
las moléculas que atraviesan el poro, asi como del tamafio relativo de dichas moléculas y
el didmetro del poro Cx43 > Cx32 > Cx26 = Cx26/Cx32 > Cx37 > Cx46 > Cx40 (Harris,

2007; Kanaporis et al., 2008).
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Cada tipo celular expresa Cxs especificas que pueden variar acorde a la etapa del

desarrollo:

Cx43 y Cx46 forman uniones comunicantes (gap junction) en la migracion

temprana de células de la cresta neural (CCN) (Bannerman et al., 2000).

Cx26 y Cx43 se expresan durante la neurogénesis temprana, estas aumentan y
luego disminuyen a medida que la neurogénesis se completa, mientras que, Cx32
y Cx43 se expresan durante todo el desarrollo del cerebro y edad adulta

(Nadarajah, Jones, Evans, & Parnavelas, 1997).

En el desarrollo embrionario Cx26, Cx43 y Cx45 se expresan en la zona
ventricular (ZV) de los ventriculos laterales, en esta zona se encuentran los
precursores neurales (PNs) y glias radiales (Bittman & LoTurco, 1999; Weissman
et al., 2004). En la neurogénesis tardia, Cx45 modula la proliferacién de PNs en

la zona subventricular posnatal (ZSV) (Khodosevich et al., 2012).

Cx26, Cx31.1, Cx32, Cx36, Cx37, Cx43, Cx45, Cx47, presentan diferentes
patrones de expresion en el desarrollo cerebral, principalmente en cambios
relacionados a patrones espaciotemporales de la neurogénesis y gliogénesis
embrionaria y posnatal temprana. En la zona subgranular del hipocampo se
encontraron PNs que expresaban Cx26, Cx30, Cx37, Cx40, Cx43 y Cx45, las
cuales presentan una cambiante expresion dinamica en el transcurso del

compromiso neuronal (Swayne & Bennett, 2016).
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5. Regulacién de hemicanales

Las conexinas pueden generar hemicanales, los cuales permanecen en la
membrana citoplasmatica sin formar union intercelular (Goodenough & Paul, 2003). Se
ha demostrado que a través de estos hemicanales pueden liberarse moléculas como ATP,
Glu, glutation, prostaglandina E2 y NAD+, que actlan como mensajeros
autocrinos/paracrinos (Evans et al., 2006; Goodenough & Paul, 2003; Harris, 2007;
Orellana et al., 2011; Stout et al., 2002; Séez et al., 2010; Ye et al., 2003). El Glu y el
ATP juegan un papel importante para el correcto funcionamiento celular el cual requiere
condiciones especificas como pH, temperatura y fuerza iénica. Lo anterior implica que
cualquier alteracion de estas condiciones puede generar consecuencias en la fisiologia

para las células.

Debido a su baja selectividad y gran didmetro de poro, en células en reposo, los
hemicanales presentan baja probabilidad de apertura, pero ésta aumenta a través de
desfosforilaciones, baja concentracion de Ca?" externo (Stout et al., 2002), estimulos
mecanicos, potenciales de membrana positivos y disminucion del potencial redox de la
célula (Pogoda, Kameritsch, Retamal, & Vega, 2016; Mauricio Antonio Retamal, 2014;
Saez, Retamal, Basilio, Bukauskas, & Bennett, 2005). También responden a UTP
extracelular (Cotrina et al., 1998), estimulos patoldgicos, como la inhibicion metabdlica
e isquemia/reperfusion que aumenta la permeabilidad de la membrana celular a través de
los hemicanales (John, Cesario, & Weiss, 2003). Luego, incrementos en la concentracion
Ca?* citosolico (De Vuyst et al., 2007; Stout et al., 2002), permitiendo la liberacion de
ATP, Gluy Ca?* al medio extracelular. También, en estado abierto los hemicanales captan
moléculas como bromuro de etidio, DAPI, yoduro de propidio, calceina y lucifer yellow

(LY), moléculas de alta fluorescencia y bajo peso molecular (<1 kDa), adecuadas para
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detectar hemicanales funcionales. (Eckert, 2006; Ek-Vitorin & Burt, 2013; Elfgang et al.,

1995; Stout et al., 2002; Séez et al., 2005; Ye et al., 2003).

El paso de estos trazadores fluorescentes puede suceder a través de uniones comunicantes
y/o hemicanales. La captacion de estas moléculas desde el espacio extracelular puede ser
modulada por blogueadores farmacoldgicos (Willebrords, Maes, Yanguas, & Vinken,
2017). Existen algunas drogas que poseen la capacidad de bloquear la funcionalidad de
las conexinas como carbenoxolona (CBX), enoxolona (ENX), octanol, heptanol y acido
flumenamico (Willebrords et al., 2017). Sin embargo, no existen drogas especificas que
posean la capacidad de bloquear o modular diferencialmente a las conexinas descritas.
Para superar este inconveniente se han utilizado péptidos pequefios (7-10 aminoécidos)
(Willebrords et al., 2017), los cuales han sido disefiados a partir de la secuencia
aminoacidica primaria de estas. Los péptidos mas utilizados corresponden a Gap 26,
Gap27 y Gapl9 que han sido disefiados a partir de los loops LE1, LE2 y LI de Cx43, que
han mostrado ser capaces de bloquear la actividad de Cx43 como hemicanal (Gapl9) y
como gap junctions (Gap26 y Gap27) (Willebrords et al., 2017). Si bien es cierto que se
ha mostrado la eficiente accion inhibidora de drogas y péptidos, se desconoce cOmo estos
estarian modulando la accion de las conexinas. Por lo cual, en este trabajo mediante
herramientas bioinformaticas (docking molecular) se estudié el mecanismo de interaccion

entre CBX/ENXy las Cxs de nuestro interés.

La apertura de los hemicanales puede ser regulada por potenciales redox (Evans et al.,
2006; Pogoda et al., 2016; Mauricio Antonio Retamal, 2014; Mauricio A Retamal,
Schalper, Shoji, Bennett, & Saez, 2007; Saez et al., 2010) y factores de crecimiento de
fibroblastos (FGFs de sus siglas en inglés fibroblast growth factors) (De Vuyst et al.,

2007; Garré et al., 2010; Recabal et al., 2020; Schalper et al., 2008; Schalper et al., 2012;
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Séez et al., 2010). Los cambios en el potencial redox es uno de los mecanismos de control

mas amplio de los canales ionicos tanto en condiciones fisioldgicas como patoldgicas.

Varios canales ionicos estan regulados por una o mas moléculas oxidantes o reductoras,
incluyendo Cxs. Entre estas moléculas se encuentran: NO, CO, H.O», DTT (de sus siglas
en inglés dithiothreitol) y glutation (GSH) (Pogoda et al., 2016; Mauricio Antonio
Retamal, 2014; Mauricio A Retamal et al., 2007). EI DTT y GSH, reducen la generacion
de radicales libres, actian como eliminadores de radicales libres o reducen las cisteinas
oxidadas. Estos agentes reductores juegan un rol en la apertura de los hemicanales
mediante la reduccién del potencial redox intracelular, que puede actuar sobre los
residuos de cisteina del C-terminal de las Cxs (Mauricio Antonio Retamal, 2014;

Mauricio A Retamal et al., 2007).

Los FGFs son una familia de 22 polipéptidos, que se expresan en la mayoria de los tejidos
(Bottcher & Niehrs, 2005). Los FGFs participan en eventos tempranos como la
morfogénesis, proliferacion y diferenciacion (Bottcher & Niehrs, 2005; Dorey & Amaya,
2010; Thisse & Thisse, 2005). La interaccion de estos factores con receptores especificos
(FGFR1-4), activan sefiales citoplasmaticas mediante cambios en el estado de
fosforilacion en residuos de Ser/Thr/Tyr (Bottcher & Niehrs, 2005; Dorey & Amaya,
2010; Thisse & Thisse, 2005). FGF1 modulan la apertura de hemicanales en células Hela
y astrocitos espinales (Garré et al., 2010; Schalper et al., 2008; Séez et al., 2010) y FGF2
en células de glioma (De Vuyst et al., 2007) y tanicitos (Recabal et al., 2020). La apertura
de los hemicanales por el estimulo de estos factores, puede asociarse a cambios en el
estado de fosforilacion de los sitios sensibles (Ser/Thr/Tyr) de los dominios NT y CT de
las Cxs (Pogoda et al., 2016; Schalper et al., 2012; Séez et al., 2010), dominios que

interacttan con la region formadora del poro a modo de “bola y cadena”. El estimulo de
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los hemicanales por FGF1 y FGF2, incrementa la liberacion de ATP al espacio

extracelular, activando la sefializacién purinérgica (descrito en la seccion 3).

Finalmente, en vertebrados se ha descrito la participacion de conexinas en
practicamente todos los tipos celulares, excepto en los glébulos rojos (Oyamada et al.,
2005). Sin embargo y en relacion con nuestro interés, se desconoce cuéles son las
conexinas presentes en las células de la placa neural, y cuél es su rol en el mecanismo de
liberacion de ATP en neurulacién y en la formacion del tubo neural. ¢Estaran las Cxs
presentes en el proceso de neurulacion? ;Forman hemicanales funcionales que participan
en el mecanismo de liberacion de ATP al medio extracelular en la formacion del tubo
neural? ¢Estos hemicanales pueden ser regulados por potenciales redox intracelulares y

la via de sefializacion inducida por FGFs en el proceso de neurulacion en Xenopus laevis?

De acuerdo con lo mencionado anteriormente se propone la siguiente hipotesis:
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1. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis
Los hemicanales formados por conexinas (ej., GJa3/GJB1) participan en la
liberacion de ATP desde células de la placa neural durante el proceso de neurulacion en

Xenopus laevis.

Objetivo general
Evaluar la participacion de hemicanales formados por conexinas (ej., GJa3/GJB1)

en la liberacion de ATP durante el proceso de neurulacion en Xenopus laevis.

Objetivos Especificos
1. ldentificar la presencia y localizacion de las conexinas mayormente expresadas

en estadios tempranos de desarrollo de Xenopus laevis.

2. Evaluar la funcion de hemicanales formados por conexinas en el proceso de

neurulacion, mediante el bloqueo farmacoldgico y liberacion de ATP.

3. Determinar el sitio probable de union de inhibidores farmacoldgicos
(carbenoxolona y enoxolona) en el hemicanal de Cx46 (GJa3), mediante estudios

bioinformaticos.
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I1l.  MATERIALES Y METODOS
1. Manipulacién de animales y técnicas embriol6gicas

1.1. Declaracion ética y animales de experimentacion
Los métodos implementados para el cuidado y manipulacion del modelo Xenopus
fueron previamente aprobados y revisados por la Agencia Nacional de Investigacion y
Desarrollo (ANID), por el comité de ética de la Facultad de Ciencias Biologicas y por el
comité de Etica, Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de Concepcion (Fondecyt
11160562). Los animales fueron tratados de acuerdo con los protocolos éticos
establecidos por el Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos (NIH). El protocolo

de eutanasia de anfibios se basé en los métodos descritos por (Close et al., 1997).

Los embriones fueron mantenidos en solucion Marc’s modified Ringer’s (MMR al 10%,
pH 7.4), conteniendo NaCl 1 M, KCI 20 mM, MgSO4 10 mM, CaCl> 20 mM, HEPES 50

mM.

1.2 Obtencidn de embriones de Xenopus laevis

La recoleccion de ovocitos de Xenopus laevis se realiz6 por medio de la técnica
de fertilizacion in vitro. La ovulacion de la rana hembra seleccionada fue inducida
previamente mediante la inyeccion subcutanea de hormona Gonadotrofina Cori6nica
Humana (hCG). Con 48 hrs de anterioridad a la fertilizacion (pre-prime), la hembra fue
inyectada con 50 unidades de hCG. 24 hrs después la hembra fue inyectada nuevamente
con 250-300 unidades de hCG (prime). ElI macho fue previamente anestesiado en
benzocaina y 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
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y se incubaron por 1 hora a temperatura ambiente en soluciéon MMR al 10%. Después, el
medio de fertilizacion se reemplazo por una solucion de cisteina al 2% en MMR 10%, pH
7.8-7.9 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 al 10% a temperatura ambiente, para luego evaluar
la formacion del tubo neural entre 10.5 y 21.5 horas post-fertilizacion (hpf) (Figura 4),
observando en el transcurso de este periodo, la expresion de diferentes Cxs. Los controles

utilizados para evaluar la expresion de transcritos fueron:

i.  Control positivo (Cerebro Adulto Xenopus laevis)

ii.  Control negativo embriones en estadio de gastrula (estadio 10)

Est 10 Est 12,5 Est 14 Est 20 Est 43

| ] | | [ >
1 1 1 1 1
9 hpf 14 hpf 16 hpf 21 hpf 72 hpf

Figura 4. Desarrollo embrionario de Xenopus laevis.

Etapas seleccionadas para el andlisis del cierre del tubo neural y efectos morfol6gicos
(Est 40-45). En estadio de géastrula se especifican las capas germinales (ectodermo,
mesodermo y endodermo) y el embrién adquiere una orientacion axial (Est 10). Estadio
de neurulacion temprana (Est 12.5) la zona media del embridn determina la posicién
futura de la placa neural. La elevacion inicial de pliegues neurales, mas pronunciada en
la region anterior es observable durante estadio de neurulacion intermedia (Est 14). En
estadio de neurulacion tardia (Est 20) los pliegues neurales se tocan entre si permitiendo
el cierre del tubo neural. Modificado de (Karimi et al., 2018; Nieuwkoop & Faber, 1994).
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2. Técnicas de Biologia Molecular: RT-PCR convencional y RT-gPCR en

tiempo real

2.1 Extraccion de ARN total

Para la extraccion ARN total de los estadios embrionarios de Xenopus laevis: Estadio
10 (géstrula), estadio 12,5 (temprano), estadio 14 (intermedio), estadio 19-20 (tardio) y
cerebro adulto, se utilizo el kit E.Z.N.A.® HP Total RNA, homogenizando las muestras
en 700 uL. de tampon de lisis GTC, este volumen se implement6 segun instrucciones del
fabricante por cantidad de tejido (30 mg). Las muestras se sometieron a centrifugaciones
y lavados con 500 pL de etanol 70 % v/v. Finalmente, el ARN total se eluy6 en 30 uL de
agua libre de ARNasa y se cuantificé midiendo su absorbancia a 260 nm y su pureza de

acuerdo con la relacion 260/280.

2.2 Transcripcion reversa (RT) del ARN total

La sintesis de ADN se realizo utilizando la enzima transcriptasa reversa M-MuLV
Enzyme Mix (ProtoScript® II First Strand cDNA Synthesis Kit), agregando 1 pg de cada
muestra de ARN total. Para un volumen final de 20 pL, se incubd el ARN con 0,5 pg de
oligo-dT, denaturd a 70°C por 5 minutos y se llevd a hielo por 2 minutos. Posteriormente
se agrego el tampdn de transcripcion M-MuLV Reaction Mix (Tris-HCI 50 mM pH 8,3,
KCI 75 mM, MgCl> 3 mM, 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. Los
controles negativos para la amplificacion de cada muestra fueron realizados con el mismo

protocolo de transcripcion, pero sin afiadir oligo-dT, ni enzima M-MuLV Enzyme Mix.
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2.3 Amplificacion del ADNc por PCR

La amplificacion de ADNc se realizo en un termociclador Bio Rad (lcycler)
implementado el kit de PCR (New England BioLabs). En una mezcla que contenia el
tampon ThermoPol or Standard Taq Reaction 1X (Tris-HCI 10 mM, HCI 50 mM, MgCl»
1.5 mM, pH 8.3), mezcla de dNTPs (0,2 mM de cada uno) set de partidores especificos
(0,2 uM de cada uno) (Tabla 2), Tag ADN polimerasa 0,625 U (New England BioLabs)
y 1 uL del producto de transcripcion reversa, en un volumen final de 25 pL. El programa
de incubacion consistio en: un ciclo de 95°C por 5 min, 35 ciclos de 95°C por 30 s, 57°C
por 30 sy 72°C por 30-40 s, y una extension final de 72°C por 5 min. La sintesis de todos
los ADNc fue testeada utilizando partidores especificos para Sub-1. Se utilizd Sub-1
como gen de referencia por sus niveles de expresion (estables) en diferentes etapas
tempranas de desarrollo en Xenopus laevis (Mughal, Leemans, Spirhanzlova, Demeneix,
& Fini, 2018). Los partidores utilizados para amplificar los distintos genes fueron
disefiados utilizando NCBI, la especificidad de los partidores fue corroborada utilizando
el programa informatico de alineamiento de secuencias (BLAST), teniendo en cuenta su

Tm, el porcentaje de GC y la formacion de dimeros.

2.4 Electroforesis en geles de agarosa

Se utilizo electroforesis en gel de agarosa con el fin de separar los fragmentos de
ADN. Se prepararon geles de agarosa al 1% en solucién TAE 0.5X (Tris-Acido Acético
EDTA; Tris-HCI 40 mM, &cido acético 30 mMy EDTA 1 mM; pH 7,6), con bromuro de
etidio en una concentracion final de 0.5 pg/mL. Las muestras fueron mezcladas con la
solucion tampon gel loading dye blue 1X (Ficoll 2,5%, EDTA 11 Mm, Tris-HCI 3.3 mM,
SDS 0.017% y azul de bromofenol 0.015%) y cargadas en el gel. EI marcador de peso
molecular utilizado fue de 100 pb DNA ladder (GeneRuler, Thermo Scientific). La

corrida electroforética se realizé a 100 V por 40 min en tampdn TAE en una cadmara de
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electroforesis y la visualizacion de los fragmentos se realizé en un transiluminador de luz

ultravioleta.

2.5 RT-PCR cuantitativo en tiempo real (QRT-PCR)

La reaccion de RT-gPCR en tiempo real fue realizada con el kit Brilliant 11 SYBR
Green gPCR Master Mix (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) en un volumen
final de 20 pL, conteniendo 2 uL. de ADNc y 500 nM de cada set de partidores (Tabla 2).
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, 72°C por 30 segundos y una extension final de
72°C por 5 minutos, en un termociclador Mx3000P (Agilent Technologies, Inc.). La
cuantificacion de expresion relativa, se calculé comparando el numero de ciclos
requeridos para amplificar cada gen sobre el ciclo umbral (Ct) en relacién con el gen de

referencia Sub-1(Mughal et al., 2018).
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Tabla 2. Lista de partidores usados para RT-PCR convencional y gRT-PCR

cuantitativo (producto final de amplificacion).

Producto
Nombre Partidor sense 5°-3’ Partidor antisense 5°-3’
(pb)
GJal (Cx43) CCT GGG GCG ATG AAC AAT CA ACC CAG AAACGC ACATGA GA 106
GJa2 (Cx38) CTGCCAGATGCTGTGAAACAT GTCCACACAGACTCACCTGC 156
GJa3 (Cx46) TGCCACTGGCTGAGATGTGAC ACCTTTTCGGCAGCTGATCC 162
GJad4 (Cx37) ATTGCTGGGGGAATACTAAGATCA TCAGACTGCTCATCTCCCCA 183
GJa7 (Cx45) GGC TGACGG TGC TCATA AGG GGT GCA AAT GCATCG TA 142
GJa9 (Cx59) ACCTCCACAGTAAGCCACAC TGGGATGGTACCCACATGGA 151
GJal0 (Cx62) CTCCATTGAGGGGGTCCCTA TATTAGGGCAAGGGGACCGT 150
GJB1 (Cx32) CAGGAGAGCAGCTAACACATCT CCGCCACAAGCACCATGATA 143
GJp2 (Cx26) TCAGCGCACAGAGACCAATA AAATCGGACTGTTCGTCCCC 181
GJB3 (Cx31) TCCGTCCCAAGGTTGTCATT AACTTTCTCTGCTGCGACCA 154
GJp4 (Cx31) GTATCCCATGTCCGCCTCTG AATACTGAGTCCACTGCGGC 224
GJB7 (Cx25) GCTGCTTTTGAACATTTCATTGTCG GCTTCGGCTGCAACAACATA 154
GJy1 (Cx45) TGC CTG TAC ATG AGC TGG AC GTT GGC CTC AGG GCT ACT AC 131
GJy2 (Cx46.6) GCTCAGGAACAAAACTGCCC CTCCTTGCTTTTCGTGAGCG 211
GJvy3 (Cx30.2) TTGGGCCCTACAGCTAGTGA AAGACTTCCCGCATCACACA 229
GJd3 GGACAACTGGTCTAACCGGG ATGAGCTGGGAACCACCTTG 158
GJd4 (Cx40.1) TGCACGGGGCAGTATTTTCT TCTCTCTTTAGGCGCTCGGA 224
Sub-1 AGC AGG AGA AAT GAA GCC AGG CCGACATCT GCT CCT TCAGT 80
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3. Técnicas para el estudio de la funcionalidad de los hemicanales

A continuacion, se explican las diferentes técnicas que se utilizaron para el estudio de

la funcionalidad de los hemicanales.

3.1 Tratamiento farmacolégico

Se incubaron 10 embriones (estadio 12,5) en MMR 10% en una placa de 12
pocillos con diferentes concentraciones de carbenoxolona (CBX) (3, 5, 10, 20, 30, 50,
100, 200 y 300 uM) y enoxolona (ENX) (3, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 100, 200 y
300 uM). Después de 12 horas de incubacion los embriones (estadio 19-20) fueron
lavados tres veces con MMR 10% y mantenidos en esa solucién hasta el estadio de
tadpole (estadio 40-45). El anélisis y toma de imagenes se realiz6 en un estéreo
microscopio NIKON modelo SMZ25, acoplado a una cdmara campo claro amscope,
objetivo 1x (embriones estadio 20) y objetivo 0,63x (embriones tadpole) en los cuales se
determind los efectos e implicaciones morfoldgicas en el proceso de neurulacién. Para
cuantificar el ICso de carbenoxolona (CBX) y enoxolona (ENX), se utilizo el programa
ImageJ, en el cual se analiz6 también, el porcentaje de fenotipo alterado (cierre incorrecto
del tubo neural) y alteraciones en la zona anteroposterior. Los 1Cso fueron utilizados en

los posteriores ensayos como captacion de LY y cuantificacion de ATP.

3.2 Captacién de lucifer yellow y deteccion de fluorescencia in vivo
El lucifer yellow (LY) no es capaz de permeabilizar la membrana de las células
excepto a través de los hemicanales funcionales o gap junctions dado sus propiedades
fisicoquimicas y peso molecular (442,3 Da). Para estudiar la funcionalidad de los
hemicanales se evalud la capacidad de captacion de LY en embriones (estadio 12,5), tanto
en condiciones fisioldgicas (FGF2) (Schalper et al., 2008), como redox (DTT) (Mauricio

A Retamal et al., 2007). Para ello, 5 embriones se incubaron con LY 0,2 % en MMR 10%
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en placas de 24 pocillos y se trataron por 7 horas en diferentes condiciones (volumen final

500 pL):

i.  Condicion control: LY 0,2 % + MMR 10%
ii.  Condicion 1: LY 0,2 % + MMR 10% + CBX 30 uM
iii.  Condicion 2: LY 0,2 % + MMR 10% + ENX 50 uM
iv.  Condicion 3: LY 0,2 % + MMR 10% + DTT 1 mM
v.  Condicion 4: LY 0,2 % + MMR 10% + DTT 1 mM + CBX 30 uM
vi.  Condicion 5: LY 0,2 % + MMR 10% + DTT 1 mM + ENX 50 uM
vii.  Condicion 6: LY 0,2 % + MMR 10% + FGF2 20 ng/mL
viii.  Condicion 7: LY 0,2 % + MMR 10% + FGF2 20 ng/mL + CBX 30 uM

ix.  Condicion 8: LY 0,2 % + MMR 10% + FGF2 20 ng/mL + ENX 50 uM

Para la deteccion de fluorescencia, los embriones fueron lavados dos veces con MMR
10%, pH 7,4, para favorecer el cierre de los hemicanales. El anélisis y toma de imagenes
se realizo en un estéreo microscopio NIKON modelo SMZ25, acoplado a una camara
Fluo Flir, objetivo 1x, con magnificacion 8X (embriones estadio 20). La positividad de
LY fue cuantificada con el programa ImageJ, en el cual se contaron las células positivas

para LY por area.

3.3 Cuantificacion de ATP extracelular e intracelular
Para la medicidn de ATP se utilizé el sistema enzimatico “Luciferina/Luciferasa”
kit determinacion de ATP (A22066 Thermo Fisher Scientific). La luciferasa cataliza la
reaccion de luciferina en presencia de ATP y Oz, en esta reaccion se emite

bioluminiscencia la cual es proporcional a la cantidad de ATP.
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Luciferasa

Luciferina + ATP + Oy ” » Oxiluciferina + AMP + PPi + CO»+ LUZ
Mg

Los embriones fueron incubados en placas de 48 pocillos (volumen final de 200 uL), bajo

las siguientes condiciones:

i.  Condicion control: MMR 10%
ii.  Control positivo: MMR10% + gramicidina A 100 pM
iii.  Condicion 1: MMR 10% + CBX 30 puM
iv.  Condicion 2: MMR 10% + ENX 50 uM
v.  Condicion 3: MMR 10% + DTT 1 mM
vi.  Condicion 4: MMR 10% + DTT 1 mM + CBX 30 uM
vii.  Condicion 5: MMR 10% + DTT 1 mM + ENX 50 uM
viii. ~ Condicion 6: MMR 10% + FGF2 20 ng/mL
ix.  Condicion 7: MMR 10% + FGF2 20 ng/mL + CBX 30 uM
X.  Condicion 8: MMR 10% + FGF2 20 ng/mL + ENX 50 uM
Después de 7 horas, se calcul6 la concentracion de ATP extracelular contenido en 100 pL
de sobrenadante y la concentracion de ATP intracelular (lisado mecéanico de 3 embriones).
La Gramicidina A, es una molécula de cadena lineal de aminoacidos, que forma poros en
la membrana, permitiendo la fuga de ATP al medio extracelular, razén por la cual se
utilizé como control positivo del procedimiento. La cantidad de ATP en cada muestra fue
calculada a partir de una curva estandar, cuyo intervalo de concentraciones incluye 0,1,

0,5, 1y 10 uM. La absorbancia fue medida a 560 nm durante 2 minutos a 28°C.
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4. Técnicas In silico: Analisis bioinformatico interaccion hemicanal Cx46-

Carbenoxolona/Enoxolona

4.1 Seleccion de moléculas

La estructura de GJa3 (Cx46) fue extraida del Protein Data Bank PDB (cddigo
6MHQ), resolucion de 3.4 A (Myers et al., 2018). Las estructuras de CBX (CID: 636403)
(PM: 570.8 g/mol) y ENX (CID: 10114) (PM: 470.7 g/mol) se obtuvieron de la base de
datos Pubchem y fueron preparadas usando el programa LigPrep (Schrédinger, LLC,
New York, NY, 2016), se asignaron cargas, estados de protonacién y enlaces rotables en
el programa AutoDock Vina version 1.5.0 (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 atomos de hidrdgenos

polares para disminuir el gasto computacional en el docking molecular.

4.2 Preparacion de la proteina GJa3 (Cx46)

La estructura de GJa3 (Cx46), fue modificada en PyMOL version 1.7 (DeLano,
2002), para modelar la conformacién de hemicanal (HC-Cx46). Las moléculas de H.O
de la estructura cristalizada fueron eliminadas para disminuir el tamafio y evitar que
moléculas extra enmascaren la union ligando-proteina, se agregaron cadenas laterales e
hidrogenos faltantes y se crearon puentes disulfuro a pH 7 + 0,2 a través del programa
Maestro Protein Preparation Wizard (Schrédinger, LLC, New York, NY, 2016).
Igualmente, se delimito cada cadena de la proteina agregando “TER” en el archivo txt y
se predijo los valores de pKa de los grupos ionizables a pH fisioldgico a través el
programa PROPKA version 3.1 (Olsson, Sgndergaard, Rostkowski, & Jensen, 2011;
Sendergaard, Olsson, Rostkowski, & Jensen, 2011). Por dltimo, se realiz6 una

minimizacién de energia de la estructura utilizando el programa Macromodel
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(Schrodinger, LLC, New York, NY, 2016) en un gradiente conjugado de energia Polak-
Ribiere hasta una convergencia de 0,05 kJ/mol, usando para este proceso el campo de

fuerza OPLS_2005 en solvente acuoso.

4.3 ldentificacion sitio de interaccion proteina-ligando

Para la identificacion de sitios de union de moléculas pequefias en los HCs-Cx46,
se usé el programa Fpocket, el cual se fundamenta en la teselacién de Voronoi y en las
esferas o para analizar la superficie de la proteina y detectar el “Bolsillo” de interaccion
(proteina- ligando). Para determinar los “Bolsillos de interaccion” se utiliz6 el PDB
6MHQ modificado (HCs-Cx46) y se ejecuto el programa de acuerdo a los lineamientos
de(Le Guilloux, Schmidtke, & Tuffery, 2009; Schmidtke, Le Guilloux, Maupetit, & Tuffe

ry, 2010).

4.4 Docking Molecular

Una vez identificados los “Bolsillos de interaccion” en el HC-Cx46, el siguiente
paso fue realizar simulaciones de docking molecular. EI Docking molecular predice la
orientacion e interacciones entre proteina-ligando, utilizando dos componentes
principales: acoplamiento y puntuacion. El acoplamiento per se implica el muestreo
conformacional y orientativo del ligando dentro de las restricciones del sitio de union la
proteina. La puntuacién determina la orientacion de los ligandos (Yuriev, Agostino, &

Ramsland, 2011).

Para analizar la interaccion HCs-Cx46-CBX/ENX se ejecuté el programa AutoDock Vina
version 1.5.0 (Trott & Olson, 2010). Los pardmetros de interaccion se realizaron
manteniendo la proteina rigida y los ligandos como moléculas flexibles. Adicional a esto,
se genero una caja de cribado o “Grid Box” con dimensiones especificas centrada en el

“bolsillo de interacciéon” utilizando el programa auxiliar AutoGrid 4.
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El tamafio y dimensiones (Figura 5) de cada caja de cribado se describen a continuacion:

i.  Cajal:centrox=107.961; centroy = 123.038; centro z = 56.697 A; exhaustividad
= 512; tamafio x = 28; tamafio y = 24; tamafio z = 28 A.

ii.  Caja2:centrox =131.23; centro y = 105.468; centro z = 55.123 A; exhaustividad
= 512; tamafio x = 30; tamafio y = 20; tamafio z = 22 A.

ii.  Caja 3: centro x = 96.599; centro y = 87.962; centro z = 94.644; exhaustividad =

512; tamafio x = 24; tamafio y = 22; tamafio z = 26 A.

Los complejos generados se clasificaron en funcion de las constantes de afinidad
expresadas en kcal/mol. El analisis de la interfaz HCs-Cx46-CBX/ENX y los parametros
energéticos fueron realizados en el programa Maestro (Schrodinger, LLC, New York,
NY, 2016). Adicionalmente, el AG tedrico fue calculado a través del célculo de energia
MM-GBSA utilizando el programa Prime (Schrodinger, LLC, New York, NY, 2016).

Todas las imagenes fueron creadas y visualizadas en PyMOL version 1.7 (DeLano, 2002).
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Cajal
Caja2

Caja 3

Figura 5. Preparacion hemicanal Cx46.

Se muestran las localizaciones, tamafios y dimensiones de cajas de rejilla docking
molecular. Cada caja evidencia el sitio de interaccion proteina-ligando (hemicanal Cx46
con CBX y ENX). Caja 1 sitio de interaccion: NT (dos mondémeros). Caja 2 sitio de
interaccion: NT, TM2 y TM3 (un monomero). Caja 3 sitio de interaccién: LE1y LE2 (un

monomero).

5. Analisis estadistico
Para el analisis estadistico, cada muestra fue comparada con su respectivo control.
Estos analisis se realizaron en el programa GraphPad Prism 6.0 Software. Los resultados
se expresaron en promedio + desviacion estandar y se determinaron las diferencias
significativas mediante ANOVA de una via (no paramétrico) con test de comparacién
multiple de Dunnett y Bonferroni. Los valores de p<0,05 fueron considerados

estadisticamente significativos.
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IV.RESULTADOS
De acuerdo con lo anterior se propone que, algunas Cxs se expresan y participan
en el proceso formacion del tubo neural, formando hemicanales que permiten la liberacién
ATP. Para conocer si las Cxs estan presente 0 no en este proceso se evalué la presencia

de transcritos en la formacion del tubo neural.

Objetivo 1: “ldentificar la presencia y localizacion de las conexinas mayormente

expresadas en estadios tempranos de desarrollo de Xenopus laevis.”

1. Perfil de expresion de Cxs en estadios tempranos de desarrollo en Xenopus

laevis in vitro

Estadios temprano, intermedio y tardio de Xenopus laevis expresan GJal (Cx43),
Glo3 (Cx46), GJa7/Glyl (Cx45), GIB1 (Cx32), GIB2 (Cx26), GIP3 (Cx31), GIPT (Cx25)
y GJ33. En una primera etapa se caracterizo la expresion de conexinas en las condiciones
de estadio de gastrula (Est 10), temprano (Est 12,5), intermedio (Est 14), tardio (Est 20)
y cerebro adulto, a través de RT-PCR. Los resultados evidencian la expresion de Cx43,
Cx45, Cx46, Cx26, Cx32, Cx31 y Cx25 (Figura 6A-7A). Los patrones de migracion
electroforéticos observados en los diferentes estadios, son similares a los patrones
observados en el control positivo de cerebro adulto (CA), demostrando especificidad de

los partidores reportados en la Tabla 2.

Los genes GJa2 (Cx38), Glad (Cx37), GJa9 (Cx59), GJal0 (Cx62), GIp4, GIy2
(Cx46.6), GJy3 (Cx30.2) y GJ34 (Cx40.1), no mostraron patron de expresion o cambios
significativos (aumento o disminucion de niveles de mensajero), resultados no mostrados,

razon por la cual no fueron considerados para realizar los ensayos de RT-gPCR.
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Para la cuantificacion por RT-qPCR de GJal (Cx43), GJa3 (Cx46), GJa7/Glyl (Cx45),
GJB1 (Cx32), GIB2 (Cx26), GIP3 (Cx31), GIB7 (Cx25) y GJd3, se determino el nimero
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 ADNc fue expresada como X veces sobre la muestra
utilizada como referencia Sub-1 (Mughal et al., 2018) y posteriormente se implemento el
método AACt, normalizando los datos al estadio de gastrula (Figura 6B-7B). El Ct es
inversamente proporcional al nimero de copias del templado lo que indica a mayor

namero de copias de templado, menor Ct medido.

Por medio de RT-PCR convencional se observo la expresion de Cx43, Cx45, Cx46, Cx26,
Cx32, Cx31y Cx25, en todos los estadios de desarrollo de interés y no se observd cambios
significativos en el nivel de expresion del mensajero de estas conexinas (Figura 6A-7A).
Sin embargo, en el analisis de RT-PCR cuantitativo se evidencio que las Cxs incrementan
su expresion en relacion con los niveles de expresion reportados en estadio de géastrula
(Est 10) (Figura 6B-7B). Asi mismo, se puede identificar que la Cx45 (Figura 6B’’), Cx32
(Figura 7B), Cx31 (Figura 7B’’) y Cx25 (Figura 7B’’’) mantienen sus niveles de
expresion en los diferentes estadios. Las Cx46 (Figura 6B’) y Cx26 (Figura 7B’)
incrementan en 10 (Cx26) y 100 (Cx46) veces su expresion en estadio tardio (Est 20) y
la Cx43 100 veces en cerebro adulto (Figura 6B). Una vez demostrada la expresion de
Cxs en los diferentes estadios de desarrollo en Xenopus laevis, se realizé una comparacion
de la expresion relativa de estas en el estadio de cierre del tubo neural (Est 19-20) (Figura

6-7C).
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Figura 6. Patron de expresion relativa de conexinas subgrupo o en diferentes

estadios de desarrollo de Xenopus laevis.

A. RT-PCR para GJal (Cx43), GJa3 (Cx46) y Gla7 (Cx45) en diferentes estadios
tempranos de desarrollo de Xenopus laevis. Carril 1. Gas (Géastrula estadio 10), Carril 2.
Tem (temprano estadio 12,5), Carril 3. Int (Intermedio estadio 14), Carril 4. Tar (Tardio
estadio 19-20), Carril 5. CA (Cerebro adulto) y Carril 6. Mcr (Marcador 100 pb) N= 2,
B. RT-qPCR para GlJal (Cx43), GJa3 (Cx46) y GJa7 (Cx45) en formacién del tubo
neural de Xenopus laevis N=4. C. Andlisis comparativo de expresion de conexinas en el
cierre del tubo neural de Xenopus laevis N= 4. La expresion transcripcional de las
conexinas fue normalizada al gen control sub-1. ANOVA de una via, correcciéon de
Dunnett, (* = p<0.05; ** = p<0.01; *** = p<0.001; **** = p<0.0001). Las barras de error
para los datos representan la desviacién estandar.

38



Cx26 Cx31 Cx25 500 pb
T . = - 100 pb
B GJpB1 (Cx32) B’ GJB2 (Cx286)
50 15
- . | _
Q (- NS ] P
-g 3 251 _i_ Ea B I T - T 1
= E L] = 510'
EZ J:r EZ
S5 20 .
£3 c®
8o ?ﬁ %
k=] 5-
g 3] g
© © e
1= . T - .
T T T =a'— 0 T T T T
= ~ ~N ~ . N N W N .
\.'\Q \"I, f’ \.\b \"\cb [¢] v b"-\Q “\W? 6&’\“ b\.\q < v‘
&fo Q:;’ \Q:’ \Q/(, & &‘, \'& k&
eeﬁ g@\ & «"’t Coq;’ <@ b <?
«
B” GJB3 (Cx31) B GJBT (Cx25)
10
¢ — T T T LU 1
5 al 5 151 .
E é 8 I T 1T i 1 .-% é
= L
EE o g 'g“
23 Ch
8 g 41 S _‘3
¥ . |3 4
L 5
) " ==
0 T T T T T 0 ﬂi_ — __d - . -
N N . A . :
\'\Q \qf’ &\h ‘\Q' ¥ \,\%\ ,\'L(P\ \\D \,\%\ oF
Q," Py @'9 Q/‘P <® o~ &2 <
ff\ @6’ o‘\ ’b‘\ ,;ﬂ\ & Q\\ ,"\
o o N N ® & N A
A A
C Cxs p en cierre del tubo neural
40
2
g *hkkk
» T T 1
@ — 304
|—
=6 -
8 3
g 2 ®
% 3 20
: —
EE
o2 .
7—; O
N [+}]
.g < 10-
: 3
o
x
1]
D T T T T
2 oo .(_‘:'\\ p‘:"\
o o O A
N v >
N N o RN

39



Figura 7. Patron de expresion relativa de conexinas subgrupo B en diferentes

estadios de desarrollo de Xenopus laevis.

A. RT-PCR para GJB1 (Cx32), GJB2 (Cx26), GJB3 (Cx31) y GIB7 (Cx25) en diferentes
estadios tempranos de desarrollo de Xenopus laevis. Carril 1. Gas (Gastrula estadio 10),
Carril 2. Tem (temprano estadio 12,5), Carril 3. Int (Intermedio estadio 14), Carril 4. Tar
(Tardio estadio 19-20), Carril 5. CA (Cerebro adulto) y Carril 6. Mcr (Marcador 100 pb).
B. RT-qPCR para para GJB1 (Cx30/32), GIB2 (Cx26), GIB3 (Cx31) y GJB7 (Cx25) en
formacion del tubo neural de Xenopus laevis N=5. C. Analisis comparativo de expresion
de conexinas en el cierre del tubo neural de Xenopus laevis N= 5. La expresion
transcripcional de las conexinas fue normalizada al gen control sub-1. ANOVA de una
via, correccion de Dunnett, (* = p<0.05; ** = p<0.01; *** = p<0.001; **** = p<0.0001;
ns= no significativo.). Las barras de error para los datos representan la desviacion
estandar.

Los resultados obtenidos demostraron la expresion preferencial de Cx46, 100 veces méas
abundante de las Cxs o (Figura 6C) y de la Cx32, 30 veces mas abundante de las Cxs 3
(Figura 7C), sugiriendo que tanto la Cx46, como la Cx32 cumple una funcion especifica
durante la formacion del tubo neural. Se ha demostrado que la Cx46 y la Cx32 estan
involucradas en procesos de migracion temprana (Bannerman et al., 2000), neurogénesis
y gliogénesis embrionaria y posnatal temprana (Swayne & Bennett, 2016). Estos
resultados proponen que tanto Cx46, como Cx32 estarian formado uniones comunicantes
0 hemicanales regulando el proceso de formacién del tubo neural o algln otro proceso,

por esto el enfoque se dirigio a analizar su funcionalidad en el proceso de neurulacion

(Est 12,5- Est 20) mediante el bloqueo funcional de estas Cxs.
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Objetivo 2: “Evaluar la funcién de hemicanales formados por conexinas en el proceso

de neurulacion, mediante el blogueo farmacoldgico vy liberacion de ATP.”

2. Bloqueo farmacoldgico de Cxs en neurulacion induce DTN

Para determinar su participacion en la formacion del tubo neural, se utiliz6 CBX
(Figura 8) y ENX (Figura 9), bloqueadores de Cxs (Willebrords et al., 2017), para evaluar
los posibles efectos en la etapas tempranas de desarrollo embrionario, especificamente
durante los estadios de neurulacion (12,5-20) y tadpole (40-45) (Figura 8A-9A). Los
ensayos con CBX y ENX se realizaron en embriones en estadio 12,5, los cuales fueron
incubados en concentraciones crecientes de CBX y ENX. Los embriones se trataron con
estos bloqueadores hasta alcanzar el estadio de neurula tardia (Est 20) (Figura 8A-9A),
mostrando cambios morfol6gicos (malformaciones) a partir de 30 uM (CBX) (Figura 8B)
y 50 uM (ENX) (Figura 9B), la exposicion a CBX 'y ENX provocd un retraso importante
en la formacién del tubo en comparacién con los embriones control. Los fenotipos
muestran una apertura del tubo neural principalmente en la zona anterior del embrion 30
MM (CBX) (Figura 8B) y 30 puM (ENX) (Figura 9B), pero al aumentar estas

concentraciones la alteracion se extiende a todo el eje anteroposterior (Figura 8B-9B).

La cuantificacion de fenotipo alterado (tubo neural abierto/cerrado) indica que
inicialmente un 20,2% (Figura 8C) y 15% (Figura 9C) de embriones control presentan
fenotipo abierto, en comparacion con un 66,5% de embriones con fenotipo abierto
expuestos a 30 uM CBX (Figura 8C) y un 65,5% de embriones con fenotipo abierto
expuestos a 50 uM ENX (Figura 9C). En concentraciones superiores a 30 uM (CBX) y
50 uM (ENX) el fenotipo alterado aumenta a un 81,1% (Figura 8C) y 84.4% (Figura 9C),

respectivamente. Finalmente, a concentraciones iguales o superiores a 100 uM el 100%
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de los embriones presenta un fenotipo alterado (Figura 8C-9C). A través de, la curva
concentracion-respuesta de fenotipos alterados, se calculé el ECso (concentracion efectiva
media), siendo inicialmente (promedio * error estandar), reportando un valor de 21,05

UM + 1,22 (CBX) (Figura 8C) y 47,83 uM + 2,31 (ENX) (Figura 9C).

Una vez identificado el fenotipo alterado de los embriones se evalu el nivel de severidad
de apertura del tubo neural (mm) en cada condicion (Figura 8D-9D). Los datos se
expresaron en % normalizado de apertura del tubo neural, tomando el valor de apertura
minimo 0,05 mm + 0,02 como el 0% y el valor de apertura méaximo 0,29 + 0,05 (CBX)
(Figura 8D) y 0,32 + 0,04 (ENX) (Figura 9D) como el 100%. El anlisis cuantitativo
arrojé que, bajo condiciones control, los embriones presentan un 2% de severidad de
apertura, pero en condiciones de 30 uM (CBX) (Figura 8D) y 50 uM (ENX) (Figura 9D)
la apertura del tubo neural aumenta a 33,3% (0,17 mm % 0,05 y 0,14 + 0,04),
respectivamente. La concentracion a la que se obtiene el 50% de severidad de apertura es

de 58,56 UM =+ 2,98 (CBX) y 66,74 uM + 4,19 (ENX).

Para evaluar si los embriones presentaban cambios morfoldgicos relevantes tras la
exposicion a los bloqueadores de Cxs en neurulacién (Est 12,5-20), se midi6 la longitud
(mm) de embriones en estadio tadpole (Est 40-45), embriones control y embriones
tratados con CBX/ENX (Figura 8E-9E). Los embriones tratados con 30 uM CBX
presentaron fenotipos alterados en su eje anteroposterior curvo (Figura 8E), evidenciando
alteraciones en la formacion de su médula espinal. A concentraciones superiores 100-300
UM CBX, se generd la inhibicion completa del crecimiento y posterior degeneracion y
muerte. La longitud de los embriones tras la exposicion a CBX vari6 significativamente
entre los embriones control (6,93 mm + 0,14) y los grupos expuestos a 30 uM (5,59 mm

+0,18) y 100 uM (5,59 mm £ 0,18) (Figura 8F). Estos resultados indica que los embriones
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tratados con CBX, desarrollan defectos durante el proceso de formacion del tubo neural

(Figura 8E-8F).
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Figura 8. Bloqueo farmacologico de Cxs con CBX induce DTN.

A. Linea de tiempo describiendo procedimiento realizado para el tratamiento con CBX.
B. Fenotipo morfolégico de embriones tratados con CBX (estadio 12,5 a estadio 20).
Barra de escala 500 um. C. Cuantificacion del porcentaje de fenotipo abierto/cerrado de
embriones con concentraciones variables 3 uM-300 uM de CBX, ICs0=21,05 uM + 1.22.
D. Curva concentracion-respuesta de apertura del tubo neural (% normalizado) de
embriones en estadio 20 tratados con concentraciones crecientes de CBX (3uM-300uM),
ICs0= 58,56 uM =+ 2,98. E. Fenotipo morfoldgico de tadpole (Est 40-45), después del
tratamiento de CBX desde estadio 12,5 a estadio 20, Barra de escala 1 mm. F. Analisis
cuantitativo del efecto de CBX en el desarrollo de embriones de Xenopus laevis. N=6
grupos de embriones fertilizados independientes y 10 réplicas para cada condicion.
ANOVA de una via, correccion de Dunnett, (* = p<0.05; ** = p<0.01; *** = p<0.001;
**** = p<0.0001; ns= no significativo.). Las barras de error para los datos representan la

desviacion estandar.

Los embriones expuestos a concentraciones de 30 uM de ENX, no mostraron fenotipos
alterados en el estadio de tadpole (Est 40-45) (Figura 9E), pero concentraciones
superiores 100-300 uM, provocaron el deterioro completo de los embriones y posterior
muerte (Figura 9F). En las concentraciones 30 uM (7,44 mm £ 0,43) y 60 uM (7,47 mm
+ 0,57), no se observaron diferencias significativas en la longitud de los embriones (mm)
con respecto al grupo control (7,49 mm =+ 0,28), observandose diferencias significativas
en concentraciones superiores 70-100 uM (7,06 mm £ 0,48) y (6,88 mm = 0,35),
respectivamente. Estos datos permiten establecer que CBX y ENX causan alteraciones en
el proceso de neurulacion, pero la exposicion a CBX genera efectos prolongados en
estadios posteriores de desarrollo (Estadio Tadpole). Actualmente, se desconocen los
mecanismos moleculares de cémo interaccionan estos blogueadores para inhibir la
funcionalidad de las Cxs. Una posible alternativa para elucidar esta interaccion es
mediante herramientas in silico. Con el fin de conocer las interacciones Cxs-bloqueadores
se implementd la técnica de docking molecular que permite predecir el sitio de interaccién
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de estos bloqueadores en la estructura tridimensional de la Cx 46 (Resultados mostrados

en la seccion 5).
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Figura 9. Bloqueo farmacologico de Cxs con ENX induce DTN.

A. Linea de tiempo describiendo procedimiento realizado para el tratamiento con ENX.
B. Fenotipo morfolégico de embriones tratados con ENX (estadio 12,5 a estadio 20).
Barra de escala 500 um. C. Cuantificacion del porcentaje de fenotipo abierto/cerrado de
embriones con concentraciones variables 3 uM-300 uM de ENX, 1Cso= 47,83 uM £ 2,31.
D. Curva concentracion-respuesta de apertura del tubo neural (% normalizado) de
embriones en estadio de neurula tardia (Est 20), tratados con concentraciones crecientes
de ENX (3uM-300uM), ICs0= 66,74 uM =+ 2,98. E. Fenotipo morfoldgico de tadpole (Est
40-45), después del tratamiento de ENX desde estadio de neural temprana (Est 12,5) a
estadio de neurula tardia (Est 20). Barra de escala 1 mm. F. Andlisis cuantitativo del
efecto de ENX en el desarrollo de embriones de Xenopus laevis. N = 4 grupos de
embriones fertilizados independientes y 10 réplicas para cada condicién. ANOVA de una
via, correccion de Dunnett, (* = p<0.05; ** = p<0.01; *** = p<0.001; **** = p<0.0001;
ns= no significativo.). Las barras de error para los datos representan la desviacion

estandar.
Teniendo en cuenta que Cx46 y Cx32 son las Cxs con mayor expresion génica (Figura
6C-7C), y que se transportan a la membrana plasmatica ya oligomerizadas formado

hemicanales (Koval et al., 2014) y que al ser bloqueadas se generan DTN (Figura 8-9), el

siguiente paso fue estudiar la funcionalidad de estos hemicanales, no apareados.

Para estudiar si la actividad de los HCs-Cxs en neurulacion, participan en los cambios
fenotipicos del cierre del tubo neural (DTN) (Figura 8-9), se determind la incorporacion
del trazador de permeabilidad Lucifer yellow (LY). EI LY es un fluoréforo anionico
(carga neta 2°), que normalmente no ingresa a la célula por su naturaleza hidrofilica, pero
ingresa casi exclusivamente a través de HCs-Cxs debido a su bajo peso molecular (442.3

Da) (Eckert, 2006; Hanani, 2012).
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3. Permeabilidad a Lucifer Yellow de HCs-Cxs, regulada por potenciales
redox y FGFs (FGF2) durante el proceso de neurulacién en Xenopus laevis

in vivo

Se sabe que los potenciales redox y los FGFs modulan la apertura de HCs-Cxs, ya
sea en presencia 0 ausencia de cationes divalentes y que esto ocurre a las 3 horas
(Mauricio A Retamal et al., 2007) y 7 horas de exposicion (Schalper et al., 2008). Por lo
tanto, se decidid estudiar el efecto del DTT y FGF2 sobre el estado funcional de los HCs-
Cxs, evaluando la permeabilidad de células de la placa neural a LY, en concentraciones
fisiologicas de cationes divalentes y en presencia de CBX (30 uM) y ENX (50 uM). Para
medir la captacion de LY se registraron los cambios en la fluorescencia de las células de
embriones (Est 12,5) expuestos a 1ImM de DTT, 20 ng/mL de FGF2, 30 uM de CBX y
50 uM de ENX por 7 horas, mediante un microscopio de fluorescencia acoplado a un
sistema de registro de imagenes, como se indic6 en Materiales y Métodos. Para el analisis
de las imagenes, se selecciono el area del eje anteroposterior de los embriones (Est 20),

analizando la captacién de fluorescencia de cada embrion (Figura 10).

Las imagenes tomadas después de la incubacion mostraron fluorescencia en el interior de
células de la placa neural en concentraciones fisiologicas de cationes divalentes
(condicion control) (Figura 10A-A”), confirmando la presencia y funcionalidad de HCs-
Cxs, en el proceso de neurulacion. Los resultados indicaron que los embriones tratados
con DTT y FGF2 incrementaron significativamente la captacion de LY (Figura 10B-B’ y
E-E”) comparado con la condicién control (Figura 10A-A”), y su efecto fue revertido por

CBXy ENX (Figura 10C’, D’, F’y G’).
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Figura 10. Analisis representativo de HCs-Cxs presentes en células de la placa

neural para determinar la captacion de LY.

A-G. Imégenes representativas del proceso de cierre del tubo neural en condicidn control,
DTT, DTT/CBX, DTT/ENX, FGF2, FGF2/CBX y FGF2/ ENX. A’-G’. Fluorescencia de
células de la placa neural, ilustrando la captacion de LY en condicién control, DTT,
DTT/CBX, DTT/ENX, FGF2, FGF2/CBX y FGF2/ ENX. Barra de escala: 200 um. Las
imagenes del panel superior muestran una magnificacion de los recuadros en A’, B’ y E’
sefialando la captacion de LY, respectivamente. Barra de escala (A’’, B> y E**): 20 um.

Barra de escala recuadros magnificados: 20 pum.

El analisis cuantitativo de células LY positivas, revelo diferencias significativas en la

absorcion del colorante en las distintas condiciones (p<0.05) (Figura 11A).

En presencia de una concentracion extracelular normal de cationes divalentes, los
embriones expuestos a potenciales redox (DTT) y FGFs (FGF2) mostraron un aumento
de 3-6 veces sus niveles de captacion, comparado con la condicion control (Figura 11A).
Ademas, se evidencio diferencias significativas entre los embriones expuestos a DTT y
FGF2, donde se observd mayor permeabilidad en condiciones redox (Figura 11A). Para
comprobar, que el incremento de permeabilidad de HCs-Cxs esta regulado por
potenciales redox y la via de sefializacion inducida por FGF2, se evalud el blogueo
farmacoldgico de estos HCs-Cxs utilizando CBX y ENX; el tratamiento con estos
bloqueadores disminuyd la tasa de captacion de LY a un nivel cercano al registrado en la

condicion control, mostrando diferencias significativas (p<0.05) (Figura 11B-C).

En conjunto, estos resultados indican que las Cxs, forman HCs funcionales, que
participan en el aumento de permeabilidad de células de la placa neural y son regulados

por potenciales redox y la via de sefializacion inducida por FGFs.

49



Neurulacién (Est 12,5-20)
I **I** |
6 * %
2 . !
®
N
B !
52 4 a
Zr
+ =2
at —
0 (]
5
0
° ==
0 L | L} L ]
DTT - + -
FGF2 - - +
B C
Neurulacion (Est 12,5-20) Neurulacién (Est 12,5-20)
6
ns ns

G ' Lt I ¢
° ' : ! ' g ns ns
T T
| vl ) T 1
g :c- 44 ] g :? _r
3" g -

+ +

5= Z=

w ® 0 © o)

iy !

5 | = = 8 ’_ﬁ _

0 T T T T 0 T T T T
DTT - + + + FGF2 - + + +
CBX - - + - CBX - - + -
ENX - - - + ENX - - - +

Figura 11. Analisis cuantitativo: captacion de lucifer Yellow en células de la placa
neural.

A. Comparacion de células LY positivas en condiciones de potenciales redox y FGF2,
cuantificacién normalizada a condicién control (MMR 10%). B. Cuantificacion de células
LY tras la exposicion a potenciales redox (DTT). C. Cuantificacién de células LY tras la
exposicion a FGF2. N=3 grupos de embriones fertilizados independientes y 5 réplicas
para cada condicion. ANOVA de una via, test de comparacion de Bonferroni, (* = p<0.05;
** = p<0.01; *** = p<0.001; **** = p<0.0001; ns= no significativo.). Las barras de error
para los datos representan la desviacion estandar.
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En células que expresan HCs-Cxs, el potencial redox intracelular (Evans et al., 2006) y
la via de sefializacion inducida por FGFs (Garre et al., 2010; Recabal et al., 2020),
permiten la liberacion de moléculas como ATP, glutamato y NAD+. Estos mecanismos
de regulacion son relevantes en condiciones fisiologicas, por lo tanto, el siguiente objetivo
fue evaluar la liberacion de ATP tras la apertura de HCs-Cxs, en el proceso de cierre del

tubo neural.

4. Potenciales redox y FGFs promueven la liberacion de ATP mediante la
apertura de HCs-Cxs durante el proceso de neurulacion en Xenopus laevis

in vitro

Los mecanismos moleculares implicados en la activacién de la sefializacion
purinérgica en estadios tempranos de desarrollo son desconocidos, sin embargo, se ha
descrito la participacion de receptores P2X, P2Y'y de laenzima eNTPDasa-2, en procesos
tempranos como neurulacion, neurogénesis embrionaria tempranay el desarrollo cerebral
en ratas (Bogdanov et al., 1997; Burnstock & Dale, 2015; Cheung et al., 2005; Massé &
Dale, 2012). En el proceso de neurulacion, se desconoce si el ATP extracelular que
potencia esta activacion es liberado por un mecanismo clésico (liberacion vesicular) o un
mecanismo alternativo (HCs-Cxs), lo cual permite sugerir, un mecanismo de liberacion

mediado por la apertura de HCs-Cxs (Figura 10-11).

En este objetivo se pretende determinar la via de liberacion de ATP en el proceso de cierre
del tubo neural, en estadios de neurula (Est 12,5-20). Para evaluar la participacion de
HCs-Cxs en la liberacion de ATP, se cuantifico la concentracion de ATP extracelular en
el medio y la concentracion intracelular de embriones lisados mecanicamente tratados

durante 7 horas con CBX (30 uM) y ENX (50 uM) a través del ensayo de luciferina
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luciferasa (Figura 12A). En condiciones basales, la concentracion de ATP liberada al
medio y normalizada a la curva de calibracion fue equivalente a un 37% de la curva (~180
nM). Esta concentracién se redujo a un 20% y un 23% con el tratamiento farmacoldgico
CBX y ENX, respectivamente, mostrando diferencias significativas (p<0.05) (Figura
12A). En el tratamiento con gramicidina A, se evidencio la fuga de ATP al medio
extracelular alcanzando una concentracion 82%. Posteriormente, se quiso analizar si el
tratamiento farmacoldgico generaba algun efecto per se en la concentracion intracelular
de ATP, sin embargo, no se observaron diferencias significativas en la concentracion de
ATP intracelular entre la condicion control y las condiciones farmacologicas (Figura

12A).

Para dilucidar si el mecanismo que involucra la apertura de HCs-Cxs y la liberacion de
ATP al medio extracelular es regulada por potenciales redox intracelulares y factores
mitogénicos, se utilizaron las mismas condiciones descritas anteriormente. En presencia
de DTT y FGFs, la concentracion de ATP liberada al medio y normalizada a la curva de
calibracién fue de 68% y 56%, respectivamente, comparado con el 37% de la condicién
control, siendo esto estadisticamente significativo (p<0,05) (Figura 12B-C). De manera
interesante, el incremento de ATP extracelular observado en presencia de DTT y FGFs
fue significativamente reducido tras el tratamiento con CBX y ENX, registrando niveles
similares a la condicién control (Figura 12B-C). Finalmente, se evalud si el DTT y FGF2,

generaban un efecto per se en la concentracion intracelular de ATP (Figura 12B’-C”).

En condiciones normales, la concentracién de ATP intracelular y normalizada a la curva
de calibracién present6 un valor basal de 66%, la cual se disminuyd levemente sin
presentar diferencias significativas a 61% (DTT) (Figura 12B’) y 64% (FGFs) (Figura

12C’). La presencia de CBX y ENX, causé un incremento significativo sobre la
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concentracion de ATP intracelular, niveles entre un 75-89% (Figura 12B’-C”), presentado

una correlacion entre los niveles de ATP extracelular e intracelular.
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Figura 12. Liberacion de ATP a través de HCs-Cxs en el proceso de neurulacion en

Xenopus laevis.

Mediante ensayos de luminiscencia (A-A’), se cuantifico el ATP extracelular e
intracelular (nM), normalizado a la curva de calibracion, tratados con potenciales redox
(B-B”), o factores mitogénicos (C-C”). Los resultados corresponden al menos a cuatro
experimentos realizados en forma independiente (N=4), para cada condicion. ANOVA
de una via, test de comparacion de Bonferroni, (* = p<0.05; ** = p<0.01; *** = p<0.001;
**** = p<0.0001; ns= no significativo.). Las barras de error para los datos representan la

desviacion estandar.

Los resultados descritos demostraron que los HCs-Cxs median la liberacion de ATP al
espacio extracelular, la cual, es regulada por potenciales redox intracelulares o factores
mitogénicos y esta liberaciobn es reducida por blogueadores farmacoldgicos,
comprobando la participacion funcional de HCs-Cxs, en el cierre del tubo neural y que
su exposicion a blogueadores farmacoldgicos inducen un efecto concentracion-

dependiente generando DTN.

Debido a que la estructura tridimensional de la Cx46 fue determinada recientemente
(2018), se desconoce con exactitud cuales dominios le permiten establecer la union con
sus bloqueadores farmacoldgicos. Como se postuld en la seccion 2, el siguiente paso fue
elucidar las interacciones entre los HCs-Cx46 y sus blogueadores farmacoldgicos, a
través de herramientas in silico, que permiten predecir el sitio de interaccion de estos

bloqueadores en la estructura tridimensional de HCs-Cx46.
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Objetivo 3: “Determinar el sitio probable de union de inhibidores farmacoldgicos

(carbenoxolona v enoxolona) en el hemicanal de Cx46 (GJa3), mediante estudios

bioinformaticos.”

5. Anélisis in silico: Estudio y analisis de posibles sitios de interaccion en
hemicanales de conexina 46
El siguiente objetivo consistio en evaluar mediante herramientas in silico los
posibles sitios de unién de CBX y ENX, en el hemicanal de la Cx46. Para evaluar la
interaccion de estos bloqueadores farmacoldgicos con los HCs-Cx46, se utilizé la
estructura resuelta de esta conexina en el 2018, por Myers y colaboradores (Figura 13);
las estructuras de CBX (CID: 636403) y ENX (CID: 10114) descargadas de la base de

datos Pubchem.

En la determinacion de la estructura cristalina de la Cx46 (gap junction) a resolucion de
3.4 A mediante criomicroscopia electrénica (CryoEM) (PDB: 6MHQ), se muestra un
poro sin obstrucciones de aproximadamente 1.4 nm de diametro a lo largo del eje del
hemicanal (estado abierto) (Figura 13A). Posteriormente, esta estructura fue modificada
en PyMOL versién 1.7 (DeLano, 2002), para ejemplificar la conformacion de hemicanal
(Figura 13B). Las moléculas de H2O que se encontraban a una distancia de 5 A fueron
eliminadas para disminuir el tamafio y evitar que moléculas extra enmascaren las
simulaciones de docking molecular. Los hidrogenos, puentes disulfuro y cadenas laterales
faltantes en la estructura fueron agregados y modelados en Maestro (Schrédinger, LLC,
New York, NY, 2016). Igualmente, los valores de pKa de los grupos ionizables a pH
fisiolégico fueron incorporados mediante el programa PROPKA version 3.1 usando

Maestro Protein Preparation Wizard (Schrodinger, LLC, New York, NY, 2016).
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En la figura 13C, se esquematiza un monomero conformado por 4 hélices alfa
antiparalelas (TM1-TM4), 2 loops extracelulares (LE1-LE?2), 1 loop intracelular (LI), un
dominio N-terminal helicoidal (NT) y un dominio C-terminal (CT); el TM1, TM2y LE1
se localizan en el poro, el TM3, TM4 y LE2 estan situados en la membrana lipidica y en
el medio extracelular, respectivamente. EI NT se pliega en el vestibulo citoplasmatico

cubriendo parte del TM1y TM2 (Myers, Haddad et al. 2018).

9 nm

~1.4 nm

Espacio
Extracelular

Citoplasma
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Figura 13. Representacion esquematizada de hemicanales de conexina 46.

A. Hemicanal visualizado en un giro de 90° (eje x), poro de ~ 1.4 nm de didmetro. Tamafio
del hemicanal 9 nm. B. Representacion obtenida en PyMOL, estructura secundaria del
hemicanal, compuesto por la disposicion hexamérica de protdmeros de Cx46. Los LE1/
2 generan sitios de acoplamiento, para formar el canal (gap junction), estableciendo un
poro de canal continuo de ~ 1.4 nm de didmetro que conecta el citoplasma de las células
adyacentes. C. Monomero Cx46, con dominios etiquetados: dominios transmembrana
(TM1-TM4), dominios extracelulares (LE1-LE2), dominio N-terminal (NT). El loop
intracelular (L1) y el dominio C-terminal (CT) no fueron visualizados por CryoEM (lineas

puntuadas).

Un bolsillo es una cavidad presente en la estructura de una proteina, que presenta
propiedades como polaridad y volumen que lo hacen apto para que una molécula pequefia
pueda unirse y modular su funcionalidad. Una vez ejemplificada la estructura de HCs-
Cx46, el siguiente paso fue identificar los posibles bolsillos o cavidades de union de
ligados empleando dos aproximaciones complementarias. La primera aproximacion, fue
el estudio de la estructura de HCs-Cx46 empleando Fpocket (Figura 14). Este programa
se basa en la geometria (teselacién de Voronoi). La teselacion de una superficie es una
subdivisién en figuras geométricas (poligonos), sin superposicion ni espacios vacios (Le

Guilloux et al., 2009; Schmidtke, Le Guilloux, Maupetit, & Tuffery, 2010).

Fpocket clasifica las cavidades de acuerdo con su puntaje de drogabilidad, este puntaje
determina la capacidad de los bolsillos de formar enlaces con farmacos y los valores se
registran en un intervalo de 0 (no-drogable) a 1 (altamente drogable). En la figura 14A,
se muestra la identificacion de 33 bolsillos, de los cuales 9 presentaron una puntuacién
igual o superior a 0.4 y 3 de ellos una puntuacion superior a 0.6; cavidad 1 = 0.795,

cavidad 12 = 0.883 y cavidad 17 = 0.634 (Figura 14B), por esta razon se decidio trabajar
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con los tres bolsillos con mayor puntuacion de drogabilidad para realizar las simulaciones

de docking molecular.

Cavidades _Drogabilidad Cavidades  Drogabilidad

1 0.795 17 0.634

2 0.504 18 0.043
3 0.486 19 0.045
4 0.431 20 0.428
5 0.424 21 0.034
6 0.499 22 0.157
7 0.141 23 0.146
8 0.154 24 0.146
9 0.151 25 0.017
10 0.135 26 0.138
11 0.08 27 0.174
12 0.883 28 0.131
13 0.034 29 0.124
14 0.034 30 0.048
15 0.032 31 0.046
16 0.047 32 0.062
33 0.044

Cavidad 17

Figura 14. Cavidades identificadas en el hemicanal de la conexina 46. Hemicanal
visualizado en un giro de 90° (eje x).

A. Estructura de HC-Cx46 representando las 33 cavidades encontradas a través de
Fpocket, tabla de puntuacion de drogabilidad intervalo 0-1. B. Estructura DE HC-Cx46

58



representando las tres mejores cavidades; cavidad 1 =0.795, cavidad 12 = 0.883 y cavidad

17 = 0.634 célculo realizo con Fpocket.

En la figura 15, se describe las cavidades con mejor puntuacion de drogabilidad
detallando residuos aminoéacidos, cadenas y dominios de interaccién. La cavidad 1 se
encuentra formada entre dos cadenas (cadena A-B), en el dominio NT y los residuos
aminoacidicos que forma la cavidad en la cadena A son Asp3, Trp4, Ser5, Phe6, Leu?,
Arg9, Leul0, Asnl3, Leu26 y Leu35; en la cadena B Gly2, Trp4, Ser5, Leu7, Gly8, Arg9,
Leull, Glul2, Asnl3, GInl5, Glul6, Leu26, Thr27, Phe30, 1le31, lle34 y Leu35 (Figura
15A). La cavidad 12, aparece como el bolsillo mejor puntuado (drogabilidad = 0.883), de
las 33 cavidades. Los residuos que forman esta cavidad son Leull, Alal4, GInl5, Hisl7,
Serl8, Gly22, Lys23, Trp25, Leu26, Thr27, Tyr92, Leu93, Tyrl46, Asnl149, lle151,
Lys153 y Glul57, estos residuos conforman el dominio NT, TM2 y TM3 (Figura 15B).
Los residuos encontrados en la cavidad 1 y 12 forman parte de la region NT. EI NT de
los HCs-Cx46 se pliegan en el vestibulo citoplasmatico, donde forman un sitio de
constriccion, y estan bien posicionados para funcionar como un filtro de selectividad o
dominio de activacion que es comun en todas las isoformas de conexinas (Beyer et al.,
2012; Myers et al., 2018), razén por la cual, estos bolsillos se identificaron como sitios

“expuestos” de union de CBX/ENX.

El bolsillo 17 corresponde a una cavidad formada por los residuos Arg68, Ala69, Phe70,
Leul67, Tyrl68, Gly169, GInl71, Leul72, Lys173, Leul75, Tyrl76 y lle191. En este
caso en particular, estos residuos estan localizados en los dominios LE1-LE?2 de la cadena
C del HC-Cx46 (Figura 15C), los cuales se sittan en la interfaz de acoplamiento para

formar el canal (gap junction) (Bai & Wang, 2014; Bai et al., 2018; Myers et al., 2018).

59



A partir de esta informacién, se decidi6 generar la segunda aproximacién, la cual consistié
en estudiar los residuos de interaccion de cada cavidad con los blogueadores
farmacologicos (CBX/ENX), utilizando los programas AutoDock Vina version 1.5.0

(Trott & Olson, 2010) y Glide Maestro (Schrddinger, LLC, New York, NY, 2016).

Cavidad 1 Drogabilidad: 0.795
Cadena A (N-Ter) Cadena B (N-Ter)
Asp 3 eu 35 Gly - GIn 15
Trp 4 Trp 4 Glu 16
3 Ser5 Ser5 Leu 26
2| Phes eu?  Thr27
s leu? Gly 8 Phe 30
£ Arg 9 Arg 9 lle 31
P~4 Leu 10 Leu 1 lle 34
Asn 13 Glu 12 Leu 35
eu 26 Asn 13
Bl A 4cidos Il A arométicos
B A basicos A. alifaticos

B A p.sincarga

Cavidad 12 Drogabilidad: 0.883

Cadena F (N-Ter, TM2, TM3)

Leu 11 Thr 27
Ala 14 Tyr 92
3 GIn 15
3 His 17 Tyr 146
s Ser 18 Asn 149
E Gly 22 .15
< Lys 23 Lys 153
Trp 25 Glu 157
= A 4cidos [ ] A. aromaticos
= A. basicos A. alifaticos
= A. p. sin carga
Cavidad 17 Drogabilidad: 0.634
Cadena D (LE1, LE2)
Arg 68 eu 175
| Tyr 176
3 Phe 70 e 191
k] u 167
2
3 Tyr 168
£ Sly 169
s GIn 171
eu 172
Lys 173
[ | A. &cidos [ ] A. arométicos
| ] A. basicos A. alifaticos
[ ] A. p. sin carga
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Figura 15. Cavidades con mayor puntuacion de drogabilidad.

A-C. Estructura de cadenas de Cx46 representando las tres mejores cavidades encontradas
mediante Fpocket. Tabla resumen, detallando puntuacion de drogabilidad, residuos
aminoacidos, cadenas y dominios. Los residuos estan etiquetados de acuerdo con las
caracteristicas de carga de cada aminoacido (rojo, negativo; azul claro, positivo; verde

oscuro, polar sin carga; morado, apolar aromatico; amarillo, apolar alifatico).

6. Analisis in silico: Simulaciones de Docking Molecular, interacciones de

hemicanales conexina 46 con Carbenoxolona/Enoxolona

Las simulaciones de docking molecular abarcan dos etapas principales, una de
bUsqueda y otra de evaluacién. La primera etapa se refiere a la exploracién del espacio
rotacional y traslacional de dimensiones (conocido como grilla 0 malla) en el receptor
(proteina) que es accesible para el ligando, buscando la orientacion y conformacion que
corresponda al minimo global de energia libre de unién. La siguiente etapa, determina la
funcion de puntuacion (scoring) con la que se evalla la energia de union de interaccion

proteina-ligando (Yuriev et al., 2011).

Con el objetivo de identificar el sitio de union mas probable y la conformacion mas
estable con que CBX y ENX, se unen a los HCs-Cx46 en los dominios identificados por
Fpocket, se realizaron estudios de acoplamiento molecular (Docking), utilizando los
programa AutoDock Vina (Trott & Olson, 2010) y Glide Maestro (Schrodinger, LLC,
New York, NY, 2016), sobre la estructura del HC-Cx46, centrando la busqueda en las

cavidades 1, 12 y 17 descritas anteriormente (Figura 15).

En AutoDock Vina, se obtuvieron nueve conformaciones posibles clasificadas segun la

raiz de la desviacion cuadratica media (RMSD) y su puntuacion de energia de union
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(Kcal/mol). En la Figura 16, se muestra una descripcion en 3D de las conformaciones

moleculares de CBX y ENX.

Carbenoxolona

Docking Molecular Cavidad 1

Enoxolona

Afinidad

(kcal/mol) RMSD
1 6.2 0
2 6.2 1.217
3 6.1 2.062
4 6.1 1.101
5 6 12.871
6 6 1.607
7 6 9.831
8 5.9 11.38
9 5.9 12422

Docking Molecular Cavidad 12

Afinidad

(keallmol)  MSD
[ 48 0
2 a8 6704
3 a7 6877
i a7 6654
5 34 9603
§ a2 1617
Y 9,861
Y 6.564
Y 9928

Docking Molecular Cavidad 17

Afinidad

(kcallmol) ~ RMSD
R 0
2| 76 2696
3| 75 10834
o 73 10468
5| 72 1477
o 72 10,064
1 72 1021
|- 10402
o 69 10222

Docking Molecular Cavidad 1

WO 00~ oA W =

Afinidad

(kcal/mol) RNSD
6.3 0
-6.2 8.409

6 10.948
5.9 8.052
5.7 12.1
5.7 1.924
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Figura 16. Conformaciones de docking molecular y resultados de energia de unién

de CBX y ENX en los HCs-Cx46.
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A-C. Se muestra el resultado del primer acoplamiento molecular de CBX en el HC-Cx46.
El primer panel presenta los nueve resultados de la simulacion de acoplamiento molecular
sobrepuestos, mostrando la convergencia de los resultados mediante la formacion de un
solo cluster de conformaciones en el sitio de unidn. Tabla resumen, detallando puntuacién
de acoplamiento y RMSD de CBX. A’-C’. Acoplamiento molecular de ENX en el HC-
Cx 46, mostrando las nueve conformaciones superpuestas, formando un cluster en el sitio

de unidn. Tabla resumen, detallando puntuacion de acoplamiento y RMSD de ENX.

Los resultados entre los HCs-Cx46 y los bloqueadores farmacoldgicos, se agruparon en
orientaciones y conformaciones diferentes, mostrando las tres cavidades a valorar. En la
figura 16 A-A’, se observa las orientaciones adquiridas por CBX (Figura 16A) y por ENX
(Figura 16A”), donde se evidencia la interaccion de éstas, con los dominios NT de dos de
las cadenas del HC-Cx46, cada grupo present6 un intervalo de energia de union entre -

5.9 - -6.2 Kcal/mol (CBX) y -5.4 - -6.3 Kcal/mol (ENX).

Por otra parte, el grupo de conformaciones encontradas en la cavidad 12 (Figura 16B-B’),
presentaron energias de unién de -2.4 - -4.8 Kcal/mol para CBX y -2.3 - -5.3 Kcal/mol
para ENX, la energia de unién al ser negativa indica un acoplamiento energéticamente
favorable entre el ligando y la proteina. Cabe mencionar que, un valor de energia libre de
unién mas negativo es indicativo de una union mas favorable entre el ligando y la proteina
(Yuriev et al., 2011), lo que sugiere que la cavidad 1, es energéticamente mas favorable
para interaccionar con CBX y ENX que la cavidad 12. Asimismo, en el grupo de
conformaciones de la cavidad 17 (Figura 16C-C”), se observa un valor de energia libre de
unién entre -6.9 - -7.7 Kcal/mol (CBX) y -7.4 - -7.8 Kcal/mol (ENX), indicativo de una
unién favorable entre éstos bloqueadores farmacologicos y los dominios extracelulares
(LE1-LE2) del HC-Cx46. Una vez obtenidos los rangos de energia de union de cada
cavidad con CBX y ENX, se selecciono la conformacion y orientacion con mejor

puntuacion de acoplamiento (RMSD = 0) y menor energia de union de cada cavidad para
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determinar los residuos aminoacidicos involucrados en la interaccion entre el HC-Cx46

con CBXy ENX.

Docking Molecular CBX Cavidad 1
Cadena A (N-Ter) Cadena B (N-Ter)
Phe 6 Glu 12
Arg 9 Gln 15
8 !
el
3 Glu 12
S Asn 13
c
£ GIn 15
< Glu 16
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Bl A basicos A alifaticos
B A p.sincarga
Docking Molecular ENX Cavidad 1
Cadena A (N-Ter) Cadena B (N-Ter)
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5 G 15
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<
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B A bésicos A alifaticos
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Docking Molecular CBX Cavidad 12
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<
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Figura 17. Conformaciones con mejor puntuacion de acoplamiento molecular y

aminoécidos involucrados de HC-Cx46 con carbenoxolona y enoxolona.

A-F. Determinacion del sitio de interaccion de CBX y ENX en HCs-Cx46, sitios
determinados por medio del programa AutoDock Vina; tablas resumen de los residuos
aminoacidicos involucrados en la interaccion HC-Cx46/CBX (A, C, E) y HC-Cx46/ENX
(B, D, F). Interacciones con mejor puntuacién de energia de union (-6,2 Kcal/mol
(cavidad 1); -4.8 Kcal/mol (cavidad 12); -7.7 Kcal/mol (cavidad 17) CBX) (-6.3 Kcal/mol
(cavidad 1); -5.3 Kcal/mol (cavidad 12); -7.8 Kcal/mol (cavidad 17) ENX). En azul
(CBX) y verde (ENX), se observan las regiones identificadas como adecuadas para el

acoplamiento de los bloqueadores farmacoldgicos en los HCs-Cx46.

En la figura 17, se observan los complejos (HC-Cx46/CBX y HC-Cx46/ENX) que
presentaron la energia y orientacion méas estable. Una vez obtenidos los complejos, se
procede a evaluar los residuos que se encuentran interactuando con éstos bloqueadores
farmacoldgicos. ElI complejo HC-Cx46/CBX de la cavidad 1 (Figura 17A), mantiene
interacciones con Phe6, Arg9, Leul0, Glul2, Asn13, GIn15y Glul6 de la cadena A; con
Glul2 y GIn15 de la cadena B, con una energia de union de -6.2 Kcal/mol. Por otro lado,
el complejo HC-Cx46/ENX (Figura 17B), presenté interacciones con Asn13y Leu97 de
la cadena Ay con Glul2, Asn13, GIn15, Glul6 y Lys23 de la cadena B, con una energia

de unién de -6.3 Kcal/mol.

Con relacion al acoplamiento en la cavidad 12 entre HC-Cx46/CBX (Figura 17C), se
determind la presencia de interacciones con Asnl13, Leu97, Arg9, Glul2, GIn15, Glul6,
His17, Serl8, Thrl9, Val20 y Lys23, con una energia de union de -4.8 Kcal/mol. Para el
complejo HC-Cx46/ENX (Figura 17D), se encontraron interacciones con los residuos
aminoacidicos Asnl13, Leu97, Glul2, GInl5, Glul6, Hisl7, Serl8 y Lys23, con una
energia de unién de -5.3 Kcal/mol. En relacién con estos resultados, se puede deducir

que, las cavidades 1 y 12, se sitlan en la region NT y presentan similitudes en el
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acoplamiento molecular. En la interfaz HC-Cx46/CBX se presenta similitud en la
interaccion con Arg9, Leul0, Glul2, Asnl3, GIn15y Glul6. En tanto, en la interfaz HC-
Cx46/ENX, se encontro similitud en la interaccion con Glul2, Asn13, GInl15, Glul6,
Lys23 y Leu97. Finalmente, en la cavidad 17 el complejo HC-Cx46/CBX (Figura 17E),
presento interacciones en los residuos Asp67, Arg68, Ala69, Pro71, Tyrl65, Phel66,
Leul67, Tyrl68, Gly169, GIn171, Lys173, Tyrl76 y Argl80, con una energia de unién
de -7.7 Kcal/mol y el complejo HC-Cx46/ENX (Figura 17F), mantiene interacciones con
Ala69, Phe70, His74, Leul67, Tyrl68, Gly169, GInl71, Leul73, Lys173, Leul75,

Tyrl76, Argl77 e llel191.

Para evaluar la exactitud del protocolo de acoplamiento molecular de las conformaciones
resueltas por AutoDock Vina, se realiz6 una evaluacion de los complejos en el programa
Maestro (Schrodinger, LLC, New York, NY, 2016). Para ello, el modelo del HC-Cx46 se
optimizé geométricamente por gradiente con el campo de fuerza OPLS_2005 por medio
del programa Macromodel (Schrodinger, LLC, New York, NY, 2016) a fin de calcular su
calidad absoluta estimada después de la minimizacion energética (Figura 18, 19 y 20).
Posteriormente, se realizaron acoplamientos dirigidos a las cavidades con Glide
(Schrédinger, LLC, Nueva York, NY, 2016) utilizando una cuadricula “grilla” centrada
en los amino&cidos que forman los bolsillos definidos en Fpocket y una configuracion de
precision extra (XP). Una vez obtenidos los complejos dptimos, se procede a validar los
residuos aminoacidicos que se encuentran interactuando y los tipos de enlace que forman.
Paraello se utilizé el programa ligand interaction diagram (Schrodinger, LLC, New York,

NY, 2016), que realiza la evaluacion 2D del complejo.

La metodologia de docking utilizada ha mantenido la estructura del HC-Cx46 rigida y las

estructuras de CBX y ENX flexibles para el célculo. La flexibilidad y el movimiento del
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HC-Cx46, y los posibles cambios conformacionales que se puedan producir por la union
de los blogueadores farmacoldgicos en las cavidades no pueden ser descritos en detalle a
través de docking molecular, por lo que para discriminar cual es el modo de union mas
estable y cuél es la cavidad encargada de modular dicha interaccion, se calculé un AG de
enlace teorico a traves del calculo de energia MM-GBSA utilizando Prime (Schrodinger,

LLC, Nueva York, NY, 2016) (Figura 18, 19y 20).

El andlisis de acoplamiento con Glide en el sitio 1 (Figura 18A) reveld que CBX y ENX
se unen de manera preferente a residuos aminoacidicos polares que conforman los
dominios NT de dos de las cadenas que forman el hemicanal, con ligeras diferencias en
la orientacién espacial predicha por AutoDock Vina (Figura 17A-B), alcanzando una
puntuacion de acoplamiento de -3.16 y -2.2 Kcal/mol, respectivamente. La interfaz HC-
Cx46/CBX mostro la formacién de dos puentes de H con los aminoécidos Arg9 (+) y
Lys23 (+) y una interaccion de puente salino con Arg9 (+) (Figura 18B, primer panel),
dichas interacciones contribuyen a la estabilizacién del complejo, alcanzando un AG de
enlace igual a -30.61 Kcal/mol (Figura 18C). Por otro lado, la interaccion HC-Cx46/ENX
en el sitio 1, mostrd la presencia de un puente de H con Glul2 (-) y un puente salino con
Lys23 (+) (Figura 18B, segundo panel), interacciones que estabilizan el complejo,
puntuando un AG de -43.05.61 kcal/mol (Figura 18C), las puntuaciones de acoplamiento
(Docking Score), muestran diferencias en el calculo predicho por AutoDock Vina y el
generado por Glide (Figura 18C), pero la energia de unidn sigue siendo negativa, lo cual

indica un acoplamiento energéticamente favorable entre CBX/ENX y los HCs-Cx46.
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Figura 18. Acoplamiento molecular de CBX y ENX en la estructura de HCs-Cx46
(Sitio 1).

A. Interaccion representativa entre HCs-Cx46, CBX (magenta) y ENX (azul celeste).
Todas las cadenas son idénticas, cada monomero esté representado con un color diferente
para facilitar la identificacion de las regiones entre subunidades. Comparacion de
acoplamiento de CBX/ENX en los dominios NT de HCs-Cx46 predicho por Glide. B.
Diagrama 2D de las interacciones identificadas para HCs-Cx46. Se muestra de forma
esquematica los residuos del sitio de union a CBX y ENX que interacttan con el NT del
HC-Cx46, coloreados segun sus propiedades fisicoquimicas. Las flechas indican la
direccionalidad del enlace de hidrégeno (puente de hidrégeno) y la linea degradada
(puente salino). C. Graficos de las puntuaciones de acoplamiento y AG de enlace tedrico
entre la interaccion de CBX/ENX con HCs-Cx46.

De acuerdo con los resultados anteriores CBX y ENX son capaces de alojarse en un
entorno electrostatico y los aminoacidos que interactlan con estos blogueadores
farmacoldgicos siguen presentes en la cavidad 1 descrita por Fpocket (Figura 18B).
Ademas, es importante destacar que CBX forma maés interacciones con el HC-Cx46 en

comparacion con ENX.

En cuanto al sitio 2 (Figura 19A) CBX y ENX adoptan una conformacion diferente a la
definida con AutoDock Vina (Figura 17C-D) alcanzando una puntuacion de acoplamiento
de -1.19 y -0.76 Kcal/mol, respectivamente. El acoplamiento entre HC-Cx46 y CBX
mostro la presencia de interacciones con Asnl3 (polar, sin carga) formando un puente de
H y con Lys23 (+) formando un puente salino (Figura 19B, primer panel), estas
interacciones estabilizan el complejo, alcanzando una puntuacion de AG igual a -26.2
Kcal/mol (Figura 19C). En la interfaz HC-Cx46/ENX, también se encontro interacciones
de puente de H con Arg9 (+) y Lys23 (+) (Figura 19B), interacciones que contribuyen a

la estabilizacion del complejo, generando un AG de -33.5 Kcal/mol (Figura 19C).
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Figura 19. Acoplamiento molecular de CBX y ENX en la estructura de HCs-Cx46
(Sitio 2).

A. Interaccion representativa entre HCs-Cx46, CBX (magenta) y ENX (azul celeste).
Todas las cadenas son idénticas, cada monomero esté representado con un color diferente
para facilitar la identificacion de las regiones entre subunidades. Comparacion de
acoplamiento de CBX/ENX en el NT de HCs-Cx46 predicho por Glide. B. Diagrama 2D
de las interacciones identificadas para HCs-Cx46. Se muestra de forma esquematica los
residuos del sitio de union a CBX y ENX que interactian con el NT del HC-Cx46,
coloreados segun sus propiedades fisicoquimicas. Las flechas indican la direccionalidad
del enlace de hidrégeno (puente de hidrogeno) y la linea degradada (puente salino). C.

Graficos de las puntuaciones de acoplamiento y enlace AG teodrico de la interaccion de

CBX'y ENX con HCs-Cx46.

El sitio 2, esta clasificado como la mejor cavidad (drogabilidad=0.883). Por medio de
Glide se logré comprobar que, el sitio 1 y 2 forman una Unica cavidad, aun cuando el
programa Fpocket resolviera el sitio 2 (cavidad 12) como una cavidad diferente al sitio 1
(cavidad 1). En resumen, el sitio se encuentra formado por Arg9, Leul0, Glul2, Asnl3,
GIn15, Glul6, Ly23, Leu90, Leu93 y Leu97 de los dominios NT y TM2 del HC-Cx46
(Figura 18-19). Es importante mencionar que, la region NT presenta aminoacidos
conservados en las diferentes isoformas de las Cxs (Bai, 2016; Beyer et al., 2012; Myers
etal., 2018), lo que posiblemente explicaria que estos bloqueadores, modulen la actividad

de éstas en su conformacion gap junction y hemicanal.
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Figura 20. Acoplamiento molecular de CBX y ENX en la estructura de HCs-Cx46
(Sitio 3).

A. Interaccion representativa entre HCs-Cx46, CBX (magenta) y ENX (azul celeste).
Todas las cadenas son idénticas, cada mondmero esta con un color diferente para facilitar
la identificacion de las regiones entre subunidades. Comparacién de acoplamiento de
CBX/ENX en los dominios LE1-LE2 de HCs-Cx46 predicho por Glide. B. Diagrama 2D
de las interacciones identificadas para HCs-Cx46. Se muestra de forma esquematica los
residuos del sitio de union a CBX y ENX que interacttan con los LE1/LE2 del HC-Cx46,
coloreados segun sus propiedades fisicoquimicas. Las flechas indican la direccionalidad
del enlace de hidrégeno (puente de hidrogeno) y la linea degradada (puente salino). C.

Graficos de las puntuaciones de acoplamiento y enlace AG teodrico de la interaccion de

CBX'y ENX con HCs-Cx46.

En el caso de acoplamiento con Glide para el sitio 3 (Figura 20A), se encontro que CBX
y ENX se unen a residuos aminoacidicos que conforman el dominio LE2, y adquieren
una orientacion similar a la predicha por AutoDock Vina (Figura 17E-F), alcanzando una
puntuacion de acoplamiento de -2.75 (CBX) y -3.11 (ENX) Kcal/mol. Las moléculas de
CBX y ENX se mantienen en una cavidad compuesta principalmente por aminoacidos
hidrofobicos y polares ubicados en el LE2. La interaccion HC-Cx46/CBX mostro la
formacion de dos puentes de H con los aminoacidos Gly169 y Lys173 (+) (Figura 20B,
primer panel), dichas interacciones estabilizan el complejo, alcanzando un AG de enlace
igual a -36.09 Kcal/mol (Figura 20C). Por ultimo, la interaccion HC-Cx46/ENX, mostrd
la presencia de un puente de H con el residuo aminoacidico Lys173 (+) (Figura 20B,
segundo panel), interaccion que estabilizo el complejo, puntuando un AG de -38 Kcal/mol
(Figura 20C), las puntuaciones de acoplamiento (Docking Score), muestran diferencias
en el célculo predicho por AutoDock Vina (Figura 20C, primer panel), mostrando una
energia de unién mas favorable para ENX. Los loops extracelulares de las conexinas han

sido descritos como dominios altamente conservados que forman parte del mecanismo de
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acoplamiento para la formacion de gap junction funcionales, en particular el LE2 es
crucial para la especificidad de acoplamiento cuando se forma el canal (gap junction) (Bai
et al., 2018; Koval et al., 2014), el cual se podria ver afectado por las interacciones
formadas con CBX y ENX. Sin embargo, estos analisis no son suficientes para
discriminar cuél de los dos sitios modula el acoplamiento de CBX y ENX o si estos actdan
sinérgicamente. Para determinar si las interacciones identificas se mantienen en el tiempo
es necesario realizar estudios de dinamica molecular y de esta forma dilucidar la
modulacion y estabilidad de los complejos en el tiempo establecidos en el docking

molecular entre los HCs-Cx46 y CBX/ENX en los sitios 1y 2.

Por lo tanto, de este estudio se pueden extraer los posibles complejos y la posibilidad que
la presencia de CBX y ENX modifiquen la conformacion de las Cxs en su estado de

hemicanal y gap junction.

Finalmente, los estudios in silico coinciden con los datos funcionales obtenidos en los
ensayos farmacoldgicos y funcionales, demostrando que CBX y ENX modulan la funcién
de las Conexinas en su conformacién de HCs, los cuales participan en la liberacién de
ATP al espacio extracelular y esta liberacién es regulada por potenciales redox
intracelulares y factores mitogénicos (FGF2), en el proceso de neurulacion y su

exposicion a CBX y ENX induce DTN.
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V. DISCUSION

1. Perfil de expresion y funcion de conexinas durante el proceso de neurulacion
en Xenopus laevis

En vertebrados, la neurulacién es el primer proceso critico para la formacion del

SNC (Copp et al., 2003; Wilde et al., 2014). Este proceso requiere la coordinacion de una
serie de respuestas celulares de proliferacion, diferenciacion y migracion que, a su vez,
son finamente reguladas a través de distintas vias de sefializacion, expresion de receptores
y neurotransmisores morfogenéticos (Bottcher & Niehrs, 2005; Luk & Sadikot, 2004;
Massé & Dale, 2012; Nikolopoulou et al., 2017; Thisse & Thisse, 2005; Wilde et al.,
2014). El proceso de neurulacion es ampliamente conocido y se han descrito ampliamente
los eventos consecutivos necesarios para la formacion del tubo neural (Gilbert & Singer,
2000; Lee & Gleeson, 2020; Wilde et al., 2014). Sin embargo, la compresion detallada de
como ocurre la neurulacién, el cierre del tubo neural y las posibles fallas durante estos
procesos permanecen incompletas y aun generan interrogantes. Si el cierre del tubo neural
no se completa, el neuroepitelio permanece expuesto ocasionando los denominados
defectos del tubo neural (DTN) (Avagliano et al., 2019; Copp & Greene, 2010; Lee &
Gleeson, 2020). Los DTN generan patologias complejas que incluyen defectos de tubo
abierto como anencefalia y mielomeningoceles; y defectos de tubo cerrado como
encefalocele y espina bifida oculta (Avagliano et al., 2019; Wallingford et al., 2013). Los
DTN pueden originarse por causas ambientales y genéticas (Avagliano et al., 2019;
Detrait et al., 2005; Nikolopoulou et al., 2017). Se ha descrito que al menos 300 genes
(Nikolopoulou et al., 2017) participan en la formacion del tubo neural, a pesar de ello, no
se ha estudiado en detalle su relacidén con los mecanismos que rigen la neurulacion y su

participacion directa con la aparicion de DTN.
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Las conexinas son una familia de proteinas presentes en las uniones intercelulares y
participan en la formacion de uniones en hendidura o gap junctions, que se especializan
en unir el citoplasma de dos células contiguas, en las cuales participan proteinas de las 2
células adyacentes. Estas proteinas permiten la transferencia directa de metabolitos e
iones de bajo peso molecular (<1 kDa), incluidos los segundos mensajeros como AMP
ciclico, inositol trifosfato (IPs) y Ca? * (Goodenough & Paul, 2009; Harris, 2007;
Oyamada et al., 2005) y regulan importantes eventos fisiologicos y fisiopatologicos en
tipos celulares como: neuronas, astrocitos, tanicitos, precursores neurales (PNs), células
madre embrionarias, células de la cresta neural, etc. (Bannerman et al., 2000; Bittman &
LoTurco, 1999; Huettner et al., 2006; Kanaporis et al., 2008; Kumar & Gilula, 1996;
Laird, 2006; Mayorquin et al., 2018; Recabal et al., 2018; Swayne & Bennett, 2016;
Weissman et al., 2004; Ye et al.,, 2003). Las Cxs no solo participan en uniones
comunicantes (gap junction), también son capaces de formar hemicanales que
permanecen en la membrana plasmatica sin formar unién intercelular (Goodenough &
Paul, 2003) permitiendo la liberacion de moléculas como ATP, Glu, prostaglandina E2,
glutation y NAD+, que actan como mensajeros autocrino/paracrino (Cotrina et al., 1998;
Evans et al., 2006; Harris, 2007; Orellana et al., 2011; Stout et al., 2002; Saez et al., 2010;

Vinken et al., 2011; Ye et al., 2003).

Diversos estudios han demostrado que las Cxs se expresan de forma dindmica durante el
desarrollo del SNC en vertebrados (Bannerman et al., 2000; Bittman & LoTurco, 1999;
Khodosevich et al., 2012; Nadarajah et al., 1997; Swayne & Bennett, 2016; Weissman et
al., 2004). No obstante, hasta el momento no existen estudios que demuestren la presencia
y permitan entender el rol de las Cxs durante el proceso de neurulacion en vertebrados.
Este estudio proporciona una aproximacion para entender el rol de las Cxs durante el

cierre del tubo neural, demostrando por primera vez la presencia de GlJal (Cx43), GJo3
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(Cx46), GJa7/Glyl (Cx45), GIB1 (Cx32), GIB2 (Cx26), GIP3 (Cx31), GIB7 (Cx25) en
los distintos estadios de neurulacion de Xenopus laevis con diferencias significativas en
su expresion. Los niveles de expresion génica mostraron que segun su clasificacion por
similitud de secuencia y longitud de dominios citoplasmaticos (a, B, v, 0 y €), la Cx46
(GJa3) fue la conexina mas expresada (100 veces mas) de las Cxs a en el proceso de
cierre del tubo neural (Figura 6). A su vez, la Cx32 (GJB1) fue la conexina mas expresada
(30 veces mas) de las Cxs B (Figura 7). Estudios anteriores han demostrado el cambio de
subunidades de conexina a lo largo del desarrollo como resultado de los cambios
necesarios para la maduracion de los tejidos, es decir, la transicion de una célula madre a
un estado diferenciado (Huettner et al., 2006). Dicho esto, se ha demostrado que células
madre embrionarias (CME) expresan alrededor de 18 Cxs, entre ellas, Cx46, Cx43, Cx32
y Cx26 (Huettner et al., 2006), antecedentes que concuerdan con el patron de expresién
génica observado en nuestros resultados. Ademas, Bannerman et al, demostraron que la
Cx46 y la Cx43 forman canales comunicantes en la migracion temprana de células de la
cresta neural (CCN), evidencia que sugiere un rol crucial de las Cxs en la transmision de

sefiales durante la embriogénesis (Bannerman et al., 2000).

El perfil de expresion de Cx46 vs Cx43 (Figura 6C) en neurulacién es un hallazgo
interesante. Concordante con esto, se ha postulado una relacién reciproca entre Cx46 y
Cx43 en la diferenciacion de células madre cancerigenas de glioblastoma, en la cual,
Cx46 se expresa mayoritariamente en células madre cancerigenas de glioblastoma
(indiferenciadas) y Cx43 en células madre no cancerigenas, lo que sugiere que la
especificidad de expresion de las Cxs en procesos como la diferenciacion son cruciales
(Hitomi et al., 2015). Nuestros resultados en Xenopus laevis son consistentes con estos
estudios sobre el patron de expresion de Cxs, en los cuales se encontrd que Cx46 se

expresa mayoritariamente en el proceso de neurulacion (células que inician su proceso de
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diferenciacion) y Cx43 en cerebro adulto (células diferenciadas) de Xenopus laevis. Para
contribuir a estos resultados, y avalar o descartar la presencia de Cxs durante el cierre del
tubo neural, es necesario evaluar los niveles proteicos y localizacion de estas proteinas
durante el proceso de neurulacion. Estudios futuros podrian considerar especificar la
expresiony localizacion de estas proteinas con el fin de dilucidar cuales Cxs (Cx46, Cx43,
Cx45, Cx32, entre otras) son cruciales para la formacion de hemicanales y/o gap junction

durante el cierre del tubo neural.

Por otro lado, no se ha reportado evidencia respecto a la participacion de Cxs en el cierre
del tubo neural ni como alteraciones en su funcionamiento determina la aparicion de
DTN. En este trabajo se demostrd in vivo, que las Cxs juegan un rol crucial no sélo
durante el proceso de neurulacién, sino que también en el desarrollo del eje
anteroposterior de embriones de Xenopus laevis. La exposicion a CBX y ENX
blogueadores farmacol6gicos de Cxs, inducen un efecto concentracion-dependiente,
afectando considerablemente el cierre del tubo neural, cambiando la morfologia de
embriones en estadios posteriores de desarrollo (estadio 45), ocasionando DTN. Los
tratamientos llevados a cabo muestran cambios morfologicos (malformaciones) en
estadios de neurulacion. Principalmente se evidencié un retraso importante en la
formacion del tubo neural a concentraciones intermedias de 30 uM (CBX) (Figura 8B-D)
y 50 uM (ENX) (Figura 9B-D). El tratamiento con 100 uM (CBX/ENX) (Figura 8C-9C),
result6 toxico y letal en la mayoria de los casos. Ademas, el desarrollo mas posterior de
los embriones presentd fenotipos defectuosos, con su eje anteroposterior curvo,
evidenciando una posible alteracion en la formacion de su méedula espinal (30 uM CBX)
(Figura 8E) o simplemente, la inhibicion completa del crecimiento (100 uM CBX/ENX)
y posterior degeneracion y muerte. Aungue hasta ahora no se ha dilucidado por completo

el mecanismo de accion de CBX y ENX, en este estudio se reunio una considerable
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evidencia acerca de la interaccion de estos blogueadores con las Cxs. Este punto se

analizara mas adelante.

Estos resultados sugieren que, probablemente méas de una Cx es requerida para la
formacion del tubo neural, y por esta razon la inhibicién farmacoldgica de Cxs interfiere
con el proceso de neurulacion. No obstante, se necesitan méas anélisis para concluir sobre
la participacion de las Cxs en su conformacién de hemicanal y/o gap junction. Si bien
estos resultados deben interpretarse en el contexto que estos bloqueadores inhiben
diferentes Cxs (Willebrords et al., 2017). Es interesante destacar, el patron de expresion
de ARNm de Cx46, la cual posiblemente conforme la mayoria de hemicanales y/o
uniones comunicantes en el proceso de neurulacion, sin embargo, es necesario realizar
mas experimentos que permitan diferenciar entre las distintas isoformas de Cxs. Por lo
tanto, no es posible descartar la participacion de otras Cxs (como Cx32, Cx26, Cx45 'y
Cx43) en este proceso. Finalmente es importante considerar que actualmente no existen

blogueadores especificos para Cx46.

Nuestros resultados concuerdan con lo descrito por otros investigadores, quienes han
demostrado que la exposicion a bloqueadores farmacoldgicos de Cxs generan alteraciones
en eventos como la proliferacion, migracién y diferenciacion en varios tipos celulares,
especialmente en células de la cresta neural (Bannerman et al., 2000), neuroblastos
(Marins et al., 2009), precursores neurales (Khodosevich et al., 2012) y células madre

embrionarias (Huettner et al., 2006).
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2. FGF2y potenciales redox regulan la apertura de HCs-Cxs durante el

proceso de neurulacion en Xenopus laevis

Los HCs-Cxs permiten la comunicacion entre el citoplasma celular y el espacio
extracelular participando en la sefializacion autocrina 'y paracrina (Evans et al., 2006; Saez
et al., 2010). Se ha descrito que los HCs-Cxs participan en la liberacion de moléculas
involucradas en la sefializacién celular como ATP y Glu (Cotrina et al., 1998; Orellana et
al., 2011; Stout et al., 2002; Ye et al., 2003). En esta tesis se demuestra que estimulos de
diferente naturaleza regulan mecanismos que participan en la apertura de HCs-Cxs en el
proceso de neurulacién, lo que confirma la hipotesis que los HCs-Cxs participan en la
liberacion de neurotransmisores como ATP durante este proceso. La apertura de los HCs-
Cxs puede ser activada por (i) FGFs (De Vuyst et al., 2007; Garré et al., 2010; Recabal et
al., 2020; Schalper et al., 2008) y/o (ii) cambios en el potencial redox intracelular, que
depende de las cisteinas localizadas en el dominio CT de las Cxs (Evans et al., 2006;
Pogoda et al., 2016; Mauricio A Retamal et al., 2007; Séez et al., 2010). La participacion
de HCs-Cxs en eventos de neurodesarrollo (Nadarajah et al., 1997; Swayne & Bennett,
2016; Weissman et al., 2004) sugiere la existencia de mecanismos que modulen la
funcionalidad de HCs en etapas mas tempranas como la neurulacion. El bloqueo
farmacoldgico de Cxs afectd la permeabilidad y liberacion de ATP al espacio extracelular
inducida por potenciales redox y FGF2 in vivo e in vitro, sugiriendo la participacién de
estos dos mecanismos en la regulacion de apertura de HCs-Cxs durante el cierre del tubo

neural.

La formacion del SNC implica una variedad de eventos que son controlados por
moléculas de sefalizacion. Entre estas, la familia de factores de crecimiento de
fibroblastos. Los FGFs participan en eventos como la morfogénesis, migracion,

proliferacion, induccion y diferenciacion (Bottcher & Niehrs, 2005; Dorey & Amaya,
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2010; Thisse & Thisse, 2005), respuestas celulares cruciales para el desarrollo, que
podrian estar relacionadas con la sefializacion mediada por moléculas y
neurotransmisores liberados por HCs-Cxs. FGF2 provocO una apertura transitoria de
HCs-Cxs, participando en la liberacion de ATP. La incorporacion del compuesto
fluorescente LY por HCs-Cxs durante el proceso de neurulacion, demostro que FGF2
participa en el mecanismo de apertura de HCs-Cxs, la que fue inhibida por bloqueadores
farmacologicos (CBX/ENX) (Figura 10-11). EI aumento de la permeabilidad de la
membrana celular a través de HCs-Cxs provocado por FGF2 puede deberse a un aumento
de HCs en la superficie celular (De Vuyst et al., 2007; Schalper et al., 2008; Schalper et
al., 2012) atribuible a los cambios en el estado de fosforilacion en residuos Ser/Thr/Tyr
(Pogoda et al., 2016). Sin embargo, no se puede discriminar la posible participacion de
las panexinas, proteinas que también forman hemicanales que permite el flujo de
moléculas como LY y ATP (Barbe et al., 2006; Garré et al., 2010; Orellana et al., 2011;
Penuela et al., 2013). La apertura de HCs-Cxs inducida por FGF2 en embriones en
proceso de neurulacion provocd un aumento de ~3.5 veces mas de captacion de LY vs
embriones control. Esta captacion fue sensible al tratamiento con CBX y ENX (Figura
11C). Consistente con esto, FGF2 llevo a la liberacion de 2 veces mas ATP en
comparacion con embriones control. La liberacion de ATP fue estadisticamente
significativa, pero una vez sometidos los embriones a los tratamientos farmacoldgicos
con CBX y ENX, la concentracion de ATP extracelular se redujo a concentraciones
similares al control (Figura 12C), sugiriendo que ademas de HCs-Cxs, otros mecanismos
de liberacién pueden estar involucrados. Con respecto al Gltimo punto, se ha demostrado
la participacion de los receptores P2Xz4 y P2Y 14811 durante el proceso de neurulacion
(Bogdanov et al., 1997; Burnstock & Dale, 2015; Cheung et al., 2005; Massé & Dale,

2012), los cuales estimularian la apertura de hemicanales conformados por Pxs (Px1) y

81



Cxs (Baroja-Mazo, Barbera-Cremades, & Pelegrin, 2013). No obstante, otros
mecanismos como liberacion a través de panexinas o vesiculas no fueron analizados en
este trabajo, necesitandose experimentos adicionales que permitan dilucidar su

contribucion en este proceso.

Por otro lado, el estimulo del agente reductor DTT sobre HCs-Cxs induce una
disminucion en el potencial redox intracelular aumentando el estado funcional de los
HCs-Cxs (Pogoda et al., 2016; Mauricio Antonio Retamal, 2014; Mauricio A Retamal et
al., 2007), corroborando la participacién de HCs-Cxs en la liberacion de ATP durante el
proceso de neurulacion. Esta afirmacion se debe a que (i) el DTT aumentd 5 veces la
captacion de LY en embriones de Xenopus laevis durante el proceso de neurulacion, (ii)
el aumento de permeabilidad a LY fue inhibido por bloqueadores farmacoldgicos de Cxs
(Figura 11B), (iii) el DTT aumento al doble la liberacion de ATP al espacio extracelular
y fue inhibido por CBX y ENX (Figura 12B). Como se mencion¢ anteriormente, las Cxs
(Pogoda et al., 2016; Mauricio Antonio Retamal, 2014) presentan cisteinas localizadas en
el dominio CT, pero también presenta cisteinas en sus dominios LE1/LE2, estos residuos
pueden reducirse u oxidarse, en condiciones redox (Pogoda et al., 2016; Mauricio
Antonio Retamal, 2014). Algunas de las Cxs que presentan estos residuos en su dominio
CT son Cx43, Cx46, Cx32 (Mauricio Antonio Retamal, 2014), las cuales pueden ser
sensibles a cambios en el potencial redox en el proceso de neurulaciéon. De acuerdo con
esto, la apertura de HCs-Cxs participaria funcionalmente en la liberacién de ATP y en el
proceso de cierre del tubo neural, y su bloqueo farmacolégico induce DTN. En
conclusion, con lo anterior, postulamos dos mecanismos de diferente naturaleza que
modulan la apertura de HCs-Cxs durante la neurulacion. (i) potenciales redox que inducen
cambios en las interacciones de puentes disulfuro, s-nitrosilacion, entre otras (Mauricio

Antonio Retamal, 2014), causando cambios conformacionales, afectando el estado
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abierto/cerrado de HCs-Cxs, (ii) FGF2 induce la apertura controlada de HCs-Cxs,
permitiendo la liberacion de ATP al espacio extracelular, cambios atribuibles al estado de
fosforilacion/defosforilacion de los sitios sensibles (Ser/Thr/Tyr) de las regiones NT y
CT de las Cxs (Pogoda et al., 2016; Schalper et al., 2012; Séez et al., 2010). Sin embargo,
el mecanismo molecular por el cual FGF2 y el potencial redox intracelular regula la

apertura de HCs-Cxs durante el proceso de neurulacion requiere futuras investigaciones.

En este trabajo no se estudié la posibilidad que las Cxs formen uniones comunicantes
entre células de la placa neural, pero este acoplamiento u otros posibles acoplamientos

con otros tipos de células durante el proceso de neurulacién requiere futuros estudios.

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren un mecanismo de liberacion de ATP
mediado por HCs-Cxs durante el proceso de neurulacién, y su liberacion al espacio
extracelular posiblemente permitiria la activacion de receptores P2Xsa, P2Y1,s
(Bogdanov et al., 1997; Burnstock & Dale, 2015; Cheung et al., 2005; Massé & Dale,
2012), desencadenando diferentes cascadas de sefializacion (Abbracchio et al., 2009;
Zimmermann, 2006). Una posibilidad es la movilizacion de Ca?* intracelular [Ca2*];, el
cual modula la propagacion intercelular de ondas de calcio, regulando asi procesos de
proliferacion, migracién y diferenciacion celular durante el desarrollo embrionario y la
formacion del tubo neural (Suzuki et al., 2017; Webb & Miller, 2003). La alteracion de
esta sefializacion por la inhibicion del mecanismo de liberacién de ATP por HCs-Cxs
puede conducir a DTN. EI ATP puede no ser el Gnico neurotransmisor involucrado en la
movilizacion de [Ca?*]i durante la formacion del tubo neural en Xenopus laevis. La
inhibicion del receptor NMDA (Sequerra et al., 2018) y de glutaminasa 1 (GLS1), enzima
que cataliza la conversion de glutamina en glutamato, durante el proceso de neurulacién
(Benavides-Rivas et al., 2020), da como resultado alteraciones en la proliferacion celular

de celulas de la placa neural y la migracion celular lo que resulta en defectos del tubo
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neural (DTN). Esto sugiere que la sefializacion glutamatérgica (Glu) y purinérgica (ATP)
participarian en la movilizacion de [Ca?']; regulando procesos como polaridad celular
planar, movimientos morfogenéticos, extension convergente, constriccion apical,
formacion de pliegues neurales y proliferacion de células de la placa neural (Benavides-
Rivas et al., 2020; Burnstock & Dale, 2015; Massé & Dale, 2012; Sequerra et al., 2018;
Suzuki et al., 2017; Webb & Miller, 2003). Seria interesante evaluar la participacion de

HCs-Cxs en la sefializacion glutamatergica durante el proceso de neurulacion.

3. Predicciones in silico: Sitios e interacciones de unién de bloqueadores

ampliamente usados para modular la actividad de Cxs

La identificacién y caracterizacion de sitios funcionales, incluidos los sitios de
unién a ligando o sitios cataliticos de una estructura proteica son clave para determinar
su regulacién (Le Guilloux et al., 2009) y guiar el disefio de moléculas pequefias que
podrian interactuar con la proteina y modular su funcion (Schmidtke, Le Guilloux,
Maupetit, & Tuffery, 2010). En el caso de no encontrase esta informacion, se han
disefiado diferentes aproximaciones in silico para determinar dichos sitios. Existen
programas disefiados para identificar y analizar cavidades en la superficie de las proteinas.
Estos programas se basan en componentes energéticos y geométricos (Le Guilloux et al.,
2009; Schmidtke, Le Guilloux, Maupetit, & Tuffery, 2010). Los componentes basados en
geometria buscan e identifican posibles cavidades blanco de moléculas pequefias. En este
trabajo, se implementd algoritmos de tipo geométrico para determinar los posibles sitios
que permiten establecer un modo tedrico de union de bloqueadores ampliamente
utilizados para modular la funcion de las Cxs. Estas cavidades se determinaron con
Fpocket, programa que permite la deteccion de “bolsillos”, basado en el método de

teselacion de Voronoi y de esferas a (Le Guilloux et al., 2009; Schmidtke, Le Guilloux,

84



Maupetit, & Tuffery, 2010) para analizar la superficie de la Cx46. A la fecha no existen
estudios in silico que permitan identificar y caracterizar el sitio de interaccion de
bloqueadores como CBX y ENX, drogas ampliamente utilizadas para modular la funcion
de las Cxs en diferentes tipos y procesos celulares (Willebrords et al., 2017). Para nuestro
conocimiento, este trabajo de tesis contribuye una primera aproximacion en la cual, se
logré identificar dos sitios candidatos ubicados en los dominios NT y LE2 de la Cx46 y,
posteriormente, se confirmd su capacidad para unir moléculas como CBXy ENX, a través

de estudios de docking molecular.

El docking molecular trata de predecir la orientacion y conformacion de una molécula
pequefia (ligando) en el sitio funcional de una proteina de interés (Yuriev et al., 2011).
Para este proposito, se implementan programas computacionales de docking molecular,
como AutoDock Vina (Trott & Olson, 2010), Glide (Schrddinger, LLC, New York, NY,
2016), entre otros. Los programas de docking molecular se pueden dividir en dos pasos
principales: (i) busqueda de las “posiciones de acoplamiento” y (ii) refinamiento y
puntuacion de las posiciones generadas (Yuriev et al., 2011). En general, el docking
molecular se clasifica en funcion a su energia libre de unién. Los estudios de docking
molecular de este trabajo se realizaron con los programas AutoDock Vina (Trott & Olson,

2010) y Glide (Schrodinger, LLC, New York, NY, 2016).

El sitio ubicado en el dominio NT presentd residuos aminoacidicos con diferentes
caracteristicas fisicoquimicas. En esta region se encuentran residuos de tipo polar sin
carga como Asnl3 y GInl5; se puede observar la presencia de Glul2 y Glul6, que
corresponden a residuos con carga negativa; Arg9 y Lys23 residuos con carga positiva,
ademas, residuos hidrofébicos como Phe6 y LeulO (Figura 17-19). Esta region es
altamente conservada entre las distintas isoformas de las Cxs (Bai, 2016; Myers et al.,

2018) y participa en la region formadora del poro, sitio determinante para la modulacion
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de apertura/cierre de estos canales (Beyer et al., 2012; Pogoda et al., 2016). Si bien la
fisiologia asociada a las modificaciones en esta region se encuentra caracterizada (Bai,
2016; Beyer et al., 2012), no se conoce el rol que cumple cada uno de los residuos al
momento de interactuar con moléculas pequefias como los agentes farmacoldgicos
(CBX/ENX). Los resultados de docking molecular, sugieren que CBX se une con mayor
favorabilidad a este sitio (-6.2 Kcal/mol AutoDock Vina y -3.16 Kcal/mol Glide),
estableciendo dos puentes de H con Arg9y Lys23 y un puente salino con Arg9, puntuando
un AG teorico de -30.61 Kcal/mol; comparado con las dos interacciones de ENX, la cual
establecio un puente de H con Glul2 y un puente salino con Lys23 alcanzando un AG de
enlace igual a -43.05 Kcal/mol (Figura 18-19). Los puentes de H son las interacciones
parcialmente electrostaticas, direccionales, que presentan una fuerza de enlace entre 10 y
40 KJ/mol y son interacciones de corto alcance. EI NT finaliza con un aminoacido
cargado positivamente (lisina o arginina) en la posicion 22 (Cxs ) o 23 (Cxs o) (Beyer
etal., 2012). Este aminoacido cargado positivamente (Lys23/Arg23 Cxs a) (Lys22/Arg22
Cxs B) puede tener un papel importante en la biosintesis de las Cxs (Beyer et al., 2012) y
su interaccién con CBX y ENX afectaria interacciones criticas para la formacion de HCs,
asi como interacciones involucradas en mantener el estado abierto/cerrado de estos

canales.

El sitio posicionado en el LE2 se encuentra cerca de residuos cruciales que influyen en la
formacion y especificidad de uniones comunicantes para la Cx46. Estos residuos se
encuentran entre los aminoacidos 179-195; para la Cx26 y Cx30 se encuentran entre 167-
183; para Cx32 entre 166-182; para Cx43 entre 185-201 y Cx45 entre 207 al 223 (Bai &
Wang, 2014; Bai et al., 2018; Koval et al., 2014). Se ha demostrado que Cx46 es
heterotipicamente compatible con Cx26, Cx30, Cx32, Cx50 y Cx43 (Bai & Wang, 2014;

Bai et al., 2018; Koval et al., 2014). Concordante con esto, en este sitio se encuentran

86



residuos de tipo polar sin carga como GInl171; Lys173 aminoacido con carga positiva y
residuos hidrofébicos como Phel66, Leul67, Tyrl68 y Leul72 (Figura 17 y 20).
Interesantemente, CBX también establece mayores interacciones que ENX en este sitio,
estableciendo dos puentes de H con Lys173 y Gly169 con una energia de unién de -7.7
Kcal/mol (AutoDock Vina) y -2.75 Kcal/mol (Glide) alcanzando un AG tedrico igual a -
36.09 Kcal/mol; comparado con la interaccion de ENX con Lys173, la cual se establecio
por un puente de H con una energia de union de -7.8 Kcal/mol (AutoDock Vina) y -3.11
Kcal/mol (Glide), puntuando un AG teodrico de -37.98 Kcal/mol (Figura 21).
Concordantemente, los resultados obtenidos en los estudios in silico, son consecuentes
con los ensayos farmacologicos donde se evidencié que CBX genera mayores defectos
fenotipicos alterando el desarrollo mas tardio de los embriones, evidenciando una posible
alteracion en la formacion de su médula espinal (30 uM CBX) o simplemente, la muerte
(100 uM CBX) (Figura 8). De manera complementaria, se puede sugerir que el sitio
ubicado en el NT, como el posicionado en el LE2 son claves para la modulacion de las
Cxs. No obstante, es necesario realizar estudios de dinamica molecular para establecer si
las interacciones descritas entre HCs-Cx46 y CBX/ENX perduran en el tiempo. La
dindmica molecular es una herramienta computacional que permite simular los
movimientos de un sistema molecular. Las simulaciones de dindAmica molecular muestran
el espacio conformacional y generan una trayectoria de los movimientos moleculares en
funcién del tiempo, realizando calculos de energia libre que son extrapolables a sistemas

bioldgicos de interés (Durrant & McCammon, 2011).
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Finalmente, la interaccion entre Cx46/CBX y Cx46/ENX observada en los sitios N
(dominio N-Terminal) y E (LE2 “loop extracelular’) a través de estudios in silico apoyan
los resultados de presencia y funcionalidad de las Cxs, regulando la liberacion de ATP

durante el proceso de neurulacion en Xenopus Laevis.

En conjunto todos estos resultados nos permiten demostrar que HCs-Cxs participan
en la liberacion de ATP y eventualmente de otros neurotransmisores como glutamato al
espacio extracelular, y su mecanismo de apertura es modulado por vias de sefializacion
como: (i) FGF2 y/o (ii) potenciales redox intracelulares, durante procesos tempranos de
desarrollo como el cierre del tubo neural, y su bloqueo farmacol6gico induce la
generacion de DTN, que serian ocasionados por alteraciones en la sefalizacion

purinérgica y/o glutamatérgica.
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