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RESUMEN

La creciente incidencia del mal de Alzheimer (AD) en personas adultas mayores a nivel
mundial pone de manifiesto la necesidad de descubrir farmacos que reviertan o
disminuyan la progresion de esta enfermedad, utilizando diferentes modelos animales
para estudios preclinicos. El raton Mus musculus ha sido ampliamente utilizado en
estudios farmacoldgicos para la identificacion y validacion de nuevos medicamentos;
sin embargo, este modelo requiere de una gran inversion de tiempo y dinero. En este
estudio se utilizo el embrion de pez cebra para evaluar un farmaco con potencial anti-
Alzheimer. Una gran ventaja de este modelo es que posibilita el estudio de mecanismos
celulares de la neurodegeneracién, en particular de la neurotoxicidad de AD,
desencadenada por la proteina amiloide beta y mediada por la cascada PrP/SFK
(proteina prion/quinasas de la familia Src). Estudios de nuestro laboratorio demostraron
que la via PrP/SFK estd presente en peces cebra, y que su alteracion durante la
embriogénesis altera la endocitosis de complejos proteicos de adhesién celular y
neurorecepcion; mecanismo similar a lo observado para la neurotoxicidad de AD. Esto
posibilita el uso de embriones de peces cebra como excelentes modelos para el estudio
del rol de la via PrP/SFK durante la neurodegeneracién, asi como para la identificacion
de farmacos que afecten esta via. En colaboracion con el Centro Nacional de
Biopreparados de Cuba (BioCen), nuestro laboratorio evalu6 el farmaco BioCen 128,
que posee propiedades anti-neurodegenerativas de acuerdo con estudios conductuales
realizados en ratones envejecidos. Con el fin de conocer la actividad bioldgica de
BioCen 128 y determinar si su efecto neuroprotector estad potencialmente relacionado
con la via PrP/SFK, se estudi6 su farmacologia y se evalué su efecto sobre el desarrollo
embrionario mediante inmunofluorescencia y microscopia confocal. Se encontré que la
CLso fue 22.5 pg/ml de BioCen 128, y el efecto tdxico de BioCen 128 fue un retraso,
concentracion dependiente, del desarrollo embrionario a partir de la gastrulacion; el cual
no fue reversible y no se asocio a la edad. También, se evidencido que bajas
concentraciones de BioCen 128 (1-5 pg/ml) generan un menor tamafio de fasciculos
axonales del prosencéfalo, mesencéfalo y romboencéfalo; y afectan la navegacion y
crecimiento axonal de las neuronas motoras primarias caudales de la médula espinal. En
suma, estos resultados sugieren que BioCen 128 podria modular la funcion motora y el
ritmo circadiano. Se concluye que hay indicios que sugieren una asociacion de BioCen
128 y la via PrP/SFK.
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ABSTRACT

The increasing incidence of Alzheimer's disease (AD) in elderly populations worldwide
raises the need to discover new drugs to reverse or treat AD, using different animal
models for preclinical studies. The mouse model has been widely used in
pharmacological studies for the identification and validation of new drugs. However,
this animal requires a large investment of time and money. In this study, we used the
zebrafish embryo to evaluate a potential anti-Alzheimer drug. Zebrafish model enables
the study of neurodegeneration-related cellular mechanisms, as the AD neurotoxicity
triggered by the amyloid beta protein and mediated by the PrP/SFKs cascade (prion
protein/Src family kinases). Previous studies have demonstrated that the PrP/SFKs
pathway alteration during zebrafish embryogenesis affects the endocytosis of cell
adhesion complexes and neuroreceptors via the same mechanism seen in AD
neurotoxicity. For these reasons, zebrafish embryos are excellent models to study the
role of PrP/SFKs pathway during neurodegeneration, as well as to identify new drugs
that affect this pathway. In collaboration with the Cuban National Center for
Biopreparations (BioCen), we evaluated BioCen 128 drug, which possess anti-
neurodegenerative properties according to behavioral studies performed on aged mice.
Our study aimed to know the biological activity of BioCen 128 and determine if its
neuroprotective effect might be related to the PrP/SFKs pathway. To achieve that, we
studied BioCen 128 pharmacology and its effects on embryonic development, using
immunofluorescence and confocal microscopy. Our results show that the LCs was 22.5
pug/ml of BioCen 128. Moreover, the toxic effect of BioCen 128 was an irreversible
concentration-dependent delay of embryonic development after gastrulation. Notably, a
low dose range between 1-5 pug/ml of BioCen 128 induced a size reduction of axonal
tracts in the forebrain, midbrain, and hindbrain, and affected the axonal growth and
guidance of caudal primary motor neurons in the spinal cord of zebrafish embryo. These
results strongly suggest that BioCen 128 might modulate the motor function and
circadian rhythm. Altogether, our data suggest a potential relationship between BioCen
128 and the PrP/SFKs pathway.

KEYWORDS: Zebrafish, embryonic development, neurodegeneration, anti-

neurodegenerative compound, amyloid beta, prion protein, Src kinases.
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GLOSARIO

AB: Amiloide beta

CaP: Neuronas motoras primarias caudales de la médula espinal
CaS: Neuronas motoras secundarias caudales de la médula espinal
CLso: Concentracion letal media

Dpf: Dia(s) post-fertilizacion

Hpf: Hora(s) post-fertilizacion

PMNSs: Neuronas motoras primarias de la médula espinal

PrP: Proteina prién

SFKSs: Quinasas de la familia Src

SMNs: Neuronas motoras secundarias de la médula espinal



I. INTRODUCCION

1.1 Impacto de las enfermedades neurodegenerativas

Durante las ultimas décadas, los crecientes avance médicos y tecnoldgicos han
producido un aumento de la esperanza de vida y por lo tanto del tamafio de adultos
mayores a nivel mundial. La Organizacion Mundial de la Salud prevé que para el 2050,
la poblacion mundial mayor de 60 afios se duplicara, pasara de 962 millones en 2017, a
2100 millones en 2050 (1). En consecuencia, el aumento de la longevidad esta
favoreciendo un incremento de la incidencia de enfermedades neurodegenerativas
asociadas al envejecimiento, como la enfermedad de Alzheimer (AD), la enfermedad de
Parkinson (PD), la enfermedad de Huntington (HD), la esclerosis lateral amiotrofica
(ELA) y las enfermedades prionicas (2). Actualmente, mas del 20% de las personas
mayores de 60 afios sufren de un trastorno mental o neurolégico, siendo el mas comdn
la demencia (3). Se estima que alrededor de 50 millones de personas en el mundo sufren
de demencia; y este nimero incrementard a mas de 130 millones al 2050 (Fig. 1.1).
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Figura 1.1. Crecimiento en el nimero de personas con demencia a nivel global. Se estimé el incremento del nimero de
personas (millones) hasta el afio 2050 que sufrirdn de demencia en paises de ingresos altos (celeste) y paises de ingresos
bajos y medios (rosado). Fuente: (4).

1.2 El mal de Alzheimer

El mal de Alzheimer (AD, por sus siglas en inglés) afecta a mas de 25 millones de
personas en todo el mundo, y es el tipo mas frecuente de demencia asociada al
envejecimiento. Los sintomas se caracterizan por una pérdida de la memoria a corto
plazo, disfuncion cognitiva y trastorno de la personalidad; todo eso causado por la
pérdida de neuronas del hipocampo y corteza cerebral. Estos sintomas se manifiestan
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durante la fase tardia de la enfermedad, a partir de los 65 afios; y se caracteriza por la
formacion de placas seniles y ovillos neurofibrilares (NTF) en el cerebro. Sin embargo,
en este trabajo nos enfocaremos en la fase temprana de AD, que involucra dos cambios
celulares y moleculares importantes: 1) el mal plegamiento y acumulacion de
oligomeros amiloide beta (AP) en los tejidos cerebrales, que mas tarde daré origen a las
placas seniles, y 2) la hiperfosforilacion de la proteina citoplasmética asociada a
microttbulos, Tau, en el cerebro, que mas tarde formara los NTF. Estos eventos
tempranos desencadenan neurotoxicidad (dafio neuronal causado por sustancias toxicas)
y muerte neuronal, y, décadas més tarde, el deterioro cognitivo evidente en la fase
clinica de AD (5).

El péptido AP se origina de la protedlisis de la proteina precursora amiloide (APP), que
es una proteina de membrana ubicada principalmente en la sinapsis neuronal (6). Dicha
protedlisis estd a cargo de un complejo de secretasas (7). La proteina APP es cortada
primero por la B secretasa, y después por la y secretasa, generando y liberando los
péptidos toxicos AP en el espacio extracelular (Fig. 1.2). Otras proteinas involucradas
en la degradacion de APP y formacion de péptidos AP son la presenilina 1y 2 (PS1 'y
PS2). Ambas cortan en el dominio transmembrana de APP, generando asi fragmentos

AB (6).

SAPP- sAPP-a
APP

BACE]

[“- Secretase

y-decretase y-decretase

[arcp]

APP-CTF99 APP-CTF83

Figura 1.2. Diagrama del procesamiento de la proteina APP. La proteina transmembrana APP (barra celeste = membrana
plasmatica) puede ser procesada por dos vias: La via no amiloidogénica y la via amiloidogénica. En la primera via, la a-
secretasa corta APP y genera dos productos: el fragmento soluble de APP (SAPP-a) y el fragmento C-terminal 83 de APP
(APP-CTF83). Luego, la y-secretasa corta el APP-CTF83 y genera como productos el dominio intracelular de APP (AICD)
y el fragmento P3. En la segunda via, la B-secretasa corta la APP y produce el fragmento soluble SAPP-B y el fragmento C-
terminal 99 (APP-CTF99). Finalmente, la y-secretasa corta el APP-CTF99 y da como productos los péptidos AP 40, AR 42 y
AICD. Fuente: (7).
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Por su parte, la proteina axonal Tau cumple un rol importante al modular la
estabilizacion del citoesqueleto, y en consecuencia la morfologia axonal. Sin embargo,
durante la fase temprana de AD, ocurre un desequilibrio en la fosforilazion y
defosforilazion de esta proteina, ya que se da una hiperfosforilacion mediada por las
quinasas GSK3f y Cdk5. Esto impide que Tau se asocie a los microtubulos, y, en
consecuencia, se acumule y forme los NTF (8). También, se sabe que la acumulacion de
Tau hiperfosforilada se extiende a la regién somatodendritica, donde puede interactuar
con tirosinas quinasas no receptoras, entre ellas Fyn (9). Ademas, se ha demostrado que
Tau media el transporte de Fyn hacia las dendritas (10), en donde Fyn fosforila la
subunidad 2 del receptor N-methyl-D-aspartate (NMDA), lo que resulta en la
estabilizacion del receptor en la membrana y, por consiguiente, un incremento de la
sefializacion neurotoxica mediada por glutamato. Por lo tanto, un aumento de Tau
hiperfosforilada resulta en una mayor localizacion de Fyn en las dendritas, y en
consecuencia una mayor neurotoxicidad mediada por glutamato, que refuerza la

toxicidad de los oligomeros AP en las neuronas (10).

Se estima que entre 10 y 15% de los casos clinicos de AD son debido a factores
genéticos (5). Entre ellos, mutaciones en el gen que codifica la proteina Apolipoproteina
E (ApoE), un transportador de colesterol que cuenta con receptores en muchas
neuronas; y mutaciones en genes involucrados en la produccion de Ap, tales como los
genes que codifican para APP, PS1y PS2. El 80-90% restante de casos corresponden a
factores no hereditarios o esporadicos (11,12).

1.3 Excitotoxicidad por glutamato

Diversos estudios han demostrado que el estrés oxidativo es un mecanismo principal de
neurotoxicidad en AD, ya que induce la formacion de altas concentraciones de especies
reactivas de oxigeno y especies reactivas de nitrogeno, ocasionando asi un dafio celular
y apoptosis (8). Por otro lado, se sabe que en AD, la acumulacion de oligdbmeros A en
la sinapsis induce la sobreactivacion de canales ionicos activados por glutamato (Fig.
1.3), como el receptor NMDA, lo cual genera una liberacion masiva de calcio
intracelular, y con ello la activacion de vias que promueven estrés oxidativo y muerte
neuronal (13). La excitotoxicidad por glutamato inducida por los oligdmeros AP es el

mecanismo mas relevante en AD.
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Figura 1.3. Mecanismo de la excitotoxicidad por glutamato presente en AD. Los oligomeros AP afectan la sefializacién
mediada por los receptores NMDA, induciendo la internalizacién de las subunidades postsinapticas NR2A. Asimismo, Af
bloquea los transportadores de aminoacidos excitatorios (EAAT, por sus siglas en inglés) de células gliales, lo que aumenta
la concentracion de glutamato en el espacio sinaptico. Ademds, AP se une a receptores alfa7-nicotinicos en neuronas
presinapticas, lo que induce un aumento en los niveles de glutamato que es liberado al espacio sinaptico. Este aumento de
glutamato extracelular sobreactiva los receptores postsinapticos NR2B, lo que desencadena un incremento de los niveles de
calcio intracelular y la activacion de vias (ruta verde) que promueven el estrés oxidativo e inhibicion de vias (ruta roja) de
sobrevivencia celular; finalmente ocasionando la muerte neuronal. Fuente: (13).

1.4 Cascada AB-PrPc-SFK

Recientes estudios han establecido que la proteina pridnica celular (PrP°) es un receptor
de alta afinidad para los oligdbmeros A, y media sus efectos toxicos sobre la plasticidad
sinaptica (14,15), mediante una sefial intracelular poco esclarecida. Este hallazgo hace
crucial el estudio del rol de PrP° en la neurotoxicidad desencadenada por AP, y con ello
en el entendimiento de AD. Se sabe que PrP° es una proteina transmembrana altamente
expresada en el sistema nervioso central, que estd asociada a procesos como
supervivencia celular y adhesion celular. Diversos estudios han demostrado la
participacion de PrP° en la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (ECJ) (5), y otras raras
enfermedades neurodegenerativas que son causadas por la infeccion de priones (PrP*).
Los priones son proteinas pridnicas mal plegadas que tienen capacidad de

autopropagacion e infeccion, y que inducen el cambio conformacional de PrP a PrP*,
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lo que conlleva a la propagacion de PrP™ en el cerebro del sujeto infectado. En
consecuencia, aparecen sintomas como disfunciones motoras, y otros similares a los
presentes en AD, pero mas severos. Diversos estudios han sugerido la participacion de
los priones en la patogénesis de AD. Ello debido a las similitudes moleculares y
patoldgicas halladas entre AD y las enfermedades pridnicas, tales como los hallazgos de
que los oligdbmeros de AP actGan como una molécula o especie tdxica que se
autopropaga en la sinapsis neuronal y que cuenta con un largo tiempo de incubacion.
Esto, sumado al hallazgo de que PrP® es un receptor de AP, ponen en evidencia la
importancia de entender el rol de PrP® en AD. Estudios posteriores han establecido que
la interaccion AP-PrP¢ activa la quinasa Fyn, de la familia Src (SFK) de tirosina
quinasas no receptores, y esta activacion es dependiente de la interaccion de PrP® con el
receptor metabotrépico de glutamato (MmGIuR5) (16). La quinasa Fyn cuando es
activada, induce la fosforilacion y agregacion toxica de la proteina Tau, asi como la
fosforilacion de la subunidad NR2B de los receptores NMDA, lo que altera la
permanencia de estos receptores en la membrana celular. Esta alteracion del trafico de
receptores NMDA conlleva a una alteracion de la plasticidad neuronal, desencadenando
excitotoxicidad por glutamato, pérdida de espinas dendriticas y muerte neuronal (17).
Estos descubrimientos convierten a la cascada AB- PrP®-SFK en un blanco importante

para el tratamiento del mal de Alzheimer.

1.5 Elaboracién de farmacos

La creacion de un nuevo medicamento surge de la necesidad de tratar enfermedades o
condiciones médicas que carecen de acceso a medicamentos adecuados y efectivos. El
proceso de elaboracion de farmacos es por lo tanto un proceso largo, costoso y

complejo, donde intervienen la investigacion cientifica, clinica y comercial (18).

Este proceso se divide en tres etapas: el descubrimiento y desarrollo de drogas (fase 1),
la investigacion preclinica (fase 1) y los estudios clinicos (fase I11) (19). En la etapa de
descubrimiento y desarrollo, se distinguen dos procesos, primero la investigacion basica
para identificar potenciales blancos terapéuticos y compuestos terapéuticos candidatos,
y segundo la caracterizacion de sus propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas del
potencial compuesto. Esta caracterizacion incluye optimizar la afinidad y selectividad

del compuesto, con el fin de reducir los posibles efectos secundarios; y aumentar la
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eficacia, estabilidad metabdlica y biodisponibilidad del compuesto. Posteriormente, se
da la investigacion preclinica, donde se analiza la toxicologia y eficacia de la droga en
modelos in vivo. Esta etapa comprende la identificacion de dosis seguras de la droga
para iniciar los estudios en humanos. Finalmente, se dan los estudios clinicos. Estos
incluyen la identificacion de efectos adversos y dosis adecuadas para posteriores
estudios, pruebas de eficacia del farmaco, asi como estudios en una cohorte
representativa de pacientes, donde se incluyen pruebas de eficacia y seguridad en una
poblacién con la enfermedad a tratar. Adicionalmente, se puede analizar interacciones

medicamentosas e insuficiencias debido a condiciones médicas particulares (20).

Hoy en dia, la investigacion biomédica y la industria farmacéutica tienen como desafio
acelerar el descubrimiento de blancos moleculares implicados en procesos
neurodegenerativos, asi como la identificacion y validacion de drogas que tengan como
blanco estas moléculas. Sin embargo, muchas drogas potenciales que cumplen el efecto
deseado en estudios con ratones no han sido capaces de replicar su optimo efecto en
ensayos clinicos en humanos. Esta extrapolacion poco eficiente de hallazgos
encontrados en ratones a estudios humanos ha generado la necesidad de aumentar la
diversidad de modelos in vivo e in vitro para ser utilizados en evaluaciones
farmacoldgicas. Este aspecto requiere de mayores avances, ya que el organismo modelo
que se utiliza en la mayoria de los ensayos preclinicos en animales continta siendo el
ratbn Mus musculus. Este modelo tradicional, si bien presenta grandes bondades como
una gran similitud anatomica y fisiologica con el ser humano por ser un mamifero, su
uso en ensayos farmacologicos a gran escala requiere de una elevada inversion de
tiempo, dinero y recursos. Por ello, ademas del Mus musculus, modelos como
Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans y Danio rerio se han convertido en
importantes fuentes de informacion, siendo este Gltimo un vertebrado y el sujeto de esta

tesis.
1.6 Danio rerio

El pez cebra (Danio rerio) es un pequefio pez tropical originario de Asia (21), que a lo
largo de varias décadas ha sido incorporado como modelo experimental en muchos
laboratorios de investigacion biomédica y en la industria farmacéutica a nivel mundial

debido a sus grandes ventajas.
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El interés en el uso del pez cebra para la identificacion y validacion de farmacos ha
crecido debido a varias razones: el pez cebra es pequefio (aprox. 4 cm de largo), barato
de mantener, de facil crianza en grandes cantidades y facil manipulacion genética.
Ademas, posee un corto ciclo generacional (2-3 meses) y el nimero de embriones por
cruce (alrededor de 400 embriones), asi como la frecuencia de cruces (2-3 veces por
semana) son altos. Sumado a esto, su desarrollo embrionario fuera del Utero y
transparencia durante la embriogénesis permiten el andlisis visual y en tiempo real de
los procesos de desarrollo tempranos y la morfologia de los drganos facilmente
mediante el uso de microscopia Optica y de fluorescencia (22,23). Asimismo, el pez
cebra posee una réapida embriogénesis que consiste en 72 horas post fertilizacion (hpf): a
las 24 hpf ya se han formado estructuras como el prosencéfalo, mesencéfalo,
romboencéfalo, tubo neural, y ya se ha iniciado la organogénesis primaria; y para las 72
hpf la mayoria de los 6rganos ya se han formado, incluyendo el sistema circulatorio y
nervioso, y el embrién desarrolla comportamientos de evasion y busqueda de alimento
(24).

Ademas, en comparacién con otros organismos modelo como la mosca de la fruta (D.
melanogaster) y el gusano C. elegans, el pez cebra, al ser un vertebrado, posee
importantes similitudes anatomicas y fisioldgicas con los mamiferos, y comparte una
fuerte conservacién genética con los seres humanos. Se sabe que alrededor del 70% de
genes expresados en el pez cebra, cuentan con genes ortélogos en el genoma humano
(25), de los cuales 82% estan asociados a enfermedades humanas (26). Es asi como el
alto grado de homologia de secuencias entre el humano y el pez cebra, permite el uso de
este Ultimo para estudios sobre la funcion de genes asociados al desarrollo,
comportamiento y enfermedades humanas (27). También, diversos estudios han
encontrado una gran similitud entre el sistema nervioso del pez cebra y el de mamiferos,
asi como una alta correlacion del efecto de drogas sobre el sistema nervioso de ambos
modelos (28). Esto, sumado a la amplia coleccién de mutantes disponibles, posicionan
al embrion de pez cebra como un excelente modelo experimental para estudiar las bases
celulares y moleculares de patologias del sistema nervioso (29,30), mediante analisis
geneéticos, bioquimicos y de biologia celular; con alta reproducibilidad y valor
estadistico en los experimentos (31). Asi también, el pez cebra es considerado un

excelente modelo farmacoldgico para el descubrimiento de drogas, debido a que es un
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modelo mas rapido, econémico, informativo y de mayor procesividad que el del raton
(32).

1.6.1 Desarrollo embrionario

El pez cebra se caracteriza por tener una corta embriogenesis (0-72 hpf). Se han
establecido siete periodos embrionarios: cigoto, clivaje, blastula, gastrula,
segmentacion, faringula y eclosién. Cada periodo incluye uno o més estadios del
desarrollo (Fig. 1.4). En detalle, primero, el cigoto o huevo fertilizado comenzaré a
hacer mitosis (clivaje), para méas tarde dar paso a la migracion celular o epibolia
(blastula y gastrula), en donde se formara el epiblasto y el hipoblasto, que mas tarde
formaran el mesodermo y endodermo, respectivamente. Seguidamente, se formaran los
somites (segmentacion), y los neurdmeros que daran origen al sistema nervioso; e
iniciara la organogénesis primaria. Luego, a partir de las 24 hpf (faringula), se
desarrollara el sistema circulatorio, la pigmentacion y las aletas. A partir de las 48 hpf
(eclosién), se completara la organogénesis primaria y se desarrollarad el cartilago.
Finalmente, a las 72 hpf el embrion desarrollara la vejiga natatoria, y comportamientos
de busqueda de alimento y evasion; pasara a denominarse larva (24).
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A. Transicion entre estadio
oblong y sphere (3.8 h)

B. Estadio shield {6 h)

C. Estadio 75% epibolia (8 h)
D. Estadio 90% epibolia (9 h)
E. Estadio bud (10 h)

F. Estadio 2 somites (10.7)
G. Estadio 4 somites (11.3)
H. Estadio 8 somites (13 h)

I. Estadio 17 somites (17.5 h)
J. Estadio 20 somites (19 h)
K. Estadio 25 somites (21.5 h)
L. Estadio prim-5 (24 h)

M. Estadio prim-12 (28 h)

N. Estadio prim-25 (36 h)

0. Estadio long-pec (48 h)

P. Estadio pec-fin (60 h)

Figura 1.4. Glosario de estadios embrionarios del pez cebra. Compendio de imagenes representativas (vista lateral) de
los estadios embrionarios que serdn mencionados en este estudio. Escala: 250 um. A: Estadio perteneciente al periodo de
blastula. B-E: Estadios pertenecientes al periodo de gastrula. F-K: Estadios pertenecientes al periodo de segmentacion. L-N:
Estadios pertenecientes al periodo de faringula. O-P: Estadios pertenecientes al periodo de eclosion. Fuente: (24).

1.6.1.1 Desarrollo neuronal

Diversos estudios han demostrado que el sistema nervioso del pez cebra guarda gran
similitud con el de los mamiferos. Ambos modelos poseen un sistema nervioso central
(CNS), conformado por un cerebro anterior o prosencéfalo, mesencéfalo, rombencéfalo
y médula espinal; y un sistema nervioso periférico, conformado por células migratorias
de la cresta neural y terminaciones nerviosas conectadas con los tejidos y 6rganos (33).
Ademas, existen similitudes a nivel molecular; tanto el cerebro de mamiferos como el
del pez cebra poseen circuitos glutamatérgicos (excitatorios), circuitos GABAérgicos
(inhibitorios), receptores colonérgicos muscarinicos (34), y neurotransmisores como
GABA, glutamato, dopamina, serotonina y acetilcolina. También, la diferenciacion
neuronal y desarrollo de redes neuronales en el CNS del pez cebra, requieren
mecanismos moleculares conservados entre vertebrados (35,36). Sumado a ello, existen
similitudes a nivel celular; ya que las celulas gliales, tales como astrocitos, microglia y
oligodendrocitos, y algunas neuronas, como las células de Purkinje y neuronas motoras,

son similares entre peces cebra y humanos (36).
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El proceso que precede a la formacion del CNS en el embrion de pez cebra es la
formacion de la placa neural durante la gastrulacion (aprox. a las 10 hpf), la cual forma
posteriormente el tubo neural. La neurogénesis primaria empieza aprox. a partir de las
16 hpf (estadios de 14-19 somites), con la formacion de una red neuronal simple (35). A
las 24 hpf, se distinguen claramente las principales subdivisiones cerebrales, como el
prosencéfalo, mesencéfalo y rombencéfalo, asi como la médula espinal a lo largo del
tronco y cola del embrion. Entre las 24 y 48 hpf, se establece un conjunto de neuronas
motoras, sensoriales e interneuronas en cada subdivision, formando redes neuronales a
través de proyecciones axonales (Fig. 1.5) (37). Luego, entre el segundo y tercer dia
post fertilizacion (dpf), se da la neurogénesis secundaria, en donde se observa un
crecimiento significativo del cerebro y pueden distinguir diferentes tipos de neuronas,
tales como las neuronas GABAérgicas, glutamanérgicas, monoaminérgicas Yy

colinérgicas (28,34).

24-48 hpf

DLT/VLT

Figura 1.5. Neurogénesis primaria del pez cebra entre las 24 y 48 hpf. Esquema del cerebro en vista lateral donde se
representa la mayoria de clusters o ganglios nerviosos y sus proyecciones axonales. Abreviaturas: drc, cluster dorsorostral;
vrc, cluster ventrorostral; vcc, cluster ventrocaudal; hc, clusters del romboencéfalo; ec, cluster epifisial; nTPC, nucleo del
tracto de la comisura posterior; AC, comisura anterior; POC, comisura postoptica; SOT, tracto supradptico; DVDT, tracto
del diencéfalo dorsoventral; MLF, fasciculo longitudinal medial; DLT, tracto longitudinal dorsal; VLT, tracto longitudinal
ventral; TPC, tracto de la comisura posterior; TPOC, tracto de la comisura postoptica. Fuente: figura y leyenda extraidas de
(35).

1.7 Cascada AB-PrPc-SFK en el pez cebra

Estudios de nuestro laboratorio establecieron y caracterizaron la via AB-PrP®-SFK en
embriones de peces cebra, lo que demuestra la utilidad de este modelo para estudiar los

eventos moleculares desencadenados por el amiloide beta humano, asi como para
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identificar y validar farmacos con potencial anti-neurodegenerativo, que puedan actuar
modificando la cascada AB-PrP°-SFK (38). En experimentos previos, se caracterizo la
funcién de la proteina prion del pez cebra, su interaccion con SFKs, y como éstas
modulan la comunicacion celular en diferentes estadios de la embriogénesis (39-41).
Estudios subsiguientes demostraron que en el embrion de pez cebra, el amiloide beta
humano es capaz de sobreactivar la cascada celular PrP/SFK vy alterar la endocitosis, y
por tanto la expresion de importantes moléculas de comunicacion celular, como E-
cadherina y B-catenina (38). El hallazgo de que los oligdmeros AP humanos activan la
via PrP/SFK del pez cebra, plantea la posibilidad de utilizar embriones de peces cebra
como un sistema experimental simple para estudiar las bases celulares y moleculares del
mal de Alzheimer, mediante el esclarecimiento de los complejos roles de la via
PrP/SFK en el desarrollo embrionario, la fisiologia neuronal y la enfermedad neuronal;
asi como para facilitar la identificacién y validacién de posibles farmacos anti-
neurodegenerativos relacionados a esta cascada neurotoxica (42,43).

1.8 Farmaco BioCen 128

Existen muchos farmacos que se han producido a partir de bibliotecas sintéticas y/o
productos naturales para ser evaluados en modelos de enfermedades
neurodegenerativas, tal es el caso del farmaco BioCen 128. Recientemente, el Centro
Nacional de Biopreparados de Cuba (BioCen) ha optimizado la preparacion de este
compuesto con potencial efecto anti-neurodegenerativo. Su identidad y composicién
estan protegidas actualmente por un proceso de registro de patente. Estudios recientes
han evaluado su efecto sobre la fisiologia neuronal de ratones envejecidos a través de
test conductuales (comunicacion personal, Dr. Claudio Rodriguez, BioCen-Cuba). Lo
que se encontro fue una mejora significativa de la capacidad cognitiva en ratones
tratados con este farmaco con respecto a ratones control, actividad posiblemente
asociada a su capacidad de mitigar la neurotoxicidad causada por la acumulacién de
amiloides toxicos (comunicacion personal, Dr. Claudio Rodriguez). Este hallazgo lo
convierte en un potencial candidato para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas y sugiere que su mecanismo de accion podria estar relacionado a las
vias neurotoxicas que estudiamos en nuestro laboratorio. Para esclarecer esta
posibilidad, y gracias a una colaboracion entre el BioCen y nuestro laboratorio, la

presente propuesta busca utilizar el embrion de pez cebra para estudiar los efectos del
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farmaco BioCen 128 sobre el desarrollo embrionario y su posible relacion con la
cascada neurotoxica AB/PrP/SFK, cuya actividad en embriones de pez cebra ha sido

demostrada por trabajos previos del laboratorio (38,39,42,43).

I1. HIPOTESIS

El farmaco BioCen 128 modula el desarrollo y la fisiologia neuronal del embrién de
pez cebra, de modo que posibilita el estudio de sus efectos bioldgicos y posible

conexidn con la via de sefalizacién PrP/SFK.
I1. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

- Evaluar los efectos del farmaco BioCen 128 sobre el desarrollo y la fisiologia
neuronal de embriones de pez cebra, como pre-requisito para analizar sus
efectos sobre eventos celulares y moleculares asociados a neurodegeneracion.

3.2 Objetivos especificos

- Determinar la concentracion letal media (CLsp) de BioCen 128.

- ldentificar efectos morfoldgicos y celulares causados por BioCen 128, en el
desarrollo y fisiologia neuronal de embriones de pez cebra.

- Determinar una posible asociacion de los efectos morfoldgicos y celulares

causados por BioCen 128, con la via de sefializacion PrP/SFK.

IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales

4.1.1 Organismo
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Organismo

Cepa genética

Procedencia

Tab5b

Pez cebra (Danio rerio)

Wild type Konstanz (WT<")

Hb9::GFP

Zebrafish facility, Laboratorios
de Investigacion y Desarrollo
(LID), UPCH

4.1.2 Crianza de peces

Equipo

Especificacion

Procedencia

Sistema automatizado de

acuarios

ZebTec Active Blue Stand
Alone

Tecniplast, Italia

Tanques de apareamiento 0

cruces

ZebTec breeding tanks

Tecniplast, Italia

Incubadora

28.5°C

Thermo Fisher Scientific,
USA

4.1.3 Materiales de plastico

Material

Especificacion

Procedencia

Placas Petri

90 mm

Greiner Bio-One GmbH,

Alemania

Placas multipocillo

24 pocillos (4x6)

Corning Inc., USA

Tubos Falcon 50 ml Corning Inc., USA
] Greiner Bio-One GmbH,
Tubos de microcentrifuga 02,15y 2mi )
Alemania
) ) Greiner Bio-One GmbH,
Micropipetas - )
Alemania
] ] Greiner Bio-One GmbH,
Puntas para micropipetas 10 pl, 20 pl, 200 ply 1 ml )
Alemania

Net para peces

Tecniplast, Italia

Colador para recoleccion de

embriones
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4.1.4 Materiales de vidrio

Material Especificacion Procedencia
Greiner Bio-One GmbH,
Probetas 100 ml'y 250 ml )
Alemania
o Greiner Bio-One GmbH,
Placas de vidrio - )
Alemania
) Greiner Bio-One GmbH,
Frascos de laboratorio 250 ml y 500 ml )
Alemania
o ) ) Greiner Bio-One GmbH,
Laminas porta y cubreobjetos Estandar )
Alemania

4.1.5 Otros materiales

Material

Procedencia

Guantes de nitrilo

Cranberry, Malasia

Agujas y ganchos ultrafinos para

micromanipulacion

Greiner Bio-One GmbH Alemania

Grasa s6lida

Greiner Bio-One GmbH Alemania

4.1.6 Hardware

Equipo

Especificacion

Procedencia

Estereomicroscopio de

diseccion

Stemi 508

Zeiss, Alemania

Microscopio de fluorescencia

Axiozoom v16

Zeiss, Alemania

Microscopio confocal LSM 880 Zeiss, Alemania
Microcentrifuga miniSpin Eppendorf, Alemania
Vortex digital - Fisher Scientific, USA
pH-metro HI 2210 Hanna Instruments, Romania
Refrigerador 4°C -
Congelador -20°C -
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4.1.7 Software

Software

Especificacion

Procedencia

ZEN Microscope Software

ZEN 2.3 System

Zeiss, Alemania

Adobe Photoshop

CC 2017

Adobe Systems, USA

GraphPad Prism

Prism 7 para Windows

GraphPad Software Inc.,
USA

Stata

Version 10.0

StataCorp, USA

Geogebra

Version 5.0

Software libre, Austria

Microsoft Office 365

Microsoft Corporation, USA

4.1.8 Reactivos

Reactivo

Especificacion

Procedencia

Cloruro de sodio (NaCl)

Merck KGaA, Alemania

Cloruro de potasio (KCI)

Merck KGaA, Alemania

Cloruro de calcio (CaCl2)

Merck KGaA, Alemania

Paraformaldeido (PFA)

Merck KGaA, Alemania

Buffer fostato salino (PBS)

Merck KGaA, Alemania

Tritén

Merck KGaA, Alemania

Dimetilsulféxido (DMSO)

Merck KGaA, Alemania

Glicerol 100%

Sigma-Aldrich, USA

Suero de cabra

Sigma G9023, USA

Anticuerpo monoclonal

Anticuerpo primario SV2 ) ] DSHB, USA
producido en raton
] o Anticuerpo monoclonal
Anticuerpo primario ZN8 ] ) DSHB, USA
producido en raton
Anticuerpo primario tubulina Anticuerpo monoclonal
] ) ] DSHB, USA
acetilada (acTUB) producido en raton
Anticuerpos secundario Alexa )
Goat anti-Mouse IgG DSHB, USA
Fluor 488
Anticuerpos secundario Cy3 Goat anti-Mouse 1gG DSHB, USA
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4.1.9 Soluciones

Solucién

Composicién

Medio embrionario (E3) stock 60X

300 mM NacCl, 10.2 mM KCI, 19.8 mM CacCl,
y 19.8 mM MgSO,

1L de medio embrionario (E3) stock 60X

17.2 g NaCl, 0.76 g KCI, 2.9 g CaCl, x 2 H,0O
y 2.39 g MgSO,

1 L de medio embrionario (E3) 1X:

16.7 ml de E3 stock 60X en 1 L de agua miliQ
(autoclavada y ajustada a pH 7)

Solucién de Triton (PBS-T)

0.1% de Triton en PBS

Solucién de Dimetilsulfoxido + Triton (PBS-

1% de Dimetilsulfoxido + 0.1% de Triton en

DT) PBS
Solucion de Paraformaldehido en PBS (4% ]
PEA) 4% de Paraformaldehido en PBS

Solucién de Glicerol en PBS

25, 50 y 75% de Glicerol en PBS

4.1.10 Farmaco

Farmaco Especificacion Procedencia
Generosamente provisto por
Biopreparado de origen Prof. Claudio Rodriguez,
BioCen 128 animal, concentracion: 1.2 Centro Nacional de

mg/ml de PBS

Biopreparados (BioCen),
Cuba

4.2 Métodos

4.2.1 Pez cebra (Danio rerio)

4.2.1.1 Cepas genéticas utilizadas

Las cepas genéticas del pez cebra pueden clasificarse en tres categorias: silvestres o

wild-type (WT), mutantes y lineas transgénicas. Las cepas silvestres son definidas como

poblaciones de peces que no presenta mutaciones de expresion fenotipica. Las cepas

mutantes son aquellas poblaciones que presentan mutaciones de expresion fenotipica;

dichas mutaciones en las secuencias de ADN pueden ser inducidas de forma aleatoria o

especifica, a través de quimicos, retrovirus, etc. Las lineas transgénicas son aquellas




poblaciones de peces que poseen ADN de otras especies, ya que ha sido insertado en su
genoma; el transgén insertado se vuelve heredable y serd expresado en cualquier
progenie que exprese 1 o 2 copias del gen. En muchas de las lineas transgénicas se
utilizan genes reporteros fluorescentes, como por ejemplo la proteina fluorescente verde
(GFP); con el fin de marcar grupos celulares especificos (27); y de esta manera analizar

dichos grupos in vivo, mediante microscopia de fluorescencia.

En el presente estudio, se utilizaron como modelo animal, embriones de las siguientes
cepas: Tab5 y Wild type Konstanz (WT""): y la linea transgénica: Hb9::GFP. Los peces
Tab5, son hibridos del cruce de dos cepas muy utilizadas, Tubingen y AB. Por su parte,
los peces WTX" provienen de cruces y retrocruces de la cepa AB con peces originarios
de la ciudad Konstanz (Alemania). Ambas cepas, no emiten fluorescencia y poseen
ventajas como buena fecundidad y variabilidad genética (44). Por su parte, la linea
Hb9::GFP expresa la proteina verde fluorescente (GFP) bajo la expresion del factor de
transcripcion hb9, el cual se expresa de forma especifica en las neuronas motoras

primarias de la médula espinal, pancreas, y otras estructuras (45).

4.2.1.2 Crianza de peces

Todos los peces adultos fueron mantenidos en un sistema automatizado de acuarios
(ZebTec Active Blue, Tecniplast) en el Bioterio del Laboratorio de Neurobiologia del
Desarrollo en LID-UPCH. Dichos acuarios contaron con condiciones estables de
temperatura, pH, conductividad y flujo de agua. Los peces fueron mantenidos a 28.5°C
y pH 7, de acuerdo con procedimientos establecidos. El cuarto del Bioterio conté con
iluminacién artificial automatizada, lo que permitié simular 14 h dia y 10 h noche. Los
peces fueron alimentados dos veces al dia con raciones de artemia (Artemia salina) y

hojuelas.
4.2.1.3 Produccion de embriones
4.2.1.3.1 Preparacion de medio embrionario (E3)

Se utiliz6 un stock de medio E3 a 60X (17.2 g NaCl + 0.76 g KCI + 2.9 g CaCl, + 2.39
g MgSQO,, diluido en 1 L de agua miliQ autoclavada y ajustada a pH7), el cual se
mantuvo almacenado a 4°C. Se preparé una dilucion de E3 a 1X, proporcién fue 16.6
ml de E3 60X para 1 L de agua miliQ (autoclavada y a pH7). A esta dilucion se afiadio

azul de metileno al 1% (fungicida), a una proporcion de 25 pl por 1 L de medio
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completo, y se agitd la mezcla. Finalmente, el medio E3 1X se guardd a 28.5°C y fue
preparado varias veces para experimentos, ya que su tiempo de duracién es de una

semana.
4.2.1.3.2 Cruces de peces adultos y recoleccion de huevos

Para la obtencién de embriones de pez cebra, se hicieron cruces o apareamientos
convencionales entre peces adultos y se recogieron los huevos producidos de los cruces.
Primero, la tarde anterior al cruce, se colocaron un macho y una hembra por tanque de
cruce (ZebTec breeding tanks, Tecniplast), previamente llenados con agua del sistema
ZebTec (mantenida a 28.5°C). Los tanques de cruces estuvieron compuestos por una
base externa, una base interna con rejillas en la parte inferior, un divisor y una tapa
(Fig. 4.1). Se utilizo el divisor, que aisl6 a los peces, con el fin de aclimatarlos al nuevo
tanque previo al inicio de los cruces. Ademas, para estimular los cruces se agregaron
plantas artificiales. Después, a la mafiana siguiente, se retiraron los divisores e iniciaron
los cruces. La produccion de huevos se dio en las primeras horas después de retirar los
divisores, ello permitié estimar el tiempo del desarrollo embrionario para los
experimentos. Los huevos producidos atravesaron la rejilla de los tanques y cayeron a la
parte inferior de la base, de esta manera los huevos fueron aislados de los peces para
evitar que se los coman. Finalizado los cruces, se devolvieron los peces adultos a los
tanques del sistema ZebTec Active Blue. Finalmente, los huevos fueron colectados en
placas Petri con medio E3. Para ello, se recogieron los huevos en un colador, e

inmediatamente se transfirieron a placas Petri, enjuagandolos en medio E3.
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Figura 4.1. Tanqgue de cruces. La pareja de peces, hembra y macho, fueron separados con un divisor de plastico (Dv). A la
mafiana siguiente, se retir6 la division para dar inicio al cruce. Los embriones engendrados cayeron y atravesaron las rejillas
de la base interna (BR), protegiéndose asi de ser comidos por los padres. Las plantas artificiales estimularon el
apareamiento, al proporcionar refugio.
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4.2.1.4 Manejo de embriones para experimentos

Los embriones colectados en las placas Petri, fueron inmediatamente revisados en el
estereomicroscopio (Stemi 508, Zeiss). Se eliminaron los restos de suciedad; y se
contabilizaron los embriones totales por placa, asi como la proporcién de embriones
sanos, malformados, en lisis y no fertilizados; siendo los embriones malformados, en
lisis y no fertilizados eliminados durante la limpieza de placas, utilizando una
micropipeta P1000 con el tip cortado. Las placas fueron mantenidas en la incubadora a
28.5°C.

Para los experimentos, se examinaron cuidadosamente los embriones en el
estereomicroscopio y se seleccionaron aquellos que se encontraban en estadio de 256
células y que no mostraban ningun déficit del desarrollo (24), para ser tratados con el
farmaco. Los embriones fueron sacrificados colocando las placas Petri, donde estaban

colectados, en hielo por 20 min.

4.2.2 Farmaco BioCen 128
4.2.2.1 Obtencién del farmaco

El farmaco en solucion de codigo BioCen 128 fue elaborado por el Centro Nacional de
Biopreparados de Cuba (BioCen), y fue provisto al laboratorio de Neurobiologia del
Desarrollo de la Universidad Peruana Cayetano Heredia como parte de una
colaboracidn de investigacion liderada por el Prof. Edward Malaga-Trillo. Su identidad
y composicion estan protegidas actualmente por un proceso de registro de patente. El
farmaco fue proporcionado disuelto en buffer fosfato salino (PBS) a una concentracién

de 1.2 mg/ml, y fue almacenado a 4°C.
4.2.2.2 Administracion del farmaco
4.2.2.2.1 Unica concentracion

En la mayoria de los experimentos, el farmaco fue administrado a los embriones por
Unica vez entre los estadios de 256 y 512 células (aprox. 2.5 - 2.75 hpf), a través de
diluciones seriadas 0 mediante administracion directa en el medio E3. Se utilizaron
diferentes tratamientos o concentraciones del farmaco (1, 2, 5, 10, 20, 25, 50 y 100
png/ml de BioCen 128), y se evaluaron los efectos causados en el desarrollo alos 0, 1y 2

dpf, utilizando un estereomicroscopio.
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4.2.2.2.2 Doble concentracion

En algunos experimentos, el farmaco fue administrado a los embriones en dos tiempos
del desarrollo. Ello para determinar si el efecto de BioCen 128 era reversible en el
tiempo (0-72 hpf). La primera administracion se dio durante los estadios de 256-512
celulas, y la segunda administracion durante los estadios de 2-4 somites (aprox. 10 hpf);
ambas mediante administracion directa del farmaco. Se utilizaron tratamientos de 5y 10
pg/ml de BioCen 128, y se evaluaron los efectos causados en el desarrolloalos 0, 1y 2

dpf, utilizando un estereomicroscopio.
4.2.2.2.3 Diluciones seriadas

Se hicieron diluciones seriadas del farmaco en placas multipocillos 4x6, a una
concentracion de 2X, y en un volumen total de 500 ul (Fig. 4.2). Cada pocillo
representd un tratamiento o concentracion de BioCen 128. Inmediatamente después se
agregaron los embriones de 256 células a cada tratamiento, en un volumen de
transferencia de 500 pl para llevar la concentracion final a 1X (Fig. 4.3). En detalle,
para hacer las diluciones seriadas a 2X, primero se calcularon (Anexos) y agregaron los
volimenes de E3 necesarios por pocillo para obtener las concentraciones deseadas de
BioCen 128, asi como el volumen de BioCen 128 (stock a 1.2 mg/ml) necesario para
iniciar las diluciones seriadas. Para ello se utilizo la férmula Ci*Vi=Cf*Vf, donde Ci es
concentracion inicial, Vi es volumen inicial, Cf es concentracion final y Vf es volumen
final. Segundo, se homogeniz6 la mezcla inicial de E3 y BioCen 128 mediante pipeteo,
y se transfirié el volumen necesario de esa mezcla a un segundo pocillo con medio E3,
para obtener una menor concentracion del farmaco. Tercero, se homogeniz6 la mezcla 'y
se transfirio un volumen del segundo pocillo a un tercer pocillo con medio E3 para
diluir més el farmaco. Se repitieron estos pasos sucesivamente para los restantes
pocillos, hasta culminar en el pocillo que contuvo la minima concentracion del farmaco.
Por tanto, cada pocillo con 500 pl de volumen total, tuvo una concentracion diferente
del farmaco; y se hizo un pocillo control o vehiculo con 500 pl de medio E3 (Fig. 4.2).
Finalmente, se agregaron entre 30 y 40 embriones de 256 células a cada pocillo, en un
volumen de transferencia de 500 ul por pocillo, dando como resultado un volumen final

de 1000 pl y una solucion 1X del farmaco (Fig. 4.3).
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Figura 4.2. Ejemplo de diluciones seriadas de BioCen 128 a 2X. En una placa multipocillos 4x6 con medio E3 (ver
volimenes en Anexos), se agregd 151.66 pl de BioCen 128 (stock de 1.2 mg/ml) en el pocillo con el asterisco rojo.
Seguidamente se homogenizé por pipeteo, y se tomd 410 pl de la mezcla y se transfirié al pocillo izquierdo vecino (flecha
amarilla). Se continué transfiriendo los volimenes calculados (flechas amarillas), de un pocillo al siguiente inmediato, para
obtener las concentraciones deseadas. Finalmente, todos los tratamientos quedaron con un volumen total de 500 pl, y se hizo
un control con 500 pl de medio E3.

Control 2 pyg/mi 10 yg/ml 20 pg/ml - 50 pg/ml 100 pg/mi
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900 .
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Figura 4.3. Ejemplo de tratamiento con diluciones seriadas de BioCen 128 a 1X. Entre 30-40 embriones en estadio 256
células (aprox. 2.5 hpf) fueron transferidos a cada pocillo, cada uno con diferentes concentraciones del farmaco (0, 4, 20, 40,
100, 200 pg/ml de BioCen 128); en un volumen de transferencia de 500 pl. Esto permitio Ilegar a concentraciones finales de
0, 2, 10, 20, 50 y 100 pg/ml de BioCen 128, y un volumen final de 1000 pl por pocillo. La placa multipocillos se mantuvo
en la incubadora a 28.5°C y se hicieron evaluaciones periddicas de los embriones durante los 0, 1y 2 dpf.
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4.2.2.2.4 Administracion directa

En experimentos posteriores, se utilizaron tratamientos de 1 y 5 pg/ml de BioCen 128.
Debido a la menor cantidad de tratamientos, se opt6 por la administracion directa de
BioCen 128 para agilizar el proceso de administracion. Para ello, se colocaron
embriones de 256 células en una placa multipocillos, con un volumen de transferencia
de 1000 pl por pocillo. Posteriormente, se afiadieron directamente los volimenes del
farmaco (stock 1.2 mg/ml) necesarios para obtener estas concentraciones (Tabla 4.1).
La mezcla se homogeniz6 mediante pipeteo suave, con la punta de micropipeta cortada
para no dafar los embriones. Para los experimentos con doble concentracion, también

se utiliz6 el mismo procedimiento de administracion del farmaco (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Ejemplo de volimenes de BioCen 128 para administracion directa. Utilizando la formula Ci*Vi=Cf*Vf, se
calcul6 la concentracion necesaria del farmaco (stock 1.2 mg/ml) para obtener dichos tratamientos. Abreviaturas: Ci,
concentracion inicial; Vi, volumen inicial; Cf, concentracién final; Vf, volumen final.

Pocillo Tratamiento E3 (ul) BioCen 128 (ul)
Al Control 1000 0
A2 1 pg/ml 1000 0.83
A3 5 pg/ml 1000 4.16
A4 10 pg/ml 1000 8.33
A5 20 pg/ml 1000 16.66

4.2.3 Farmacologia de BioCen 128

Para investigar la toxicologia de BioCen 128 y determinar las concentraciones letales y
subletales, se evaluaron los efectos sobre el desarrollo embrionario al administrar
diferentes concentraciones del farmaco por Unica vez durante el estadio de blastula
temprana (256 células, aprox. 2.5 hpf). Para ello, se hicieron diluciones seriadas del
farmaco, en un rango de concentraciones de 1 a 100 pug/ml. Los embriones tratados con
BioCen 128 fueron mantenidos a 28.5°C y se hicieron observaciones periddicas en el
estereomicroscopio durante los tres dias de embriogénesis. Las observaciones se
realizaron cada dos horas durante el O dpf, cada ocho horas durante el 1 dpf y cada doce
horas durante el 2 dpf. Se evalud la letalidad, mediante el registro de supervivencia de
embriones por tratamiento; y se analizaron efectos subletales sobre parametros
morfologicos como el tamafio y morfologia del ojo, forma y tamafio del corazon, forma

y ancho de la cola, tamafio de la cabeza en relacion con el didmetro de la yema, ancho
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del tronco y pigmentacion (24). En base al porcentaje de supervivencia con respecto a la
concentracion del farmaco (curva concentracion-respuesta) se calculd la concentracion
letal media o CLsp, que es la concentracion que genera la muerte del 50% de los
embriones al finalizar la embriogénesis (72 hpf). La determinacion de la CLsg se realizo
mediante la interpolacion de la concentracion de BioCen 128 y la supervivencia del

50% de los embriones en la curva concentracion-respuesta.

Posteriormente, se midieron parametros morfologicos representativos para determinar el
estadio embrionario; tales como la longitud del embrién (EL), el angulo entre cabeza y
tronco (HTA), y la distancia entre ojo y vesicula ética (OVL) (24). En detalle, se
tomaron fotos en campo claro (Axiozoom v16, Zeiss) de los embriones en vista lateral,
de cada pocillo o tratamiento; y utilizando herramientas de medicion de angulos y
distancias del software ZEN (ZEISS ZEN Microscope Software), se calcul6 el valor
promedio del EL, HTA y OVL para cada tratamiento. Luego, a partir de esos datos, se
calcul6 el valor relativo de retraso del desarrollo (en porcentaje) segun el EL, HTA y
OVL para cada tratamiento. Para ello, primero se determiné el tiempo del desarrollo (en
horas) estimado segun los valores de EL, HTA y OVL (24) por tratamiento; después, se
determind la diferencia entre las hpf transcurridas y dicho tiempo del desarrollo, para
obtener el retraso del desarrollo (en horas); finalmente, dicho retraso del desarrollo (en
horas) se dividi6 entre el tiempo del desarrollo (en horas) de los embriones controles, y
el valor resultante se multiplicé por 100 para obtener el valor relativo de retraso del

desarrollo en porcentaje.

4.2.4 Anélisis morfologicos y celulares

En los siguientes experimentos, se hicieron analisis morfologicos y celulares de
muestras de embriones tratados con 1 y 5 pg/ml de BioCen 128, mediante microscopia
de fluorescencia y confocal. A continuacion, se describe el procedimiento de

preparacion de muestras para analisis en microscopio.
1) Fijacion de embriones

Embriones tratados con BioCen 128 durante el estadio de 256 células, fueron
sacrificados en estadios “prim-5~ (24 hpf) y “long pec” (48 hpf) (24), e inmediatamente

después fueron fijados en 4% PFA para su conservacion y analisis en microscopio. En
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detalle, primero se transfirieron los embriones a tubos eppendorf de 1.5 ml, mediante
pipeteo. Segundo, se sacrificaron colocando los tubos en hielo por 20 min. Tercero, se
removid el medio a cada tubo, y se afadio 100 pl de 4% PFA por tubo (volumen
suficiente para max. 50 embriones). Posteriormente, se incubaron toda la noche a 4°C.
A la mafiana siguiente, se removio el PFA y se hizo tres lavados con PBS a cada tubo,
de cinco minutos cada lavado, y utilizando 1 ml de PBS por lavado. Finalmente, los

tubos fueron almacenados a 4°C.
2) Inmunofluorescencia

Posterior al fijado y lavado con PBS, los embriones fueron tefiidos con anticuerpos
primarios SV2, ZN8 vy tubulina acetilada. En detalle, se transfirieron los embriones a
tubos eppendorf de 2 ml; donde embriones de 24 y 48 hpf, del mismo tratamiento, se
colocaron en un mismo tubo. Cada tubo contuvo entre 30 y 50 embriones de un mismo
tratamiento. Seguidamente, se removio el medio (PBS) a cada tubo y se hicieron tres
lavados con 500 ul de PBS-T, de cinco minutos cada uno, en un agitador o shaker.
Después, se removio6 el medio, y se hizo un lavado con 500 ul de PBS-DT por cinco
minutos en shaker. Luego, se removid el medio y se afiadié 100 ul de solucion de
bloqueo (10% suero de cabra en PBS-DT) a cada tubo, y se dej6 incubando 3 horas en
shaker. Para la preparacion de la solucion de bloqueo, el stock de suero de cabra fue
previamente descongelado, vortexeado y centrifugado. Posteriormente, se prepar6 la
solucién del anticuerpo primario (SV2, ZN8 o tubulina acetilada), a una proporcion de
1:500 en solucidon de blogueo; para ello previamente se descongeld y centrifugé el stock
de anticuerpo primario. Luego, se afiadié 200 pl de la solucion de anticuerpo primario a
cada tubo o tratamiento. Finalmente, se incubaron los embriones a 4°C toda la noche
(aprox. 15 h). Al dia siguiente, se removio y guardo la solucion de anticuerpo primario
para ser reusada (hasta 2 veces), y se hicieron tres lavados con 500 ul de PBS-DT por
cinco minutos cada uno, en shaker. Luego, se prepar6 la solucion del anticuerpo
secundario (Alexa Fluor 488 o Cy3), a una proporcion de 1:1000 en solucion de
bloqueo; para lo cual previamente se descongeld y centrifugo el stock de anticuerpo
secundario. Posteriormente, se removio el medio (PBS-DT) y se agregd a cada tubo 100
ul de la solucién de anticuerpo secundario. Finalmente, se incubaron los embriones a
4°C toda la noche (aprox. 15 h); y al dia siguiente, se hicieron tres lavados en PBS-T, de

5 min cada uno, en shaker.
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3) Desyemado y preparacion de embriones

Una vez fijados y tefiidos los embriones, se procedié a removerles la yema, con la
finalidad de facilitar la visualizacion en el microscopio. En detalle, primero se
trasladaron los embriones a una placa Petri que contenia solucion de PBS. Luego,
utilizando ganchos ultrafinos de micromanipulacion, se removié manualmente la yema
a cada embrion. Posteriormente, se transfirieron los embriones desyemados a placas de
vidrio y se hicieron tres lavados, de 5 minutos cada uno, con concentraciones crecientes

de glicerol diluido en PBS (soluciones de 25%, 50% y 75% de glicerol, 1 ml por placa).
4) Montaje de embriones

Finalmente, se montaron los embriones en ld&minas portaobjetos para su visualizacion en
el microscopio de fluorescencia y confocal. En detalle, primero se colocaron entre tres y
cinco embriones por lamina, con la minima cantidad posible de glicerol al 75%.
Posteriormente, con ayuda de un estilete o aguja se posicionaron algunos embriones en
vista lateral y otros en vista dorsal. Luego, se cubrieron los embriones con un
cubreobjetos, previamente cubierto con grasa solida en las esquinas para facilitar la
adherencia. Después, se llend lentamente con glicerol al 75% el espacio entre la lamina
y el cubreobjetos, teniendo cuidado de no mover de posicion los embriones. Finalmente,

todas las ldminas o montajes se almacenaron en félderes a 4°C.
4.2.5 Microscopia de fluorescencia

Los embriones montados en laminas fueron analizados en el microscopio de
fluorescencia (Axiozoom v16, Zeiss), como paso previo para la captura de imagenes en
microscopio confocal. También, se tomaron fotografias en campo claro (modo
contraste) a embriones vivos y embriones montados en ldminas, utilizando el software
ZEISS ZEN Microscope. Las fotografias fueron del cuerpo completo del embrion en
vista lateral, utilizando objetivo de 40.0 X al 0 y 1 dpf, y 25.0 X al 2 dpf; se usé una

misma iluminacién para todos los embriones.
4.2.6 Microscopia confocal

Se analizaron en el microscopio confocal (LSM 880, Zeiss) los embriones controles y
tratados con 1 y 5 pg/ml de BioCen 128, que fueron fijados a las 24 y 48 hpf, y tefiidos
con anticuerpos SV2, ZN8 y tubulina acetilada. Se utilizo el software ZEISS ZEN
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Microscope para tomar fotografias bidimensionales (2D) y tridimensionales (3D). Se
tomaron fotografias de cabeza en vista dorsal y lateral, utilizando objetivo de 10X y
20X; y fotos del tronco en vista lateral, utilizando objetivo de 20X. Inicialmente, se
utilizaron los mismos parametros de brillo, contraste y exposicion del laser para
fotografiar embriones de diferentes tratamientos. Sin embargo, debido a limitaciones
presentadas para visualizar con detalle la morfologia neuronal en algunos embriones
con poca fluorescencia, se procedié ademas a generar reconstrucciones alternativas con
parametros de brillo, contraste y exposicion del laser Optimos para ayudar a la
visualizacion. Asimismo, se excluy6 estructuras fluorescentes como el neuroepitelio de
las reconstrucciones 3D, con el fin de obtener una visualizacién mas nitida de las
estructuras de interés. EI método de reconstruccion 3D empleado fue el de Maximos y
Minimos. Los valores de grosor escaneado Yy pinhole, utilizados para las

reconstrucciones 3D, se muestran en la tabla correspondiente (Tabla 4.2).

Tabla 4.2. Parametros utilizados en software ZEN para reconstrucciones 3D. Se muestran los valores de 1) grosor
escaneado para analisis (eje Z), el cual es sefialado como rango, ya que varia segln el grupo de tratamiento (Control, 1
pug/ml y 5 pg/ml), y 2) apertura del pinhole (AU) y grosor del slice o tajada escaneada (um section), usados para la obtencion
de iméagenes 3D; todo ello de acuerdo con el laser y objetivo empleados, region del embridn, tiempo del desarrollo y vista
del cuerpo. Asterisco: se utilizé un valor diferente de pinhole para los laseres empleados, sefialados en paréntesis.

Grosor
Linea/ Léser . . . Pinhole (AU/pm
. L Objetivo Region Hpf Vista escaneado )
inmunotincion (nm) section)
(pm)
Dorsal 50-55
24
Lateral 30-40
10X Cabeza 1.01/5.5
y Dorsal 40-47.5
WT/SV2 48
Lateral 45-50
20X T 21 Lateral 27735
ronco atera
48 30-40 101715
488
Dorsal 30-50
24
Lateral 45-60
10X Cabeza 1.01/5.5
y Dorsal 35-50
WT/ZN8 48
Lateral 50-75
20X T 21 Lateral 2025
ronco atera
48 30-35 101715
Dorsal 40-60
24 1.01/5.5 (488
Lateral 35-60
10X Cabeza nm)y 1.31/8
48 Dorsal 50-65 (561 nm)*
" nm
Hb9::GFP/ 488y Lateral 60-70
acTUB 561
24 1.01/1.5 (488
35-40
20X Tronco Lateral nm)y 1/1.8 (561
48 4060 nm)*
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4.2.7 Analisis y procesamiento de datos

Los datos obtenidos en los experimentos farmacoldgicos fueron analizados
estadisticamente y representados en graficas utilizando los programas Microsoft Excel,
GraphPad Prism 7, Stata 10.0 y Geogebra 5.0. Por su parte, las fotografias tomadas en
campo claro y fluorescencia fueron editadas y organizadas en figuras utilizando el

programa Photoshop 2017.

V. RESULTADOS

5.1 Farmacologia de BioCen 128

5.1.1 Identificacién de concentraciones letales y subletales, y efectos generales en el
desarrollo

Es importante considerar que para la fase preclinica del desarrollo de un farmaco es
indispensable analizar su toxicidad en diferentes modelos animales. Por tal motivo, en
el presente trabajo se propuso no solo conocer el efecto beneficial de BioCen 128, sino

también conocer su efecto toxico a altas concentraciones.

Con el objetivo de identificar las concentraciones subletales de BioCen 128, analizar su
farmacologia y verificar la especificidad de los efectos, inicialmente se evaluaron sus
efectos sobre el desarrollo de embriones de la cepa Tab5. Se utilizaron como
tratamientos concentraciones de 0 (control), 2, 10, 20, 50 y 100 pg/ml, administradas
por Unica vez en el estadio de 256 células (2.5 hpf), a través del medio embrionario. Se
eligid iniciar la exposicion al farmaco a las 2.5 hpf, tomando en cuenta criterios
farmacoldgicos de otros estudios (46, 47). Para cada tratamiento se utilizé 40 embriones
de la cepa Tab5, ya que esta cepa posee una alta fecundidad y variabilidad genética. Los
embriones fueron mantenidos a 28.5°C durante los tres dias de embriogénesis, y durante
ese plazo, se hicieron observaciones morfoldgicas periodicas en el estereomicroscopio
de diseccion (alas 4, 6, 8, 10, 12, 24, 30, 36, 42, 48, 60 y 72 hpf).

Es importante recalcar que los estadios arriba mencionados son puntos de referencia,
porgue corresponden a procesos biologicos clave del desarrollo (Fig. 1.4). Durante las
etapas iniciales del desarrollo (4, 6 y 8 hpf) no se observé diferencias morfoldgicas
entre los embriones tratados con BioCen 128 y los embriones controles. Fue interesante
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ver que, a las 10 hpf, cuando el proceso de epibolia se completa al 100% y aparece la
yema (“bud”) que dara origen a la cola del embrion (24), se empez0 a observar cambios
morfoldgicos entre los embriones tratados con 20, 50 y 100 pg/ml de BioCen 128 y los
embriones controles. EI 100% de los embriones controles, embriones tratados con 2 y
10 pg/ml de BioCen 128, asi como el 40% de los embriones tratados con 20 pg/ml de
BioCen 128, se encontraron en estadio “bud” (aprox. 10 hpf, Fig. 5.1). Sin embargo, el
100% de los embriones tratados con 50 y 100 pg/ml de BioCen 128, asi como el 60%
de los embriones tratados con 20 pg/ml de BioCen 128, presentaron una morfologia
correspondiente al estadio de “90% epibolia” (aprox. 9 hpf, Fig. 5.1). En base al tiempo
de desarrollo de los embriones controles, se estimo un retraso de 0.6 h para embriones
tratados con 20 pg/ml, y de 1 h para embriones tratados con 50 y 100 pg/ml de BioCen
128.
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Figura 5.1. Efectos de BioCen 128 en el desarrollo embrionario, a las 10 hpf. Se analizaron 40 embriones Tab5 por
tratamiento (n=40), utilizando un estereoscopio de diseccion. Se observd que el 100% de los embriones controles (CO), y
tratados con 2 y 10 ug/ml de BioCen 128 se encontraban en estadio bud; el 40% y 60% de los embriones tratados con 20
pag/ml de BioCen 128 se encontraban en estadio bud y 90% epibolia, respectivamente (0.6 h de retraso del desarrollo); el
100% de los embriones tratados con 50 y 100 pg/ml de BioCen 128 se encontraban en estadio 90% epibolia (1 h de retraso
del desarrollo). Imagenes extraidas de (24). Escala: 250 pm.

De manera similar, a las 12 hpf se mantuvo el retraso en el desarrollo observado a las 10
hpf. EI 100% de los embriones controles, y tratados con 2 y 10 pg/ml de BioCen 128 se
encontraban en estadios de 4-6 somites (aprox. 12 hpf, Fig. 5.2). Sin embargo, todos los
embriones tratados con 50 y 100 ug/ml de BioCen 128, seguian en estadio de “90%

epibolia”, es decir su retraso se increment6 a aprox. 3 h con respecto a los controles.




Asimismo, los embriones tratados con 20 pg/ml de BioCen 128 presentaron un retraso
en el desarrollo de aprox. 1.6 h con respecto a los controles, esto ya que el 40% se
encontro en estadios de 2-3 somites (aprox. 11 hpf) y el 60% en estadio bud (Fig. 5.2).

Fenotipos observados

(estadios)
50% epibolia Bud 2-3 somites 4-6 somites
b,
co
100% de casos
b
2 pg/mi
100% de casos
b,
& 10 pgimi
-
S
:s 100% de casos
@ )
20 pg/mi
60% de casos | 40% de casos
50 pg/mi
w,
100% de casos
100 pg/ml
w,
100% de casos

Figura 5.2. Efectos de BioCen 128 en el desarrollo embrionario, a las 12 hpf. Se analizaron 40 embriones Tab5 por
tratamiento (n=40), utilizando un estereoscopio de diseccion. Se observo que el 100% de los embriones controles (CO), y
tratados con 2 y 10 pg/ml de BioCen 128 se encontraban en estadios 4-6 somites; el 40% y 60% de los embriones tratados
con 20 pg/ml de BioCen 128 se encontraban en estadios 2-3 somites y bud, respectivamente (1.6 h de retraso del desarrollo);
el 100% de los embriones tratados con 50 y 100 ug/ml de BioCen 128 se encontraban en estadio 90% epibolia (3 h de
retraso del desarrollo). Imagenes extraidas de (24). Escala: 250 pm.

En conclusion, estos resultados sugieren que, a concentraciones altas, BioCen 128
produce un leve retraso del desarrollo embrionario a partir de la gastrulacion, y este

retraso es dependiente de la concentracion del farmaco.
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A las 24 hpf, el desarrollo embrionario del pez cebra se caracteriza por haber iniciado la
organogénesis primaria, haber desarrollado células pigmentarias y continuar la
elongacion de la cola (24). Asimismo, la neurogénesis primaria, que comenzé aprox. a
las 16 hpf (Tropepe & Sive, 2003), continta con el establecimiento de una red neuronal
béasica a lo largo de la médula espinal, y en el prosencéfalo, mesencéfalo, y
romboencéfalo (Fig 1.5).

Notablemente, a las 24 hpf, se observo una mortalidad (lisis) del 100% de embriones
tratados con concentraciones de 50 y 100 pg/ml de BioCen 128 (Fig. 5.3). Por el
contrario, no se registr6 mortalidad en embriones tratados con concentraciones de 2, 10
y 20 pg/ml de BioCen 128. Es interesante ver que, se detectd un retraso del desarrollo
en embriones tratados con 10 pg/ml, asi como un mayor tiempo de retraso del desarrollo
en embriones tratados con 20 pg/ml en comparacion al descrito previamente, en
estadios pertenecientes a gastrulacion y segmentacion. Mientras los controles y tratados
con 2 ug/ml se encontraron en estadio “prim-5~ (aprox. 24 hpf, Fig. 1.4), 80% de los
embriones tratados con 10 pg/ml tuvieron una morfologia aprox. de “26-somites”
(aprox. 22 hpf, Fig. 1.4), y el 20% restante, asi como el 100% de los tratados con 20
pg/ml tuvieron una morfologia aprox. de 18-21 somites (aprox. 18-19.5 hpf, Fig. 1.4).
Por lo tanto, de acuerdo con el tiempo requerido para alcanzar estadios caracteristicos,
se estimo tiempos de retraso de 2.65 y 5.25 h para embriones tratados con 10 y con 20
pg/ml, respectivamente.

En los siguientes puntos de observacion, en estadios correspondientes a las 30, 36, 42,
48, 60 y 72 hpf, se continud la evaluacion de mortalidad de embriones. Se encontrd una
supervivencia del 100% de los embriones controles, y embriones tratados con 2, 10 y 20
pg/ml de BioCen 128 (Fig. 5.3). Ademas, se registrd un efecto de retraso, concentracion
dependiente, del desarrollo en los embriones tratados con 2, 10 y 20 pg/ml de BioCen
128 durante toda la embriogénesis. La dindmica farmacoldgica del efecto retraso al 1 y
2 dpf, sera descrita en la seccion 5.1.3.

Estos resultados indican que las concentraciones de 50 y 100 pg/ml de BioCen 128 son
letales (todos los embriones murieron) para el embrion de peces cebra, mientras que las
concentraciones de 2, 10 y 20 pg/ml son subletales (ningdn embrién murid), y se
sugiere que el posible efecto toxico de BioCen 128 a altas concentraciones, es un retraso

del desarrollo a partir de la gastrulacion.
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5.1.2 Determinacién de la CLsy de BioCen 128

Con el fin de validar los hallazgos descritos previamente, y para determinar la
concentracion letal media de BioCen 128 (CLs), Se realizaron otros experimentos,
utilizando como grupos de tratamiento: control, 1, 5, 10 y 25 pg/ml de BioCen 128. Es
importante mencionar que se incluy6 por primera vez la concentracion de 25 pg/ml con
el fin de reducir el rango de letalidad establecido a partir de 50 pg/ml. Nuevamente se
utilizé 40 embriones Tab5, y una unica administracion del farmaco a las 2.5 hpf, a
través del medio embrionario. Se hicieron observaciones periddicas a las 4, 6, 8, 10, 12,
24, 30, 36, 42, 48, 60 y 72 hpf.

En general las observaciones de estos experimentos recapitulan lo visto anteriormente.
Por ejemplo, durante las observaciones a las 4, 6 y 8 hpf, no se detectd diferencias
morfolégicas entre los embriones controles y los tratados con BioCen 128. Como
esperdbamos de acuerdo con los experimentos anteriores, a las 10 y 12 hpf se observo
un retraso del desarrollo en embriones tratados con 25 pg/ml de BioCen 128 con
respecto a los controles; de 0.8 h y 1.8 h, respectivamente. Es interesante ver que, a las
24 hpf se encontr6 una mortalidad del 75% en los embriones tratados con 25 pg/ml, y
este valor aumento al 100% a las 48 hpf (Fig. 5.3). Ademas, se observé un retraso del
desarrollo en los embriones tratados con 1, 5y 10 pg/ml, durante el 1 y 2 dpf. La

dinamica farmacoldgica del efecto retraso en 1 y 2 dpf sera descrita en la seccién 5.1.3.
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Figura 5.3. Curva de supervivencia de embriones tratados con diferentes concentraciones de BioCen 128. El
porcentaje de supervivencia de embriones Tab5 (n=40 por tratamiento) se evalud a partir de la administracion del farmaco, a
las 2.5 hpf (flecha roja), hasta el final de la embriogénesis (72 hpf). Los puntos de revision (circulos) fueron a las 3, 5, 7, 9,
11, 24, 32, 40, 48, 56, 64 y 72 hpf. Asterisco en grupo control indica que los tratamientos con 1, 2, 5, 10 y 20 pg/ml de
BioCen 128 tuvieron el mismo porcentaje de supervivencia que el grupo control. Se concluye que 25, 50 y 100 pg/ml de
BioCen 128 son concentraciones letales de farmaco (0% de supervivencia al final de la embriogénesis 0 72 hpf).

Con la identificacion de las concentraciones letales y subletales de BioCen 128, se
calculo la CLs, (ver Materiales y Métodos), que es la concentracion del farmaco que
genera la muerte del 50% de los embriones. Se hizo una curva concentracion-respuesta,
y mediante la interpolacién de la concentracion de BioCen 128 y la supervivencia de los
embriones, se determind que la CLs, fue 22.5 pg/ml de BioCen 128, como se puede

apreciar en el grafico correspondiente (Fig. 5.4)
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Figura 5.4. Curva concentracion-respuesta y CLsy de BioCen 128. Se evalud el efecto de diferentes concentraciones de
BioCen 128 (circulos) en la supervivencia de embriones Tab5 (n=40 por tratamiento). Se estimd la concentracion letal
media (CLso) de BioCen 128, que es la concentracion que genera la muerte del 50% de los embriones. Esta fue 22.5 pg/ml.

De acuerdo con lo descrito anteriormente, se concluye que 25 pg/ml de BioCen 128, al
igual que 50 y 100 pg/ml, es letal para el embrién de pez cebra. Ademas, estos
resultados confirman que el efecto toxico de BioCen 128 es un retraso, concentracion
dependiente, del desarrollo embrionario; y nos permite asignar un nuevo rango minimo

aproximado de letalidad a 25 pg/ml.
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5.1.3 Dinamica farmacoldgica de BioCen 128 al 1y 2 dpf

Después de identificar la CLs, de BioCen 128 nos propusimos cuantificar el retraso
causado por la toxicidad del farmaco a concentraciones altas; en particular, descartar
que estos efectos se deban a experimentos hechos utilizando una cepa genética en
particular. Para ello, se utilizaron embriones de otra cepa wild type, con una
constitucién genética diferente: wild type Konstanz (WTX"). Se usaron 4 tratamientos:
control, 5, 10 y 20 pg/ml de BioCen 128; se utilizaron 30 embriones WT*" por
tratamiento; y se hicieron dos réplicas en total. Al igual que en los experimentos
anteriores, se administro el farmaco por Unica vez a las 2.5 hpf, a través del medio

embrionario.

Similar a lo observado en embriones Tab5, los embriones WT*" tratados con 5 y 10
pug/ml de BioCen 128 no presentaron diferencias morfoldgicas con respecto a los
controles durante la blastulacién, gastrulacion y primeros estadios de la segmentacion
(observaciones a las 4, 6, 8, 10, 12 y 14 hpf). Como se esperaba, se evidencid un retraso
comparable del desarrollo en los embriones tratados con 20 pug/ml a partir de las 10 hpf
(Fig. 5.5). Con el objetivo de cuantificar de manera mas precisa el retraso en estos
embriones, en esta ronda de experimentos se compar6 parametros morfoldgicos
especificos, tales como el desarrollo del polster (Fig 5.5 G; estructura que da origen a la
glandula de eclosion, la cual secreta enzimas que degradan el cdrion), tamafio y forma
del primordio ocular (Fig 5.5 H-I), namero de somites (Fig 5.5 H), desarrollo de la
cola, etc. (24); y se estimd el porcentaje de retraso relativo del desarrollo (ver
Materiales y Métodos). A las 10 hpf, se encontrd que los embriones tratados con 20
png/ml no desarrollaron el polster (Fig. 5.5 A, D), por lo que presentaron un valor
relativo de retraso (ver leyenda de Fig. 5.5 y Materiales y Métodos) aprox. del 10% con
respecto a los controles. A las 12 hpf, estos embriones no habian desarrollado el
primordio ocular, somites y yema de la cola (Fig. 5.5 B, E); por lo tanto, presentaron un
valor relativo de retraso aprox. del 16.66% con respecto a los controles. A las 14 hpf,
estos embriones tuvieron un notable menor tamario del cerebro, en particular un menor
desarrollo del primordio ocular, mesencéfalo y romboencéfalo, con respecto a los
controles; por lo que presentaron un valor relativo de retraso aprox. del 14.28% (Fig.
55C, F).
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Figura 5.5. Efecto de BioCen 128 durante la segmentacion. A partir de las 10 hpf, se evidencia un leve efecto de retraso
del desarrollo en embriones tratados con 20 pg/ml de BioCen 128. (A-F) Se eligi6 aleatoriamente un embrién por
tratamiento (n=40) para cada tiempo del desarrollo, y se fotografi6 en vista lateral (40X) y campo claro, mediante el uso de
un Axiozoom v16 Zeiss. (G-1) Referencias extraidas de (24), vista lateral. Ay G. Estadio bud. B y H. Estadio 6 somites. C e
1. Estadio 10 somites. Abreviaturas: Po, polster; Tbh, yema de la cola; S, somite; Op, primordio ocular. Flecha roja sin cola,
sefiala efectos en estructuras correspondientes. Se determiné el valor relativo de retraso (%) = (retraso del desarrollo en
horas /tiempo del desarrollo de embrién control en horas) *100. D. Valor de retraso relativo = (1/10) *100 o 10%. E. Valor
de retraso relativo = (2/12) *100 o0 16.66%. F. Valor de retraso relativo = (2/14) *100 o 14.28% (ver Materiales y Métodos).

A las 24 hpf, observamos un retraso esperado del desarrollo en embriones tratados con
5,10 y 20 pg/ml de BioCen 128 (Fig. 5.6). A partir de las 24 hpf y hasta el final de la
embriogénesis (72 hpf), incluimos pardmetros morfoldgicos adicionales como la
longitud del embrion (EL, embryo length, por sus siglas en inglés), el diametro de la
cabeza con respecto al didmetro de la yema, la morfologia del ojo, la forma y tamafio
del corazon, el ancho del tronco y la pigmentacion. Gracias a estos andlisis pudimos
confirmar un retraso del desarrollo en embriones tratados con BioCen 128, el cual fue
mas severo a mayor concentracion del farmaco (Fig. 5.6).
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Figura 5.6. Efecto de BioCen 128 durante el segundo y tercer dia del desarrollo embrionario. Se eligi6 aleatoriamente
un embrién WT*" por tratamiento (n=30) para cada tiempo del desarrollo, y se fotografi en vista lateral y en campo claro,
mediante el uso de un Axiozoom v16 Zeiss. Fotos de embriones de 36 hpf a objetivo 40X; fotos de embriones de 48 y 60
hpf a objetivo 25X. Se evidencid un retraso, concentracion dependiente, del desarrollo embrionario. (M-S) Bosquejos
referenciales de estadios del desarrollo (24): M. 21-somites. N. Prim-6. O. Prim-16. P. Prim-22. Q. Long pec. R. Pec fin.

Posteriormente, nos propusimos obtener un Unico indice cuantitativo del retraso
ocasionado por la toxicidad de BioCen 128 a altas concentraciones. Para ello,
integramos el parametro de EL (embryo length) para ambas cepas, y afiadimos otros
indicadores del tiempo del desarrollo, tales como el angulo entre la cabeza y tronco
(HTA, head to trunk angle, por sus siglas en inglés) y la distancia entre el ojo y la
vesicula ética (OVL, otic vesicle length, por sus siglas en inglés) (ver Materiales y
métodos). Debido a que la cabeza del embridon se endereza rapidamente durante el
desarrollo, y la vesicula Otica se aproxima al ojo, también rapidamente durante el
desarrollo; el HTA y el OVL son excelentes indices del estadio embrionario (24). De
acuerdo con Kimmel et al., el valor de EL a las 25 hpf es 2 mm (milimetros) y a las 35
hpf aumenta a 2.6 mm (Fig. 5.7); por otro lado, el valor de HTA a las 25 hpf es 115.8° y
a las 35 hpf disminuye a 78.3°(Fig. 5.8); por su parte, el valor de OVL a las 25 hpf es
4.7 unidades OVL y a las 35 hpf disminuye a 1.3 unidades OVL (Fig. 5.9).

En este experimento, se calcul6 los valores de EL, HTA y OVL promedio por
tratamiento (n=30 embriones por tratamiento) para cada cepa, en los siguientes puntos
de observacion: 24, 30, 36, 48, 54, 60, 66 y 72 hpf; y se utilizaron en total 2 réplicas por
cepa (ver Anexos). En congruencia con lo observado en la figura 5.6, se encontré una

clara reduccion del valor de EL en los embriones tratados con BioCen 128, en
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comparacion con los controles; y ese valor fue concentracion dependiente como se

puede apreciar en el grafico correspondiente (Fig. 5.7).
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Figura 5.7. Efecto de BioCen 128 sobre la longitud del embrién. Embriones tratados con diferentes concentraciones
subletales de BioCen 128, presentaron una menor longitud (milimetros = mm) en comparacion a los embriones controles,
durante los dias 1 y 2 de embriogénesis (observaciones a las 24, 30, 36, 48, 54, 60, 66 y 72 hpf). Se evidenci6 un valor de
EL dependiente de la concentracion del farmaco. Dos dibujos y una foto de embriones en vista lateral ejemplifican el calculo
del EL para 3 estadios embrionarios (25, 35 y 48 hpf).

De manera similar, se encontré que los embriones tratados con BioCen 128 tuvieron
valores més altos, tanto de HTA como de OVL, en comparacion a los controles, y estos
valores también fueron dependientes de la concentracion del farmaco (Fig. 5.8 y Fig.
5.9). En su conjunto, estos resultados nos permiten concluir que la toxicidad de BioCen
128 a concentraciones altas se manifiesta con un retraso del desarrollo embrionario, de
acuerdo con indices del tiempo del desarrollo (EL, HTA y OVL); y este retraso es

dependiente de la concentracion de BioCen 128.
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Figura 5.8. Efecto de BioCen 128 sobre el angulo entre cabeza-tronco del embrion. Embriones tratados con diferentes
concentraciones subletales de BioCen 128, presentaron un mayor angulo entre cabeza-tronco (grados sexagesimales = °) en
comparacion a los embriones controles, durante los dias 1 y 2 de embriogénesis (observaciones a las 24, 30, 36, 48, 54, 60,
66 y 72 hpf). Se evidenci6 un valor de HTA dependiente de la concentracion del farmaco. Dos dibujos y una foto de
embriones en vista lateral ejemplifican el calculo del HTA para 3 estadios embrionarios (25, 35y 48 hpf).
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Figura 5.9. Efecto de BioCen 128 sobre la distancia entre ojo-vesicula 6tica (OVL) del embrién. Embriones tratados
con diferentes concentraciones subletales de BioCen 128, presentaron una mayor distancia entre ojo-vesicula Gtica, en
comparacion a los embriones controles, durante los dias 1 y 2 de embriogénesis (observaciones a las 24, 30, 36, 48, 54, 60,
66 y 72 hpf). Se evidenci6 un valor de OVL dependiente de la concentracion del farmaco. Dos dibujos y una foto de
embriones en vista lateral ejemplifican el calculo del OVL para 3 estadios embrionarios (25, 35 y 48 hpf). (Asterisco) OVL
es la distancia entre el 0jo y la vesicula 6tica, en unidades OVL. 1 OVL representa el didmetro de la vesicula ética (OV), por
tanto, el valor de OVL se traduce en el nimero de vesiculas 6ticas que puede haber entre el 0jo y la vesicula 6tica (24).

Llegado a este punto, nos planteamos la posibilidad de que el efecto de retraso del
desarrollo pueda ser reversible. Esto podria deberse a que el farmaco perdid efecto
debido a que se degradd o metabolizo; o que el efecto sea especifico sobre un proceso
del desarrollo, como la migracion celular, diferenciacion y/o morfogénesis, y no se deba
a otros procesos como la division celular, entre otros. Por ello, para decidir entre estas
posibilidades, se hicieron pruebas con una doble administracion o concentracién (2D)
de BioCen 128 (ver Materiales y Métodos); la primera concentracion a las 2.5 hpf y la
segunda concentracion a las 10 hpf. Se utilizaron como concentraciones 5y 10 pg/ml, y
se hicieron observaciones a las 24, 30, 36, 48, 54, 60, 66 y 72 hpf. En los tratamientos
con doble administracion (2D 5 pug/ml y 2D 10 pg/ml) se encontré un retraso mas
severo con respecto a los tratamientos con una Unica administracion (5 pg/ml y 10
pg/ml), durante el 1 y 2 dpf. Dicho efecto de retraso se estimd de acuerdo con los
valores de EL, HTA y OVL, como se puede apreciar en las gréficas correspondientes
(Figura 5.10 — 5.12). Estos resultados corroboran que el retraso del desarrollo

embrionario causado por BioCen 128 no es reversible.
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Desarrollo embrionario segun EL
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Figura 5.10. Efecto de doble concentracion de BioCen 128 sobre la longitud del embrién. (A.) Embriones tratados con
doble concentracion de 5 (2D 5 pg/ml) y (B.) 10 pg/ml de BioCen 128 (2D 10 pg/ml), presentaron una menor longitud
(mm) en comparacion a los embriones controles y tratados con Unica administracién de BioCen 128, durante los dias 1 y 2
de embriogénesis.
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Figura 5.11. Efecto de doble concentracion de BioCen 128 sobre angulo cabeza-tronco del embrién. (A.) Embriones
tratados con doble concentracion de 5 (2D 5 pg/ml) y (B.) 10 pg/ml de BioCen 128 (2D 10 pg/ml), presentaron un mayor
HTA en comparacion a los embriones controles y con Unica administracion de BioCen 128, durante los dias 1 y 2 de

embriogénesis.
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Desarrollo embrionario segun OVL
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Figura 5.12. Efecto de doble concentracion de BioCen 128 sobre distancia ojo-vesicula 6tica del embrion. (A.)
Embriones tratados con doble concentracion de 5 (2D 5 pg/ml) y (B.) 10 pg/ml de BioCen 128 (2D 10 pg/ml), presentaron
un mayor OVL en comparacion a los embriones controles y con Unica administracion de BioCen 128, durante los dias 1y 2
de embriogénesis.

Finalmente, se utilizo los valores calculados de EL, HTA y OVL para obtener un indice
cuantitativo general de retraso del desarrollo causado por la toxicidad de BioCen 128 a
altas concentraciones. A partir de ellos, se calculo el valor relativo de retraso en
porcentaje (ver Materiales y Métodos) para todos los tratamientos. En congruencia con
lo descrito previamente, se encontrd un retraso del desarrollo, segun EL, HTA y OVL,
en embriones tratados con BioCen 128; y este retraso fue dependiente de la
concentracion de BioCen 128 (Fig. 5.13 — 5.15). Ademas, se determind que no existe

una relacion lineal positiva entre el retraso dentro de cada tratamiento y el tiempo del
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desarrollo (Fig. 5.13 — 5.15). Asimismo, se hallé que el retraso encontrado en el
tratamiento con 1 pg/ml fue significativamente menor al retraso encontrado en los
tratamientos con 10 y 20 pg/ml (p<0.05), mas no al encontrado con 5 pg/ml (p>0.05);
de acuerdo a los parametros de EL, HTA y OVL (ver Anexos); y que los retrasos
encontrados en los tratamientos con 5 y 10 pug/ml fueron significativamente menores al
retraso encontrado en el tratamiento con 20 pg/ml (p<0.05), de acuerdo a los pardmetros
de EL y HTA (ver Anexos). Sumado a esto, se evidencio que los retrasos de acuerdo al
EL, HTA y OVL, no difieren significativamente entre ellos (p>0.05) (ver Anexos).
Finalmente, se encontrd que los retrasos fueron similares (p>0.05) entre embriones de
cepas Tab5 y WTK" (ver Anexos). Todo ello se concluye de hacer analisis estadisticos
(test de Shapiro-Wilk, prueba de Suma de rangos de Wilcoxon, prueba de Kruskal-
Wallis y prueba de Dunn) (ver Anexos). Por lo tanto, se concluye que tanto el pardmetro
EL, como HTA y OVL, son Utiles para evaluar el efecto de retraso causado por BioCen
128.
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o

Group Equation R-sg. P value

Control (n=120) %R = 0*Hpf + 0 1 -

1 pg/ml (n=60) %R = 0.08963" Hpf + 2.248 | 0.2064 | 0.2582
5 pg/ml (n=120) %R = 0.2532* Hpf + 4.952 0.4515 | 0.0680
10 pg/ml (n=120) %R = 0.3245* Hpf + 6.944 0.4662 | 0.0620
20 pg/ml (n=120) %R = 0.4836" Hpf + 18.73 0.6147 | 0.0213

Figura 5.13. Retraso del desarrollo segun EL, en embriones tratados con BioCen 128. (A.) Se calculd el valor relativo
de retraso (%) de acuerdo con los valores de EL, para cada tratamiento. Se encontré un mayor porcentaje de retraso a mayor
concentracion del farmaco. (B.) Ademas, regresiones lineales evidenciaron que no hay asociacion entre el retraso y el
tiempo de desarrollo para todos los tratamientos (p>0.05), excepto para el tratamiento de 20 pg/ml (asterisco: p<0.05).
Asimismo, se determind que el retraso en el tratamiento con 1 pg/ml difiere significativamente del retraso en los
tratamientos con 10 y 20 pg/ml (ver Anexos); vy el retraso en los tratamientos con 5 y 10 pg/ml difiere significativamente del
retraso en el tratamiento con 20 pg/ml (p<0.05) (ver Anexos).
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Group Equation R-sq. P value
Control (n=120) %R = 0*Hpf + 0 1 -
1 pg/ml (n=60) %R = 0.1168*Hpf - 0.3161 0.2351 | 0.2701
5 pg/ml (n=120) %R = 0.277* Hpf + 3.265 0.5708 | 0.0302
10 pg/ml (n=120) %R = 0.2669* Hpf + 11.11 0.3668 | 0.1115
20 pg/ml (n=120) %R = 0.1494* Hpf + 39.4 0.1221 | 0.4972

Figura 5.14. Retraso del desarrollo, segin HTA, en embriones tratados con BioCen 128. (A.) Se calcul6 el valor
relativo de retraso (%) de acuerdo con los valores de HTA, para cada tratamiento. Se encontré un mayor porcentaje de
retraso a mayor concentracion del farmaco. (B.) Ademas, regresiones lineales evidenciaron que no hay una asociacion entre
el retraso y la edad de los embriones para todos los tratamientos (p>0.05), excepto para el tratamiento con 5 pg/mi
(asterisco: p<0.05). Asimismo, se determind que el retraso en el tratamiento con 1 pg/ml difiere significativamente del
retraso en los tratamientos con 10 y 20 pg/ml (ver Anexos); y el retraso en los tratamientos con 5y 10 pg/ml difieren
significativamente del retraso en el tratamiento con 20 pg/ml (p<0.05) (ver Anexos).
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1 pg/ml (n=60) | %R = -0.01551"Hpf + 4.869 | 0.001317 | 0.9637
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Figura 5.15. Retraso del desarrollo, segin OVL, en embriones tratados con BioCen 128. (A.) Se calcul6 el valor
relativo de retraso (%) de acuerdo con los valores de OVL, para cada tratamiento. Se encontré un mayor porcentaje de
retraso a mayor concentracion del farmaco. (B.) Ademas, regresiones lineales evidenciaron que no hay una asociacion entre
el retraso y la edad de los embriones para todos los tratamientos (p>0.05). Asimismo, se determiné que el retraso en el
tratamiento con 1 pg/ml difiere significativamente del retraso en los tratamientos con 10 y 20 pg/ml (p<0.05) (ver Anexos).

Adicionalmente, hemos disefiado un indice integrado para medir el retraso del
desarrollo, basado en estos 3 parametros (EL, HTA y OVL). Para ello, primero se hallo
el promedio del retraso obtenido segun los indicadores EL, HTA y OVL (Fig. 5.16 A).
Después, se utilizd esta base de datos para hacer un andlisis de regresién en el software
Geogebra 5.0. Hicimos las pruebas de modelamiento matematico correspondientes (data
no mostrada), y se determind que el mejor modelo para medir el retraso del desarrollo,
por cada tratamiento (1, 5, 10 y 20 ug/ml de BioCen 128), fue el modelo de regresion
polinomial de grado 7, como se puede apreciar en las figuras correspondientes (ver
Anexos y Fig. 5.16 B.); esto ya que nos dio un coeficiente de correlacion (R?) igual a 1.
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De manera particular, en el tratamiento con 20 pug/ml de BioCen 128 se encontré un
modelo adicional que dio un coeficiente de correlacion igual a 1; es el caso del modelo
de regresion sinusoidal. Por lo que también lo proponemos como alternativa al modelo
de regresion polinomial grado 7 mencionado anteriormente. Por lo tanto, mediante el
uso de las ecuaciones disefiadas (Fig. 5.16 B.), se puede estimar el retraso del desarrollo
(variable “Y™: porcentaje de retraso dado en decimales) segln la concentracion, para un

tiempo del desarrollo especifico (variable “X”: tiempo del desarrollo dado en dias).
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Figura 5.16. Disefio de ecuaciones para medir el retraso del desarrollo basado en los pardmetros EL, HTA y OVL.
(A.) Se promedi6 el valor relativo de retraso (%) segun los valores de EL, HTA y OVL, para cada tratamiento; y se
representd en una gréfica. (B.) Se utilizé el software Geogebra 5.0 para determinar el modelo mateméatico que mejor
represente el comportamiento de los datos (previamente se adaptaron los datos obtenidos en A.: variable X pas6 de hpf a
dpf, y variable Y de porcentaje a decimales; esto debido a que pruebas previas mostraron coeficientes con valores muy
altos). Se observé una correlacién perfecta (R?=1) con los modelos de regresién polinomial de grado 7 y regresién
sinusoidal, para todos los tratamientos y tratamiento con 20 pg/ml, respectivamente (ver Anexos).

5.2 Andlisis morfoldgicos y celulares

Después de cuantificar el efecto de retraso causado por BioCen 128, nos propusimos
evaluar los posibles efectos del farmaco sobre el desarrollo neuronal, a nivel celular.
Para ello, se recurrid a tinciones (whole-mount immunostainings) con tres anticuerpos
primarios y una linea GFP reportera de peces cebra transgénicos, que permitieron
analizar estructuras neuronales representativas mediante microscopia de fluorescencia y
confocal (ver Materiales y métodos). Para este tipo de analisis, con el fin de descartar la
posibilidad de que los efectos observados sean una consecuencia inespecifica de la
toxicidad del farmaco a concentraciones altas, y no un efecto generado por él mismo; se
utilizaron concentraciones bajas (<10 pg/ml). Por tanto, se escogid los tratamientos:

control, 1y 5 pg/ml de BioCen 128.

5.2.1 Andlisis utilizando anticuerpo SV2

Inicialmente, se evalud la integridad sinaptica en el sistema nervioso utilizando un
anticuerpo contra la proteina de la vesicula sinaptica 2 (SV2, por sus siglas en inglés),
bajo la premisa de que BioCen 128 podria estar involucrado en procesos de
comunicacion neuronal. Esta proteina es expresada en los terminales nerviosos
presinapticos de casi todas las neuronas, especificamente en las membranas de las
vesiculas presinapticas, asi como en la mayoria de los granulos secretores endocrinos
(37) (ver Materiales y Métodos). Por lo tanto, SV2 también permite un analisis
detallado de la neuroanatomia del embrion de pez cebra. Debido a que SV2 también
marca el neuroepitelio (piel) (Ono, F. et al., 2004) y se observo que no habia una
alteracion del mismo en los embriones tratados con BioCen 128 (data no mostrada), se
excluyo esta area en las imagenes tridimensionales (3D) obtenidas por microscopia
confocal (ver Materiales y Métodos). Ello permitié distinguir con mas nitidez
estructuras internas como el neuropilo del encéfalo y médula espinal (Fig. 5.16).
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A las 24 hpf, reconstrucciones 3D del tronco de embriones tefiidos, en vista lateral,
revelaron efectos sobre la morfologia de los axones de las neuronas motoras primarias
caudales de la médula espinal (CaP, por sus siglas en inglés), en embriones tratados con
1y 5 pg/ml de BioCen 128 (Fig. 5.16 G, K). Los axones de estas neuronas (CaP)
normalmente navegan en direccion dorso ventral, y en la zona ventral giran dorsal y
lateralmente (Fig. 5.16 J). En embriones tratados con 1 y 5 pg/ml, se encontr6 que los
axones CaP presentaban una navegacion desorganizada, como se muestra en la figura
correspondiente (Fig. 5.16 G, K). Ademas, imagenes 3D de la cabeza en vista lateral
evidenciaron un efecto en el desarrollo de la epifisis, ya que se observd un menor
tamafo de esta en embriones tratados con 1 pg/ml, y su casi ausencia en embriones
tratados con 5 pug/ml (Fig. 5.16 F, J). También, se encontrd un ligero menor tamafio de
los fasciculos axonales que atraviesan el ojo (Fig. 5.16 F, J). Por otro lado, iméagenes
3D de la cabeza en vista dorsal revelaron una reduccién notable en el tamafio de
estructuras fluorescentes como la comisura anterior, tracto de la comisura postoptica y
fasciculo longitudinal medial (Fig. 5.16 A, E, I). En suma, estos resultados sugieren
efectos diversos y variados de BioCen 128 sobre el desarrollo neuronal. Por un lado, un
efecto modulatorio sobre la funcién motora; por otro lado, una influencia sobre el ritmo
circadiano; asi también, un efecto sobre la morfologia del ojo y sobre la diferenciacion
neuronal en el prosencéfalo, mesencéfalo y romboencéfalo. Cabe mencionar que la
reduccion del tamafio de estructuras positivas para tractos axonales del prosencéfalo,
mesencéfalo y romboencéfalo, abre la posibilidad de un efecto modulatorio de BioCen
128 sobre el desarrollo de estas, ya sea por una disminucion de la actividad presinaptica,
posiblemente a causa de alguna alteracién en la distribucion o concentraciéon de SV2;
y/o una menor cantidad de neuronas, posiblemente debido a una deficiencia en la

diferenciacion neuronal o la muerte de algunas de ellas.
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SV2 (24 hpf WTK")

Embrion completo Cabeza Cabeza Tronco
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Figura 5.16. Efecto de BioCen 128 sobre la actividad sinaptica en embriones de 24 hpf. Se muestran reconstrucciones
3D de cabeza (10X) y tronco (20X), de embriones WTX" tratados con BioCen 128 durante estadio de blastula temprana (2.5
hpf). Anticuerpo primario: SV2. Anticuerpo secundario: Alexa 488 (verde). Se evaluaron 10 embriones por tratamiento
(n=10). Abreviaturas: AC, comisura anterior; TPOC, tracto de la comisura post 6ptica; MLF, fasciculo longitudinal medial;
EP, epifisis; POC, comisura post dptica; SOT, tracto supradptico; DVDT, tracto del diencéfalo dorsoventral; TPC, tracto de
la comisura posterior; TG, ganglio trigémino; CaP, neuronas motoras primarias caudales de la médula espinal; RB, neuronas
sensoriales Rohon-Beard. (A, D, G) Se observé menor tamafio del neuropilo en la AC, TPOC y MLF, en tratamientos con 1
y 5 pg/ml de BioCen 128. (B, E, H) Se evidencié menor tamafio de la EP en embriones tratados con BioCen 128, siendo
casi ausente en tratamiento con 5 pg/ml. Ademas, se observé menor tamafio de fasciculos axonales que atraviesan el ojo. (C,
F, 1) Se observé una morfologia desorganizada de los axones CaP en embriones tratados con 1 y 5 pg/ml de BioCen 128
(asteriscos). (J) Imagen referencial de neuronas motoras: (48), escala 50 pm.
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A las 48 hpf, de manera notable, se revirtié la alteracion en la navegacion de axones
CaP, en embriones tratados con 1 pg/ml de BioCen 128 (Fig. 5.17 C, G); de manera que
no se observaban diferencias entre los controles y los tratados con el farmaco. Similar a
lo observado a las 24 hpf, se encontré una clara reduccion del tamafio de estructuras
fluorescentes como la epifisis y la comisura anterior en embriones tratados con 5 pg/ml
(Fig. 5.17 A, 1), asi como una ligera reduccidn de estas estructuras en embriones
tratados con 1 pg/ml (Fig. 5.17 A, E). Sumado a ello, se detectd por primera vez una
reduccion del tamarfio de estructuras fluorescentes para el tracto de la comisura posterior
y la retina en embriones tratados con 5 pg/ml (Fig. 5.17 1, J). En su conjunto, estos
resultados podrian indicar que BioCen 128 fue metabolizado y perdio efecto, o que los
embriones se recuperaron mediante mecanismos de autorregulacion. Sin embargo, es
mas probable que se deba a un efecto de recuperacién parcial del embrion y no a la
degradacion de la droga, ya que continuamos observando un efecto sobre la morfologia
axonal de las neuronas CaP (Fig. 5.17 C, K), asi como el efecto sobre la comisura
anterior y la epifisis, visto anteriormente. Por otro lado, se sugiere un efecto de BioCen

128 sobre la recepcion de sefiales de luz a través de la retina.
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Figura 5.17. Efecto de BioCen 128 sobre la actividad sindptica en embriones de 48 hpf. Se muestran imagenes 3D de
cabeza (10X) y tronco (20X), de embriones WTK" tratados con BioCen 128 durante estadio de blastula temprana.
Anticuerpo primario: SV2. Anticuerpo secundario: Alexa 488 (verde). Se evaluaron 10 embriones por tratamiento (n=10).
Abreviaturas: AC, comisura anterior; OC, quiasma optico; RGCs, células ganglionares de la retina; EP, epifisis; TPC, tracto
de la comisura posterior; VLT, tracto longitudinal ventral; CaP, neuronas motoras primarias caudales de la médula espinal;
RB, neuronas sensoriales Rohon-Beard. (A, B, I, J) Se evidencié una ausencia de estructuras positivas para SV2 en la retina
de embriones tratados con 5 pug/ml de BioCen 128 (asterisco). Ademas, se encontr6 un menor tamafio de tractos axonales del
prosencéfalo y mesencéfalo en embriones tratados con 5 pg/ml de BioCen 128. (C, G, K) Se observo una menor longitud y
arborizacién de los axones CaP en embriones tratados con 5 pg/ml de BioCen 128 (asteriscos), con respecto a embriones
controles. Resulta interesante que, se observd una recuperacion de la direccion de las proyecciones de los axones CaP, en
embriones tratados con BioCen 128.

Para seguir analizando el efecto de BioCen 128 sobre el desarrollo del neuropilo del
prosencéfalo (FB, forebrain, por sus siglas en inglés), mesencéfalo (MB, midbrain, por
sus siglas en inglés) y romboencéfalo (HB, hindbrain, por sus siglas en inglés), se
hicieron reconstrucciones 3D a estas estructuras a las 48 hpf, utilizando un objetivo de
20X (Fig. 5.18). Se evidencié una reduccion notable en el tamafio de la comisura
anterior y tracto supradtico en embriones tratados con 1 y 5 pg/ml de BioCen 128, con
respecto a embriones controles (Fig. 5.18 A, C, E). Ademas, se encontrd una reduccion
significativa del tamafio del tracto longitudinal ventral en embriones tratados con 5
pg/ml de BioCen 128 (Fig. 5.18 B, D, F).
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Figura 5.18. Efecto de BioCen 128 en la actividad sindptica del prosencéfalo, mesencéfalo y romboencéfalo. Se
muestra reconstrucciones 3D (20X) de cabeza en vista dorsal (FB o prosencéfalo; MB o mesencéfalo) y lateral (HB o
romboencéfalo). Embriones WTX" tratados con BioCen 128 a las 2.5 hpf, fueron fijados a las 48 hpf, y montados en laminas
para analisis confocal (n=6 embriones por tratamiento). Anticuerpo primario: SV2. Anticuerpo secundario: Alexa 488
(verde). (A, C, E) En vista dorsal; abreviaturas: AC, comisura anterior; SOT, tracto supra6tico; OC, quiasma Optico. Se
encontrd una reduccion significativa en el tamafio de estructuras fluorescentes para la AC (asterisco) y SOT (cabeza de
flecha) en embriones tratados con 1 y 5 pg/ml de BioCen 128. (B, D, F) En vista lateral; abreviaturas: TG, ganglio
trigémino; VLT, tracto longitudinal ventral. Se observé una clara reduccion en el tamafio del VLT (cabeza de flecha) en
embriones tratados con 5 pg/ml de BioCen 128.

Con la finalidad de corroborar el efecto encontrado en el desarrollo de la epifisis (Fig.

5.16 B, E, H), se evalud su morfologia utilizando un objetivo de 20X. Como se puede
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apreciar en los controles (Fig. 5.19 A, B) la epifisis es una estructura pequefia ubicada
dorsalmente al ojo, en el epitdlamo, que cumple un rol importante en la deteccién de luz
y regulacion del ritmo circadiano. De manera notable, se encontré un menor tamafio de
estructuras fluorescentes para la epifisis en embriones tratados con 1 y 5 pg/ml, con
respecto a los controles, tanto a las 24 como a las 48 hpf (Fig. 5.19 C-F). Notablemente,
se observd una morfologia desorganizada de la epifisis en embriones tratados con 5
pug/ml (Fig. 5.19 F), mas no en embriones tratados con 1 pg/ml. Estos resultados
sugieren que BioCen 128 podria afectar el control nervioso de la deteccion de luz del
ritmo circadiano. Ademas, se sugiere que el efecto de BioCen 128 sobre la retina (Fig.
5.17) podria compartir un mecanismo molecular en comdn con el efecto visto en la
epifisis; esto ya que ambas estructuras comparten vias moleculares bajo el control del
ritmo circadiano (Ben-Moshe Z. et al., 2014).

SV2 (WT")
24 hpf 48 hpf

CcO

5 pg/ml |
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Figura 5.19. BioCen 128 induce una desorganizacién de la morfologia de la epifisis. Embriones WTX" fueron tratados
con BioCen 128 a las 2.5 hpf, posteriormente se fijaron a las 24 y 48 hpf, y se montaron en l&minas para andlisis confocal
(n=6 embriones por tratamiento). Se hicieron reconstrucciones 3D (20X) del mesencéfalo. Anticuerpo primario: SV2.
Anticuerpo secundario: Alexa 488 (verde). (A, C, E) En vista lateral; flechas sefialan la epifisis. (B, D, F) En vista dorsal;
flechas sefialan la epifisis. Se encontré una reduccién notable, concentracién dependiente, del tamafio de la epifisis en
embriones tratados con 1y 5 pg/ml tanto a las 24 como 48 hpf; y una morfologia desorganizada de la misma en embriones
de 48 hpf tratados con 5 pg/ml de BioCen 128.

5.2.2 Analisis utilizando anticuerpo ZN8

Posteriormente, se utiliz6 un anticuerpo contra la proteina de membrana neurolina
(ZN8). Neurolina es una proteina de adhesion celular que se expresa en células
musculares, corazon y varios tipos de neuronas; y cumple un rol importante en el
crecimiento y navegacién axonal. Por ello, ZN8 marca estructuras como las neuronas
motoras secundarias de la médula espinal (SMNSs), las células ganglionares de la retina,
la comisura del romboencéfalo, las neuronas sensoriales RB, la membrana plasmatica
del cerebro, y células no neuronales como las células cardiacas, los arcos faringeos,
entre otros (49) (ver Materiales y Métodos). Para estos experimentos, con la finalidad
de obtener una visualizacion mas completa y fina de las estructuras neuronales; y
evaluar la morfologia de las SMNs, bajo la premisa de que BioCen 128 podria causar un
efecto en ellas, similar al encontrado en las neuronas motoras primarias de la médula

espinal (PMNs) (Fig. 5.16 y 5.17), se utiliz6 embriones tefiidos con el anticuerpo ZN8.

A las 24 hpf, se observo un menor tamafio de los tractos axonales de la comisura del
romboencéfalo en embriones tratados con BioCen 128 (Fig. 5.20 D, F). Ademas, al
igual que en embriones tefiidos con SV2, no se encontrd diferencias en la intensidad de
la sefial en las neuronas sensoriales RB (Fig. 5.20 D, H, L). Fue interesante que, se
evidencio una menor intensidad de sefial fluorescente en el “floor plate” de embriones
tratados con 5 pg/ml de BioCen 128, con respecto a los controles (Fig. 5.20 D, H, L).
Cabe mencionar que el “floor plate”, son células alineadas a lo largo del eje anterior-
posterior, ubicadas ventralmente al tubo neural, que cumplen un importante rol de
sefializacion en el patron y guia de los axones ventrales del sistema nervioso (50). Por
tanto, nuestros experimentos sugieren que el efecto de BioCen 128 sobre la navegacion
de los axones CaP (Fig. 5.16 F, 1), podria involucrar una reduccion de la expresion de
neurolina en el floorplate. Sumado a esto, no se evidenci6 efectos del farmaco sobre las
células cardiacas y arcos faringeos (data no mostrada), por lo que fueron excluidos de

las reconstrucciones 3D.
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Figura 5.20. Efecto de BioCen 128 sobre expresion de neurolina en embriones de 24 hpf. Se muestran reconstrucciones
3D de cabeza (10X) y tronco (20X), de embriones WTX" tratados con BioCen 128 a las 2.5 hpf. Los embriones fueron
fijados a las 24 hpf y montados para analisis confocal (n=10 embriones por tratamiento). Anticuerpo primario: ZN8.
Anticuerpo secundario: Alexa 488 (verde). Abreviaturas: HB, romboencéfalo; NE, neuroepitelio; FP, “floor plate” o placa
de piso; FPc, células del “floor plate”; RB, neuronas sensoriales Rohon-Beard. (B, F, J). Se observé un menor tamafio de la
comisura del HB en embriones tratados con BioCen 128. (D, L) Se evidenci6é una menor intensidad de sefial para el FP en
embriones tratados con 5 pg/ml de BioCen 128.

A las 48 hpf, se comparé la morfologia de las SMNs y se encontrd una ausencia de las
primeras proyecciones axonales (caudales y rostrales), asi como una menor
fasciculacidon axonal en embriones tratados con 5 pg/ml de BioCen 128 (Fig. 5.21 1)
con respecto a los controles. Ademas, se observo una reduccién en el tamafio de
estructuras fluorescentes para las células ganglionares de la retina (RGCs) en embriones
tratados con 5 pug/ml de BioCen 128 (Fig. 5.21 H). Cabe mencionar, que las RGCs son
las primeras neuronas que se diferencian durante la morfogénesis del ojo, aprox. a partir
de las 30 hpf, y cumplen un rol fundamental en la recepcion de sefiales visuales de luz.
En suma, estos resultados sugieren por un lado que BioCen 128 podria modular la
diferenciacion y navegacion axonal no solo de las PMNs, sino también de las SMNSs; y,
por otra parte, BioCen 128 podria tener un efecto en la diferenciacion de las RGCs

durante el desarrollo embrionario. Es importante mencionar que el efecto visto en las
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RGCs vy la epifisis (Figura 5.19) corroboran una influencia de BioCen 128 sobre el

ritmo circadiano del embrion de pez cebra.

ZNS8 (48 hpf, WT")

Embrion completo Cabeza Cabeza Tronco
dorsal lateral

co R G
{
1 pg/ml Py i

5 pg/ml

Figura 5.21. Efecto de BioCen 128 sobre expresion de neurolina en embriones de 48 hpf. Se muestran reconstrucciones
3D de cabeza (10X) y tronco (20X), de embriones WTX" tratados con BioCen 128 a las 2.5 hpf. Los embriones fueron
fijados a las 48 hpf y montados para analisis confocal (n=10 embriones por tratamiento). Anticuerpo primario: ZNS8.
Anticuerpo secundario: Alexa 488 (verde). Abreviaturas: HB-c, comisura del romboencéfalo; RGCs, células ganglionares de
la retina; CaS, axones de las neuronas motoras secundarias caudales de la médula espinal; RaS, axones de las neuronas
motoras secundarias rostrales de la médula espinal. (B, H) Se observé un menor tamafio de estructuras positivas para las
RGCs en embriones tratados con 5 pug/ml de BioCen 128 (flecha), con respecto a embriones controles. (C, 1) Se evidencio
una menor fasciculacion axonal en las SMNSs, y una ausencia de proyecciones axonales rostrales y caudales en las mismas
(cabeza de flecha y asteriscos)

5.2.3 Anadlisis de tractos axonales en la linea Hb9::GFP

El siguiente objetivo fue validar el efecto de BioCen 128 en las PMNs (Fig. 5.16 y
5.17). Para ello, se utilizo la linea transgénica Hb9::GFP y el anticuerpo contra tubulina

acetilada; los cuales muestran el patréon de crecimiento axonal de las PMNSs. En el caso
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de la linea Hb9::GFP, el factor de transcripcion Hb9 se expresa en las PMNSs a nivel
citosolico, y por tanto marca verde fluorescente estas estructuras (ver Materiales y
Métodos). Por su parte, la tubulina acetilada es una de las proteinas que conforman los
microttbulos, por lo que cumple un rol importante en el movimiento celular mediado
por microtubulos; entre ellos la migracion axonal (51), (ver Materiales y Métodos). Por
lo tanto, en nuestros experimentos el anticuerpo contra tubulina acetilada marca los
neurofilamentos en rojo fluorescente. Cabe destacar que similar a SV2, tubulina
acetilada también marca el neuropilo del encéfalo y la médula espinal, por lo que nos
permitio corroborar los efectos encontrados con SV2.

A las 24 hpf, en congruencia con lo encontrado en las tinciones con SV2, se observo
una reduccion en el tamafio del neuropilo de la comisura anterior y tracto supradptico,
pero también en el quiasma Optico, en embriones tratados con 1 y 5 pg/ml de BioCen
128 (Fig. 5.22 A, C, E). Ademas, se confirmd que las neuronas motoras CaP presentan
un desorganizado crecimiento y navegacion axonal en embriones transgénicos
Hb9::GFP tefiidos con tubulina acetilada, expuestos a 1 y 5 pg/ml de BioCen 128 a las
2.5 hpf (Fig. 5.23 A, B, C); por lo que se corroboré este efecto visto en la seccion 5.2.1.
A las 48 hpf, similar al efecto observado en las tinciones con SV2, se evidencid un
menor tamafio de tractos axonales del romboencéfalo, mesencéfalo y prosencéfalo en
embriones tratados con 1 y 5 pg/ml, con respecto a los controles (Fig. 5.22 H, J, L).
Ademaés, continuamos observando una desorganizada navegacion de los axones CaP y
una menor fasciculacion axonal en embriones tratados con 5 pg/ml de BioCen 128 (Fig.
5.23 D, F). Sorprendentemente, en los embriones Hb9::GFP tratados con 1 pg/ml de
BioCen 128, la navegacion de los axones CaP tomd una direccion andmala hacia al
somite vecino anterior (Fig. 5.23 D, E), sugiriendo que la alteracion de la navegacion
axonal en las PMNs podria ser dependiente del background genético, que es diferente
entre embriones Hb9::GFP y los wild type utilizados para las tinciones con SV2.
Adicionalmente, se encontré una menor migracion de la linea lateral a lo largo de la
cola (eje anterior-posterior), en embriones de 24 y 48 hpf, tratados con 1 y 5 pg/ml (Fig.
5.23).

En general, vimos que BioCen 128 presenta efectos tdxicos como el retraso,
concentracion dependiente, del desarrollo embrionario a partir de la gastrulacion.
Asimismo, observamos que BioCen 128 a concentraciones bajas genera efectos

variados sobre el desarrollo neuronal. Por ejemplo, modula el crecimiento y navegacion
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axonal de las neuronas motoras CaP, afecta el desarrollo de la epifisis, entre otros. Por
lo tanto, BioCen 128 podria influenciar la actividad motora y el ritmo circadiano. En
conclusion, los efectos observados en el embridn de pez cebra sugieren que BioCen 128

podria estar relacionado a la via PrP/SFKs.

Hb9::GFP/acTUB
24 hpf 48 hpf

Embrién completo Dorsal Lateral Dorsal Lateral

(€0)
2
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1
©
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1
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Figura 5.22. Efecto de BioCen 128 sobre expresion de hb9 y tubulina acetilada. Se muestran reconstrucciones 3D de la
cabeza (10X), en vista dorsal y lateral, de embriones Hb9::GFP tratados con BioCen 128 a las 2.5 hpf. Los embriones fueron
fijados a las 24 hpf, teflidos con tubulina acetilada y montados para analisis confocal (n=8 embriones por tratamiento).
Anticuerpo primario: tubulina acetilada. Anticuerpo secundario: Cy3 (rojo). Abreviaturas: AC, comisura anterior; SOT,
tracto supradptico; OC, quiasma Optico; MLF, fasciculo longitudinal medial; POC, comisura post éptica; TPC, tracto de la
comisura posterior; VLT, tracto longitudinal ventral; HB, romboencéfalo; RGCs, células ganglionares de la retina. A la
izquierda: fotos en campo claro de embriones en vista lateral: “1”, 24 hpf (40X); “2”, 48 hpf (25X). (A, C, E) A las 24 hpf,
se observo un menor tamafio de estructuras positivas para la AC, SOT y OC en embriones tratados con 1y 5 pg/ml. (H, J,
L) A las 48 hpf, se evidencié un menor tamafio de estructuras positivas para el TPC en embriones tratados con 1y 5 pg/mli
(asteriscos); y en general un menor tamafio del romboencéfalo, mesencéfalo y prosencéfalo en embriones tratados con 5

pg/ml.
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Hb9::GFP/acTUB
24 hpf 48 hpf
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Figura 5.23. Efecto de BioCen 128 sobre el desarrollo de las neuronas motoras primarias caudales. Se muestran
reconstrucciones 3D del tronco (20X) de embriones Hb9::GFP tratados con BioCen 128 a las 2.5 hpf. Embriones fueron
fijados a las 48 hpf y montados para analisis confocal (n=6 embriones por tratamiento). Anticuerpo primario: tubulina
acetilada. Anticuerpo secundario: Cy3 (rojo). Abreviaturas: CaP, neuronas motoras primarias caudales de la médula espinal;
LL, linea lateral. (A, B, C) A las 24 hpf, se evidenci6 un efecto en la navegacion de los axones CaP, en embriones tratados
con 1y 5 pg/ml (asteriscos). Ademas, se observé una menor migracién de la linea lateral en estos embriones (cabeza de
flecha). (D, E) A las 48 hpf, se observd una alteracion en la direccion de navegacion (hacia limite con somite vecino
anterior) de los axones CaP, en embriones tratados con 1 pg/ml (asterisco). (D, F) También, se encontré una menor
fasciculacion axonal y desorganizada navegacion de los axones CaP en embriones tratados con 5 pg/ml (asterisco). (D, E, F)
Similar a lo visto a las 24 hpf, se evidenci6é una menor migracion de la linea lateral a lo largo de la cola, en embriones
tratados con 1y 5 pg/ml.
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VI. DISCUSION

El presente trabajo tuvo por objetivo analizar el efecto del farmaco BioCen 128 sobre el
desarrollo embrionario del pez cebra con el fin de eventualmente identificar potenciales
asociaciones a la via neurotoxica PrP/SFK. Los resultados estan divididos en dos
secciones. La primera (5.1) abarca el analisis farmacoldgico de la actividad biol6gica de
BioCen 128 sobre el desarrollo embrionario del pez cebra; y la segunda (5.2) describe el
analisis morfoldgico y celular del efecto de BioCen 128 sobre el desarrollo y fisiologia

neuronal de embriones de pez cebra.

Es importante precisar, que la actividad bioldgica de BioCen 128 podria ser de forma
extracelular o intracelular. En estos experimentos, el embrién fue expuesto a BioCen
128 de forma extracelular a través del medio embrionario. De acuerdo con ello, se
pueden presentar dos escenarios: 1) que BioCen 128 interactle con moléculas en la
membrana celular. Por ejemplo, afectando a la proteina PrP. 2) que BioCen 128 sea
introducido al citosol a través de procesos como endocitosis, fagocitosis, pinocitosis,
etc. Ello implicaria que permanezca aislado por membranas de vesiculas; o que
posteriormente sea liberado al medio intracelular e interactle con proteinas citosélicas,
por ejemplo, con las quinasas Src, Fyn y Yes. En este estudio, se escogié el modo de
accion extracelular del farmaco, debido a que al ser un biopreparado (ver Materiales y
Métodos), es muy probable que esté compuesto de proteinas que dificilmente ingresan a
la célula. Sin embargo, para discernir entre estas dos posibilidades, en futuros

experimentos se sugiere administrar BioCen 128 en el citosol mediante microinyeccion.

De igual manera, se debe considerar que la administracion de un farmaco a traves del
agua o medio embrionario tiene como limitacion el no poder cuantificar de forma
precisa la concentracion del farmaco que es incorporada por el embrion (dosis) (36), asi
como conocer la absorcion diferencial del farmaco en 6rganos vy tejidos diversos. En
este estudio se hizo diluciones seriadas del farmaco, las cuales se administraron en el
medio embrionario por unica vez a las 2.5 hpf. Ademas, no se hizo ningun recambio del
medio durante los tres dias de embriogénesis, ya que el volumen de la droga en solucion
no disminuyo significativamente durante este tiempo. Por lo tanto, para futuros estudios
se sugiere determinar el tiempo de metabolizacion de BioCen 128 y/o su concentracion

real en cada pocillo de tratamiento durante los tres dias de observacién, por ejemplo,
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mediante el método de espectrofotometria. Ello nos permitird descartar alguna pérdida
significativa del mismo. Alternativamente, se sugiere administrar el farmaco mediante
microinyeccion, para precisar la concentracion de este que es incorporada por el

embrion, y descartar una absorcion diferencial del mismo.

Como se menciond, en nuestros experimentos elegimos administrar BioCen 128 a las
2.5 hpf. Diversos estudios sugieren administrar el compuesto de estudio aprox. a las 5
hpf (52), lo que corresponde al inicio de la gastrulacion en el pez cebra (24). Ello, con el
fin de extrapolar los estudios toxicoldgicos de embriones de pez cebra a mamiferos, ya
que se sabe que en mamiferos la exposicion de farmacos por via materna se da a partir
de la gastrulacion temprana (46). Por otro lado, la OECD recomienda iniciar la
exposicion al compuesto lo mas temprano posible después de la fecundacion, para
incluir en la evaluacion todos los procesos biologicos pertenecientes a la embriogénesis
(47). Teniendo en cuenta estos dos criterios farmacoldgicos, en nuestros experimentos
elegimos administrar BioCen 128 en un tiempo del desarrollo intermedio (2.5 hpf). Esto
nos permitio reducir al minimo los casos de malformaciones congénitas en embriones
seleccionados para experimento, ya que estas se visualizan principalmente durante las
primeras horas post fertilizacion. Ademas, nos permitié incluir en nuestro analisis
posibles efectos sobre la blastulacion.

Después de haber revisado estas premisas, se analizara la primera seccion (5.1), en
donde se indentifico la concentracion letal media (CLs) de BioCen 128 y sus efectos
generales en el desarrollo embrionario. Se determiné una CLs, de 22.5 pg/ml, al
administrar el farmaco por Unica vez a las 2.5 hpf. También, se evidencié que en un
rango de 1-20 pg/ml, BioCen 128 genera un retraso del desarrollo embrionario en el pez
cebra, el cual es concentracion dependiente. Ademas, se determino que el retraso del
desarrollo no difiere significativamente entre los indicadores del estadio embrionario
evaluados (EL, HTA y OVL), ni entre las cepas utilizadas (Tab5 y WTX"). Asimismo,
se encontrd que el efecto retraso es irreversible durante la embriogénesis, y se identifico
que altas concentraciones de BioCen 128 (>10 pg/ml) inducen un retraso del desarrollo

a partir de la gastrulacién (estadios de 90% epibolia y bud).

En nuestros experimentos observamos que BioCen 128 genera un retraso subletal del
desarrollo embrionario a partir de la gastrulacion. Una posible explicacion para ello

seria que este efecto es una consecuencia de la toxicidad de BioCen 128 a
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concentraciones altas. Consistente con ello, otros estudios con farmacos administrados
en estadios tardios de blastulacion, han demostrado efectos similares al de BioCen 128.
Por ejemplo, el &cido valproico, un farmaco utilizado para tratar episodios de epilepsia.
Este fue administrado a las 4 hpf, y generd un retraso del desarrollo embrionario en el
pez cebra, en la morfologia en general y en el tiempo de eclosion; asi como un menor
desarrollo de la region craneofacial en la etapa larval (53). De manera similar, otro
farmaco antiepiléptico administrado a las 4 hpf, el a&cido metoxiacético, generd un
retraso del desarrollo embrionario, de acuerdo con parametros morfolégicos como el
HTA y EL (54). Otros farmacos administrados a las 3 hpf, ocasionaron una reduccion
de la longitud del embridn durante toda la embriogénesis, y un aumento de la frecuencia
cardiaca; estos fueron la fluoxetina, diazepam vy risperidona (55). Ademas, farmacos
como el ibuprofeno y diclofenaco, cuando son administrados en altas concentraciones a
las 6 hpf, producen un retraso en el tiempo de eclosion, asi como una reduccion de
movimientos esporadicos y de la distancia de nado en los embriones (56). Por lo tanto,
el retraso del desarrollo ocasionado por BioCen 128 parece no ser un efecto especifico,
debido a que otros farmacos, como los mencionados anteriormente, causan este tipo de
efectos; y tal vez sea debido a una toxicidad inespecifica por concentraciones altas. De
acuerdo con la literatura, no hay un mecanismo Unico que explique el retraso del
desarrollo debido a la toxicidad de un compuesto. Algunos autores sugieren que podria
estar relacionado a un menor consumo de la yema y/o una alteracion en el metabolismo

de lipidos, lo cual induce un retraso del desarrollo por bajos nutrientes (57).

Otra posible explicacion para el retraso del desarrollo embrionario a partir de la
gastrulacion, ocasionado por BioCen 128, podria ser que el farmaco esté afectando la
funcion de las quinasas Fyn y Yes de manera independiente a la via AB/PrP (ver
Anexos), la cual corresponde a otro mecanismo. En concordancia con ello, vimos en la
literatura que Fyn y Yes juegan un rol importante en los movimientos de extension
convergente durante la gastrulacion en el embrion de pez cebra (58). La inhibicion de
estas quinasas desencadena un retraso en el desarrollo de la epibolia (proceso de
migracion celular que ocurre durante la gastrulacion); asi como una alteracion en los
movimientos de extension convergente (59), mediante una via que converge con la
sefializacion Wnt no canonica (sefializacion activada por los ligandos Wnt, que
promueve la polaridad dorsoventral y migracion celular durante la gastrulacion) (60).

Sumado a ello, en condiciones fisioldgicas, la expresion de la quinasa Yes aumenta al
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inicio de la epibolia, y se sabe que una reduccion de los niveles de Yes conlleva a un
retraso del desarrollo de la epibolia (61). Asimismo, una inhibicion de la expresion de
las proteinas actina (citoesqueleto) y E-cadherina (uniones intercelulares), también
genera un retraso y alteracion de la epibolia en embriones de pez cebra (61). De manera
similar, la disminucién en la expresion de Yes reduce la liberacién de calcio
intracelular, el cual es un mecanismo importante para la regulacion del citoesqueleto de
actina durante la epibolia (61). Por lo tanto, el retraso del desarrollo a partir de la
gastrulacion podria estar relacionado a un efecto de BioCen 128 sobre las quinasas Src,

Fyny Yes.

Una tercera explicacion para el retraso del desarrollo embrionario a partir de la
gastrulacion, generado por BioCen 128, seria que el farmaco podria estar afectando la
proteina prion. Esto es particularmente interesante porque abre una posible conexion
con la via de sefializacion AB/PrP/SFK (ver Introduccién), que es de interés de nuestro
laboratorio, y que esta expresada y funciona a partir de la gastrulacion. De acuerdo con
ello, vimos en la literatura que, en mamiferos, la proteina prién induce la
neurodegeneracion a través de las quinasas Src, entre ellas Fyn. Por otro lado, estudios
con embriones de peces cebra han demostrado que PrP activa importantes vias de
comunicacion celular, a través de las quinasas Fyn y Yes (39). Ademas, cabe notar que,
en concordancia con lo descrito en este trabajo, la pérdida de funcion de PrP en
embriones de pez cebra, conlleva a un retraso del desarrollo durante la gastrulacion
(39). Sumado a ello, se ha demostrado que el AB humano activa la via PrP/SFK y afecta
la expresién de importantes moléculas de comunicacién celular, tales como E-cadherina
y B-catetina (38). Por lo tanto, ya que BioCen 128 induce un retraso del desarrollo en el
estadio bud, y en este estadio también se produce la funcién de PrP; se sugiere que
BioCen 128 podria estar afectando la via AB/PrP/SFK (ver Anexos). Sin descartar otros
posibles mecanismos (por ejemplo, la toxicidad inespecifica de BioCen 128 a altas
concentraciones), estos resultados nos permiten concluir que existen indicios que el
retraso del desarrollo reportado en embriones tratados con BioCen 128, podria deberse a
alteraciones en la actividad de la proteina PrP y/o de las quinasas de la familia Src, Fyn

y Yes.

En la segunda seccion (5.2) se describieron efectos de BioCen 128 en estadios

embriologicos correspondientes al desarrollo neuronal del embrion de pez cebra,
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mediante el uso de embriones transgénicos Hb9::GFP y tinciones con anticuerpos contra
SV2, ZN8 y tubulina acetilada. Estos resultados evidenciaron que concentraciones bajas
de BioCen 128 (<10 ug/ml) generan diversos efectos sobre el desarrollo neuronal, los
cuales son dependientes de la concentracion. Por ejemplo, se observo una reduccion en
el tamafo de estructuras fluorescentes para el neuropilo del prosencéfalo (comisura
anterior, células ganglionares de la retina, tracto supradptico y quiasma Optico),
mesencéfalo (comisura posterior, epifisis y fasciculo longitudinal ventral) y
romboencéfalo (fasciculo longitudinal medial y tractos axonales), asi como en axones
de las neuronas motoras de la médula espinal. Notablemente, los resultados también
revelaron que BioCen 128 afecta el crecimiento y navegacion axonal de las neuronas
motoras primarias caudales de la médula espinal. De manera relevante, estos resultados
sugieren que BioCen 128 podria modular la funcién motora y el ritmo circadiano en el

embrion de pez cebra.

En nuestros experimentos utilizamos un anticuerpo contra la proteina SV2 (marcador
especifico de vesiculas presinapticas) para analizar la morfologia neuronal del embrion
de pez cebra, asi como para evaluar un posible efecto sobre la actividad sinaptica. La
proteina SV2 es expresada en la mayoria de las neuronas y células endocrinas,
especificamente en la membrana de las vesiculas sinapticas. Se sabe que SV2 cumple
un rol importante en la transmisién sinaptica (45). Por ello, alteraciones en la
distribucion y concentracion de SV2 refleja alteraciones en la actividad sinédptica. Los
resultados de este estudio demostraron que BioCen 128 genera una reduccion en el
tamafo de estructuras fluorescentes para SV2. Esto sugiere dos posibles efectos del
farmaco. EIl primero, que BioCen 128 afecta la distribucién y concentracion de SV2; y
el segundo, que afecta la diferenciacion neuronal, o induce la muerte de algunas
neuronas. Para ambos casos se observaria un cambio en el patron de fluorescencia SV2.
Fue interesante ver que, al analizar el efecto de BioCen 128 en embriones tefiidos con
tubulina acetilada, proteina que tiene un patrén de fluorescencia similar al de SV2, se
encontré una disminucion de fluorescencia en las mismas estructuras reportadas con
SV2. Por lo tanto, esto podria indicar que el efecto de BioCen 128 no es debido a un
efecto en las concentraciones de SV2 o tubulina acetilada, sino a una menor cantidad de
neuronas, posiblemente debido a una deficiencia en la diferenciacion neuronal o la

muerte de algunas de ellas.
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Los resultados de este trabajo también evidenciaron que BioCen 128 modula la
navegacion y arborizacion de los axones motores primarios de la médula espinal. Se
sabe que la activacion de los receptores NMDA es importante para los procesos de
aprendizaje espacial y memoria a largo plazo (62). Un estudio encontrd que altas dosis
de ketamina, un antagonista del receptor NMDA, puede inducir neuroapoptosis en
ratones y primates, durante el desarrollo, y toxicidad de las neuronas motoras primarias
en embriones de pez cebra (63). Esto abre la posibilidad de estudiar el efecto de BioCen
128 en la fisiologia de los receptores NMDA, los cuales participan en la via neurotoxica
PrP/SFK (ver Anexos). Por otra parte, en el presente estudio se evidencié un menor
tamafo de estructuras fluorescentes para el floor plate en embriones tratados con 5
pug/ml de BioCen 128. El floor plate consiste en células ubicadas ventralmente al tubo
neural, que cumplen un importante rol de sefializacion en el patrén y guia de los axones
ventrales del sistema nervioso (50). Por lo tanto, una posible explicacion para la
alteracion en el crecimiento y navegacion de los axones CaP seria un efecto de BioCen
128 sobre el floor plate. Alternativamente, una segunda explicacion podria ser que
BioCen 128 esté afectando los niveles de la quinasa Fyn. Ello, debido a que diversos
estudios han identificado a Fyn como mediadora del crecimiento y navegacion axonal
dependiente de la proteina Netrin (proteina extracelular que cumple una funcién
quimiotropica para el crecimiento axonal) (ver Anexos) (64). Esperamos eventualmente
en el futuro decidir entre estas dos hipotesis. Por otra parte, se ha descrito que las
quinasas Fyn y Yes estan involucradas en la fosforilacion de la proteina Tau, proceso
clave para desencadenar la neurodegeneracion. Es importante precisar que, la proteina
Tau promueve la formacion y estabilidad de los microtabulos, y su hiperfosforilacion es
una condicion importante para causar la neurodegeneracion en el mal de Alzheimer (ver
Introduccion). Es interesante saber que, estudios en pez cebra han reportado anomalias
transitorias en el desarrollo de axones motores de la médula espinal en embriones
tratados con proteinas Tau mutantes (65). De manera similar, otro estudio en pez cebra
revel6 una alteracion en el desarrollo de axones motores a los que se indujo la expresion
de Tau fosforilada (66). Dicho estudio sugirié que la fosforilacion de Tau podria dafar
la estabilidad de los microtibulos en los axones, y por lo tanto afectar el transporte
axonal dependiente de microtubulos, el cual es esencial para el crecimiento axonal. En

su conjunto, estos estudios nos permiten concluir que las alteraciones en el crecimiento

75



y navegacion de axones CaP, causados por BioCen 128, podrian ser explicables por
efectos sobre la via PrP/SFK y eventualmente sobre Tau (ver Anexos).

Ademas, nuestros experimentos revelaron una reduccion en el tamafio de estructuras
fluorescentes para la retina (RGCs) y epifisis en embriones tratados con concentraciones
bajas de BioCen 128 (<10 pg/ml). Se sabe que en el pez cebra la glandula pineal inicia
la produccion de melatonina aprox. a partir de las 48 hpf; y que este proceso es
controlado por el ritmo circadiano, y modulado por los estimulos de luz (67). Por lo
tanto, el efecto de BioCen 128 sobre la retina y epifisis sugiere que este podria modular
la deteccion de luz y con ello afectar la produccion de melatonina y el ritmo circadiano.
Esto es consistente con el efecto beneficial de BioCen 128 encontrado en ratones
envejecidos, que mejoré su cognicion, ya que diversos estudios han asociado la
desregulacién del ritmo circadiano con procesos neurodegenerativos, en particular con

las alteraciones en los niveles de AP que ocurren en la enfermedad de Alzheimer (68).

También, nuestros experimentos mostraron que concentraciones bajas de BioCen 128
(<10 pg/ml) inducen un menor tamafio de estructuras fluorescentes para el neuropilo en
la comisura anterior y posterior del embridn de pez cebra. De manera similar, estudios
en Drosophila han demostrado que la inhibicion de quinasas de la familia Src, SRC64B
y SRC42A, genera un menor desarrollo axonal en la comisura anterior y posterior del
cordon nervioso ventral (69), y sugieren que esta sefializacion es conservada en
vertebrados. Sin descartar otros mecanismos, esto nos podria indicar que el mecanismo
por el cual BioCen 128 tiene su efecto sobre el neuropilo en estas y tal vez otras
estructuras del embrion de pez cebra, sea explicado por un efecto sobre gquinasas de la

familia Src.

Es preciso mencionar que, en condiciones normales, las neuronas motoras caudales
primarias de la médula espinal inervan los masculos ventrales del tronco y la cola del
pez cebra, a partir de la embriogénesis hasta la adultez (48). Por lo tanto, estas son
responsables de la sefializacion nerviosa para la contraccion muscular ventral. En ese
contexto, el efecto encontrado de BioCen 128 sobre la navegacion y crecimiento axonal
de estas neuronas, sugiere de manera relevante un efecto sobre el movimiento de los
musculos ventrales del tronco y cola del pez cebra, que podria persistir en la etapa larval
y adulta. Asimismo, en condiciones normales, las células ganglionares de la retina

participan en la trasmision de sefiales nerviosas visuales hacia el cerebro del pez cebra;
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por su parte, la epifisis cumple un rol importante en la detecciéon de sefiales de luz,
produccion de melatonina y funcién circadiana (67). Por lo tanto, la reduccién de
estructuras fluorescentes para las células ganglionares de la retina y epifisis ocasionada
por BioCen 128, sugiere de manera notable un efecto de BioCen 128 sobre la
sefializacion nerviosa de estimulos de luz y ritmo circadiano en el pez cebra, que podria
mantenerse en la etapa larval y adulta. Se sugiere para futuros estudios, analizar el
efecto de BioCen 128 sobre estas estructuras a nivel funcional; por ejemplo, mediante
ensayos conductuales en larvas donde se evalle la actividad locomotora de estas, asi

como la respuesta locomotora ante estimulos de luz y oscuridad.

En resumen, en este estudio se propuso conocer la actividad bioldgica de BioCen 128 y
determinar si su efecto neuroprotector podria estar relacionado a la via de sefializacién
PrP/SFK. Los ejemplos observados como el retraso del desarrollo a partir de la
gastrulacion, el efecto en la navegacion y arborizacion de los axones motores primarios
de la médula espinal, entre otros, sugieren potenciales asociaciones entre BioCen 128 y
la via PrP/SFK. Por lo tanto, dado que hay efectos de BioCen 128 que pueden deberse a
efectos en esta via (sin excluir a otras), se concluye que si podria haber una asociacion
entre BioCen 128 y la via PrP/SFK. Por ello, habria que ahondar con experimentos
especificos. Por ejemplo, utilizar anticuerpos especificos para esta via y evaluar el
efecto de BioCen 128 en un modelo de neurodegeneracion (embriones microinyectados
con A, PrP morfolino y/o Fyn/Yes morfolino). Cabe sefialar que es muy importante
identificar estructuras que son afectadas por BioCen 128 en un organismo sano, ya que
nos permite luego enfocar el andlisis en esas estructuras al momento de evaluar el efecto

beneficioso de BioCen 128 en un organismo con una condicion patoldgica.
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VIl. CONCLUSIONES

En un rango de concentracion de 1-20 pg/ml, el farmaco BioCen 128 induce un
retraso, concentracion dependiente, del desarrollo embrionario en el pez cebra.
Este efecto es irreversible durante los tres dias de embriogénesis, y no estd
asociado al tiempo del desarrollo. Ademas, a una concentracion de 20 pg/ml,
BioCen 128 induce el retraso del desarrollo a partir de la gastrulacion.
Finalmente, a una concentracion igual o mayor a 25 pg/ml, BioCen 128 es letal

para embriones de pez cebra.

En un rango de concentracion de 1-5 pg/ml, el farmaco BioCen 128 induce una
reduccion en el tamafio de la comisura anterior, células ganglionares de la retina,
tracto supraoptico, quiasma O&ptico, comisura posterior, epifisis, fasciculo
longitudinal ventral, fasciculo longitudinal medial, linea lateral y células del

floor plate.

En un rango de concentracion de 1-5 pg/ml, el farmaco BioCen 128 modula la
navegacion y crecimiento axonal de las neuronas motoras primarias caudales de
la médula espinal, e induce una menor fasciculacion axonal en las neuronas

motoras secundarias.

Se encontraron efectos de BioCen 128 que pueden estar asociados a la via
PrP/SFK, tales como el retraso del desarrollo a partir de la gastrulacion, la
modulacion de la navegacion y crecimiento de axones motores primarios de la
médula espinal, entre otros. Por lo tanto, se concluye que hay indicios que

sugieren una asociacion entre BioCen 128 y la via PrP/SFK.
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VIIl. PERSPECTIVAS FUTURAS

Este estudio constituye una base para posteriores lineas de investigacion, donde se
evalle la actividad biologica de BioCen 128 en un modelo de neurodegeneracion. Se
sugiere también realizar ensayos conductuales en larvas, para seguir analizando el
efecto de BioCen 128 encontrado a nivel celular, sobre la funcién motora y actividad
circadiana. Ademas de ello, administrar BioCen 128 mediante microinyeccion, para
precisar la concentracion del farmaco que es incorporada por el embrion (dosis), asi

como identificar el modo de accion de este (intracelular o extracelular).
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ANEXOS

Anexo 1. Volimenes para diluciones seriadas de BioCen 128 a 2X, en un rango de 4 a 200 pg/ml. Se muestran los
volimenes calculados para las diluciones seriadas a 2X, mostradas en la Fig. 4.2.2 de Métodos; con el fin de obtener
concentraciones finales del farmaco en un rango de 1 a 100 pg/ml (1X), al afiadir los embriones en un volumen de

transferencia de 500 pl.

Pocillo | Concentracion Volumen (ul) Medio E3 1X Volumen

(ng/mi) oy Final (ul)
A6 200 151.66 de BioCen 128 758.34 500
A5 100 410 de A6 410 500
Ad 40 320 de A5 480 500
A3 20 300 de A4 300 500
A2 4 100 de A3 400 500
Al control 0 500 500

Anexo 2. Volumenes para diluciones seriadas de BioCen 128 a 2X, en un rango de 2 a 50 pg/ml. Se muestran los
volimenes calculados para las diluciones seriadas a 2X; con el fin de obtener concentraciones finales del farmaco en un

rango de 1 a 25 pg/ml (1X), al afiadir los embriones en un volumen de transferencia de 500 pl.

Pocillo Concentracion Volumen (ul) Medio E3 Volumen
(ng/ml) 1X (ul) Final (ul)
A5 50 34.16 de BioCen 128 785.84 500
Ad 20 320 de A5 480 500
A3 10 300 de A4 300 500
A2 2 100 de A3 400 500
Al control 0 500 500

Anexo 3. Volumenes para diluciones seriadas de BioCen 128 a 2X, en un rango de 2 a 40 pg/ml. Se muestran los
volimenes calculados para las diluciones seriadas a 2X; con el fin de obtener concentraciones finales del farmaco en un

rango de 1 a 20 pg/ml (1X), al afladir los embriones en un volumen de transferencia de 500 pl.

Pocillo Concentracion Volumen (ul) Medio E3 Volumen
(pg/ml) 1X (ul) Final (ul)
A5 40 30 de BioCen 128 870 500
A4 20 400 de A5 400 500
A3 10 300 de A4 300 500
A2 2 100 de A3 400 500
Al control 0 500 500
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Shapiro-Wilk W test for normal data
Variable Ck= 1) v z Praokb>»z
UnoEL 8 0.88194 1.645 0.854 0.19651
CincoEL 16 0.67616 6.562 3.737 D.00009
DiezEL 16 0.70442 5.989 3.555 0.00013%
VeinteEL 1a 0.95948 0.821 -0.392 0.65233
Shapiro-Wilk W test for normal data
Variable Cbs W v 4 Frob>z
UnoHTA 8 0.85788 1.980 1.204 0.11437
CincoHTA 16 0.859343 2.15%9 1.529 0.06314
DiezHTZ 16 0.86887 2.657 1.941 0.02613
VeinteHTA 12 0.94878 0.856 -0.303 0.61921
Shapiro-Wilk W test for normal data
Variable Cbs W v z Frob>z
UnolVL 4 0.%4990 0.578 -0.569 0.71546
CincolVL 6 0.95203 0.594 -0.696 0.75665
DiezOVL 6 0.97319 0.332 -1.360 0.9%1314
VeintelVL 2

Anexo 4. Andlisis de normalidad para porcentaje de retraso por tratamiento, de acuerdo con el EL, HTA 'y OVL. Se
utilizo la prueba de Shapiro-Wilk (Stata 10.0) para determinar si los datos (% de retraso por tratamiento) siguen una
distribucion normal. Se encontré que solo los % de retraso de los tratamientos de 5 y 10 pg/ml de acuerdo con el EL
(Variables “CincoEL” y “DiezEL”) y los % de retraso del tratamiento de 10 pg/ml de acuerdo al HTA (Variable

“DiezHTA”), no siguen una distribucion normal (p<0.05).
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Fruskal-Walli=s equality-of-populations rank test

Tratam~o Obs Rank Sum
1 8 63.00
2 16 286.50
3 16 490.50
4 16 756.00
chi-zquared = 40.971 with 3 d.E.
probability = 0.0001

chi-agquared

probability

with ties

0.0001

40.982 with 3 d.£.

Dunn'=s Pairwise Comparison of Betrasc by Tratamiento

{Bonferroni)
ol Mean-
Row Mean 1 2 3
2 -1.420604
0.4663
3 -3.226231 -2.,211433
0.0038 0.0810
4 -5.576202 -5.089547 -2.878115
0.0000 0.0000 0.0120

Anexo 5. Analisis de comparaciones de porcentaje de retraso entre tratamientos de acuerdo con el EL. Se utilizo el
software Stata 10.0 para determinar si los % de retraso de acuerdo con el EL, difieren significativamente entre tratamientos
(prueba de Kruskal-Wallis), y entre cuales tratamientos (prueba de Dunn). Se usaron estas pruebas no paramétricas ya que
no todos los tratamientos tuvieron una distribucion normal. Abreviaturas: tratamiento 1 = 1 pg/ml; 2 = 5 pg/ml; 3 = 10
pg/ml; 4 = 20 pg/ml. Se encontrd que si existe una diferencia significativa en el % de retraso, de acuerdo al EL, entre los 4
tratamientos (p<0.05); especificamente el tratamiento de 1 pg/ml se diferencia de los tratamientos de 10 y 20 pg/ml, el
tratamiento de 5 pg/ml se diferencia del tratamiento de 20 pg/ml y el tratamiento de 10 pg/ml se diferencia del tratamiento

de 20 pg/ml (p<0.05).
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Kruskal-Wallis egquality-of-populations rank test

Tratam~o

Ob= Rank Sum

[N PR - B ]

8 53.00
16 297.00
16 471.00
12z 557.00

chi-squared = 39.47T6 with
probability = 0.0001
chi-squared with ties = 39
probability = 0.0001

3 d.f.

476 with 3 4d.£.

Dunn's Pairwise Comparison of Retraso by Tratamiento

(Bonferroni)
Col Mean-—
Row Mean 1 2 3
2 -1.819130
0.2067
3 -3.476348 -2.029669
0.0015 0.1272
4 -5.752595 -4.8125%66 -2.9338357
0.0000 0.0000 0.0100

Anexo 6. Analisis de comparaciones de porcentaje de retraso entre tratamientos de acuerdo con el HTA. Se utiliz6 el
software Stata 10.0 para determinar si los % de retraso de acuerdo con el HTA, difieren significativamente entre
tratamientos (prueba de Kruskal-Wallis), y entre cuales tratamientos (prueba de Dunn). Se usaron estas pruebas no
paramétricas ya que no todos los tratamientos tuvieron una distribucién normal. Abreviaturas: tratamiento 1 = 1 pg/ml; 2 =5
pg/ml; 3 =10 pg/ml; 4 = 20 pg/ml. Se encontré que si existe una diferencia significativa en el % de retraso, de acuerdo al
HTA, entre los 4 tratamientos (p<0.05); especificamente el tratamiento de 1 pg/ml se diferencia de los tratamientos de 10 y
20 pg/ml, el tratamiento de 5 pg/ml se diferencia del tratamiento de 20 pg/ml y el tratamiento de 10 pg/ml se diferencia del

tratamiento de 20 pg/ml (p<0.05).
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Kruskal-Walli=s equalicty-of-populations rank test

Tratam~o

Obs= Rank Sum

[0 FF I I

10.00
57.50
68.50
35.00

|5 B = T = T

chi-zgquared

probability = 0.0069
chi-zquared with tiezs = 12,
probability = 0.0069

12.143 with 3 4.£.

156 with 3 d.f.

Dunn's Pairwise Comparison of Retraso by Tratamiento

(Bonferroni)
Col Mean-
Row Mean 1 2 3
2 -2.056578
0.115%2
3 -2.588868 -0.595119
0.0289 1.0000
4 -3.246104 -1.817146 -1.396333
0.0035 0.2076 0.4878

Anexo 7. Andlisis de comparaciones de porcentaje de retraso entre tratamientos de acuerdo con el OVL. Se utilizo el
software Stata 10.0 para determinar si los % de retraso de acuerdo con el OVL, difieren significativamente entre
tratamientos (prueba de Kruskal-Wallis), y entre cuales tratamientos (prueba de Dunn). A pesar de que todos los
tratamientos tuvieron una distribucién normal, se usaron estas pruebas no paramétricas debido a la baja cantidad de datos (4-
6). Abreviaturas: tratamiento 1 = 1 pg/ml; 2 =5 pg/ml; 3 = 10 pug/ml; 4 = 20 pg/ml. Se encontr6 que si existe una diferencia
significativa en el % de retraso, de acuerdo con el HTA, entre los 4 tratamientos (p<0.05); especificamente el tratamiento de

1 pg/ml se diferencia de los tratamientos de 10 y 20 pg/ml (p<0.05).
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-> Par morf = 1
Shapiro-Wilk W test for normal data

Variable | Obs W A z Prob>z

Retraso 56 0.96245 1.932 1.414 0.07873

—» Par morf = 2
Shapiro-Wilk W test for normal data

Variable | Obs W \ z Prob>z

Retraso 52 0.55348 2.257 1.740 0.04096

-> Par morf = 3
Shapiro-Wilk W test for normal data

Variable | Obs W A z Prob>z

Retraso 18 0.95432 1.004 0.008 0.49667

kwallis Retra=o, by (Par_morf)

Fruskal-Wallis eqgquality-of-popunlations rank test

Par morf Obs Rank S5um

1 56 3536.00

2 52 3398.50

3 18 1066.50
chi-sgmared = 0.383 with 2 4.f.
probability = 0.8255
chi-sgmared with ties = 0.384 with 2 d.f.
probability = 0.8255

Anexo 8. Analisis de comparaciones de porcentaje de retraso entre EL, HTA y OVL. Se utiliz6 el software Stata 10.0
para determinar si los % de retraso del desarrollo difieren significativamente entre el EL, HTA y OVL (prueba de Kruskal-
Wallis). Abreviaturas: 1 = EL; 2 = HTA; 3 = OVL. Se hallé un valor de p=0.8441 para tratamiento de 1 pg/ml; p=0.5043
para tratamiento de 5 pg/ml; p=0.6095 para tratamiento de 10 pg/ml; y p=0.3559 para tratamiento de 20 pg/ml. Se concluye
que los % de retraso no difieren entre el EL, HTAy OVL.
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-> Cepa = 1

Shapiro-Wilk W test for normal data

Variable ‘ Obs W v z Prob>z
Retraso ‘ 53 D.93888 3.010 2.358 0.00919
-> Cepa = 2
Shapiro-Wilk W test for normal data
Variable ‘ Obs W v z Prob>z
Retraso ‘ 53 0.91485 4.193 3.068 0.00108

ranksum Retraso,

Two—-sample Wilcoxon rank-sum

by (Cepa)

(Mann-Whitney) test

Cepa obs rank =um expected

1 53 2771 2835.5

2 53 2500 2835.5

combined 106 5671 5671
unadijun=ted wvariance 25046.592
adjustment for ties -3.15
adjnsted variance 25043.76

Ho: Betraso(Cepa=—=l1) =
2 = -0.408
Frob > |z| = 0.6836

Betraso (Cepa==2)

Anexo 9. Analisis de comparaciones de porcentaje de retraso entre cepas. Se utilizo el software Stata 10.0 para primero,
determinar si los datos de retraso por cepa seguian una distribucion normal (prueba de Shapiro-Wilk), y segundo para
evaluar si los datos de retraso difieren significativamente entre cepas (prueba suma de rangos de Wilcoxon). Abreviaturas:
Cepa 1 = Tab5; cepa 2 = WT™". Se concluye que los datos de retraso no difieren entre embriones Tab5 y WT"" (p>0.05).
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Anexo 10. Analisis de regresiones polinomiales de séptimo grado para curva retraso segun EL, HTA y OVL (data
proveniente de figura 5.16). Se muestra modelo de regresion polinomial de 7° grado para cada tratamiento con BioCen 128
(1,5, 10 y 20 pg/ml). Se utilizé como variable “X” el tiempo del desarrollo dado en dias y como variable “Y” el porcentaje
de retraso del desarrollo dado en decimales. Debido a que el valor de correlacién o R? fue igual a 1 para las curvas
correspondientes a los tratamientos con 1, 5, 10 y 20 pg/ml, se valida el modelo polinémico de 7° grado, y se sugiere utilizar
las ecuaciones correspondientes para estimar el efecto retraso (en decimales), para cada tratamiento, de acuerdo al tiempo
del desarrollo (en dias). (A.) Ecuacion para tratamiento con 1 pg/ml de BioCen 128: Y(x) = 1.96x” - 27.58x° + 163.62x° -
528.52x* + 1003.25x3 - 1118.22x2 + 677x — 171.51. (B.) Ecuacion para tratamiento con 5 pg/ml de BioCen 128: Y(x) =
1.34x7 -18.99x° +113.05x° - 366.39x* + 697.51x3 - 779.61x2 + 473.72x — 120.6. (C.) Ecuacién para tratamiento con 10
pg/ml de BioCen 128: Y(x) = -1.63x” + 23.02x°® - 135.97x> + 435.4x* - 814.62x3 + 888.47x2 - 521.68x + 127.06. (D.)
Ecuacion para tratamiento con 20 pg/ml de BioCen 128: Y(x) = -0.34x” + 4.77x® - 28.05x> + 89.69x* - 168.15x3 +
184.5x2 - 109.23x + 27.04.
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Anexo 11. Andlisis de regresion sinusoidal para curva retraso segin EL, HTA y OVL, del tratamiento con 20 pg/ml
de BioCen 128. Adicionalmente al modelo y ecuacion referidos en fig. 7D, se encontrd que el modelo de regresion
sinusoidal también puede ser usado para estimar el comportamiento de retraso con tratamiento de 20 pg/ml (R?=1). La
ecuacion es Y(x) = 0.12 +0.4 sen (0.88x-0.58), donde la variable “X” es el tiempo del desarrollo dado en dias y la variable
“Y” es el porcentaje de retraso del desarrollo dado en decimales.
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Anexo 12. Diagrama de posibles vias de sefializacion moduladas por BioCen 128. Los efectos de BioCen 128 sobre el
desarrollo embrionario del pez cebra, tales como el retraso del desarrollo embrionario a partir de la gastrulacion, y la
variacion en la navegacién y crecimiento axonal de las neuronas motoras primarias de la médula espinal; podrian estar
asociados a la via PrP/SFKs y/o a las sefializaciones mediadas por Wnt y Netrin (ver Discusion).
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