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RESUMEN

La inflamación es una respuesta del sistema inmune al daño tisular y a la

presencia de patógenos, muy importante para mantener la homeostasis del tejido. La

inflamación se caracteriza por la infiltración de leucocitos en el tejido dañado que son

reclutados por moléculas proinflamatorias, como el peróxido de hidrógeno, citoquinas y

quimioquinas. Sin embargo, es necesario detener la respuesta inflamatoria para restaufar

las funciones normales del tejido y restringir el daño tisular. La resolución de la

inflamación es un proceso activo en el que mediadores endógenos detienen el

reclutamiento de leucocitos al tejido dañado, revierten la vasodilatación y la

permeabilidad celular. Los leucocitos apoptóticos son rer¡ovidos por células fagocíticas

y el tejido es reparado o regenerado, según la magnitud del daño.

Usando el pez cebra, mostramos un modelo de inflamación inducida por daño a

los neuromastos de la lír'rea lateral. La exposición de larvas a concentraciones subletales

de CuSOa daña las células ciliadas de los neuromastos, induciendo el reclutamiento de

leucocitos a [a línea lateral, que rnigran intersticialmente desde la ICM a los

neuromastos dentro de los primeros 20 minutos. Este modelo de inflamación permitió

desarrollar r¡n ensayo de inflamación capaz de detectar efectos inmunomodulatorios de

moléculas, aplicable también a la detección de mutantes. En esta dirección,

desarrollamos una metodología automatizada basada en este ensayo de inflamación que

adquiere imágenes de las larvas y cuantifica la respuesta inflamatoria automáticamente.



A continuación estudiamos el proceso de resolución de la inflamación, que se

prolonga por vadas horas, en el que neutrófilos y otros leucocitos reclutados a la línea

lateral migran retrógradamente hacia la ICM y el borde dorsal, abandonando

paulatinamente los neuromastos.

El modelo de inflamación inducida por daño con CuSO+ permitió estudiar el rol

de PI3K y MMP9 en la inflamación. PI3K participa en la migración de los leucocitos

durante la inflamación. Durante la inflamación se produce la activación de Akt en los

neutrófilos, posiblemente dependiente de P13K, pero su actividad no parece ser necesaria

para el reclutarniento. Fillalmente, estudiamos el rol de MMP9 en la inflamación, que es

inducida a nivel de transcrito y de proteína durante la inflamación en neutrófilos y otros

tipos celulares. Experimentos de inhibición farmacológica muestran que MMPg está

involucrada en el reclutamiento de neutrófilos a los neuromastos dañados.



ABSTRACT

Inflammation is a response by the immune system to tissue damage and the

presence of pathogens, which is critical for maintaining tissue homeostasis.

Inflammation is characterized by the infiltration of leukocytes into damaged tissue that

are recruited by pro-inflammatory molecules such as hydrogen peroxide, cfokines and

chemokines. However, it is necessary to arrest the inflammatory response to restore

normal tissue function and restrict tissue damage. Resolution of inflammation is an

active process in which endogenous mediators stop the recruitment of leukocytes to the

damaged tissue, reverse vasodilation and restore cell permeability. Apoptotic leukocltes

are removed by phagocytic cells and tissue is repaired or regenerated, depending on the

extent of damage.

Using zebrafish, we introduce a new model of inflammation induced by damage

to the lateral line neuromasts. Larval exposure to sublethal concentrations of CUSO¿

damages the hair cells of the neuromasts, inducing the lecruitment of leukocles to the

lateral line, which migrate interstitially from the ICM to neuromasts within 20 minutes.

This model allowed the development of an inflammation assay capable of detecting

effects of immunomodulatory molecules, also applicable to the detection of mutants. ln

this direction, we developed an automated methodology based on this inflammation

assay that acquires images of the larvae and autornatically quantifies the inflammatory

response.
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We also studied the process of resolution of inflammation, which lasts for several

hours, in which neutrophils and other leukocytes recruited to the damaged lateral line

migrate retrogradely to the ICM and the do¡sal ridge, gradually abandoning the

neuromasts.

The model of inflammation induced by damage with CuSOa allowed the study of

the role of PI3K and MMP9 in inflammation. PI3K is involved in leukocyte migration

during inflammation. During inflammation, Akt activation in neutrophils occurs,

possibly dependent on PI3K, but its activity does not appear to be necessary for

recruitment. Finally, we studied dre role of MMP9 in inflammation, which is induced at

the levels of both transcript and protein during inflammation in neutrophils and other

cell types. Pharmacological experiments show that MMP9 participates in the recruitment

of neutrophils to damaged neuromasts.
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I. INTRODUCCIóN

1'l.l La inflamación inducida por daño tisular

La inflamación es una respuesta beneficiosa que contribuyc a la mantención de la

homeostasis de los tejidos. El daño tisular, la muerte celular y la presencia de patógenos

detonan la respuesta inflamatoria, que se caracteriza por el reclutauriento de neutrófilos

(o células polimorfonucleadas) y macrófagos al sitio del daño, vasodilatación y cambios

en la permeabilidad celular (McDonald and Kubes, 2011). La generación de un

gradiente de peróxido de hidrógeno (Niethammer et al., 2009), la liberación de

componentes celulares de las células dañadas (McDonald and Kubes,201l), y la

presencia de citoquinas y quimioquinas (Eming et al., 2007; McDonald and Kubes,

20ll) contribuyen al reclutamiento de leucocitos al tejido dañado. Atraídos por estas

señales, los neutrófilos de la circulación extlavasan y migran intersticialmente al sitio

del daño, allí se agregan con plaquetas y liberan moléculas que refuerzan aún más el

reclutamiento de neutrófilos e inician la coagulación (Kobayashi et al., 2005; Eming et

al., 2001; McDonald and Kubes, 2011), Posteriormente, los neutrófilos reclutados

liberan moléculas antimicrobianas, entre ellas ROS, péptidos catiónicos, proteasas y

eicosanoides (Kobayashi et al., 2005; Eming et al.,2007) que eliminan patógenos y

además parte del tejido. En este sentido, se ha mostrado que en algunos casos de lesión,

Ia eliminación de parte de los neutrófilos acelera la reparación del tejido (McDonald and

Kubes, 20ll), lo que podría explicarse por la disminución del daño tisular como

consecuencia del reducido número de neutrófilos. En la mayor parte de los casos, los

neutrófilos son posteriormente fagocitados por macrófagos residentes en el tejido, sin



embargo, en los casos cn que el daño persiste, se reclutan macrófagos desde la

circulación (Eming et al., 2007; Mosser and Edwards, 2008). Los macrófagos son

atraídos por moléculas quimioatractantes liberadas en el sitio del daño por plaquetas

atrapadas, queratinocitos en estado de proliferación al borde de la herida, fibroblastos y

los leucocitos reclutados (Erning et al., 2007; Mosser and Edwards, 2008). Tras la

extravasación, los macrófagos se activan, adquieren un fenotipo totalmente maduro

(Mosser and Edwards, 2008) y migran hacia el tejido dañado donde fagocitan patógenos,

células necróticas, y también otros leucocitos (Eming et a1.,2007).

1.1.2 El pez cebra como modelo de estudio de la inflamación

El pez cebra (Danio rerio) ofrece diversas ventajas como modelo de estudio. Se

trata de un vertebrado de tamaño reducido, de coÍo tiempo de generación, cuyos

embriones y larvas son transparentes (Alestróm et al., 2006). Además, con una sola

pareja de adultos es posible obtener aproximadamente 200 huevos en un día, y el

desarrollo temprano ha sido muy bien caracterizado (Kimmel et al. 1995). De especial

importancia en la aplicación del pez cebra como modelo al estudio de la inmunidad

innata, es la presencia de un sistema inmune innato desarrollado durante los primeros

estadios larvales, de modo que es posible estudiar el sistema inmune innato en ausencia

del sistema inmune adaptativo, que se desarrolla posteriormente (Carradice and

Lieschke, 2008). La transparencia de las larvas, combinada con la existencia de un gran

número de líneas transgénicas que en las que diversos tipos de células inmunes expresan



proteínas reporteras, permite realizar análisis i¡, vlvo dc la respuesta inmune (Renshaw &

Trede 2012).

Existen diversos estudios del proceso de inflarración inducido por daño tisular

realizados en pez cebra (Rcnshaw et al. 2006; Mathias ct al. 2006; Hall et al. 2007;

Yoong et al.2007 Zhang et al. 2008; Cvejic et al. 2008; Yoo ct al. 2010; Loynes et al.

2010; Yoo & Huttenlocher 2011), en los que se muestra el reclutamiento de macrófagos

y neutrófilos a te.jidos daliados mediar.rte diversas técnicas de inducción de daño. Se ha

utilizado un corte del segmento distal de la aleta caudal posterior con un escalpelo como

método de inducción dc la inflarnación (Renshaw et al. 2006; Yoong et al. 2007; Lo¡,nes

et al. 2010; Elks et al. 2011). De hecho, el corte en la cola dc las larvas induce la

generación de peróxido de hidrógeno (H:Oz) al borde de la herida por la enzima Duox,

que genera un gradiente de HzOz requerido para el rech.ilamiento de leucocitos a la

herida (Niethammer et al.,2009). En su mayoria, Ios leucocitos salen de la circulación

cercana, en la punta dc la cola, y migran con alta dircccionalidad al área dañada.

Alrededor de 6 horas después de realizado el corte, se observa un máximo de leucocitos

infiltrados en el sitio dañado (Rensharv et al. 2006; Zhang et al.2008), que gradualmente

disminuyen en número durante el proceso de resolución que procede después (Renshaw

et al. 2006; Lo)..nes et al, 2010). También se han utilizado como modelos de inflamación,

una incisión cn la zona ventral de la aleta caudal (Mathias et a1.,2006) y hclidas

realizadas con un láser en células pigmentadas en la CHT (Yoo et a1., 2010), En todos

los casos, las metodologías descansan en el principio de que un dario tisular localizado,

induce una respuesta inflamatona en la que se reclutan células inmunes. En téminos de



magnitud del daño tisular causado, los modelos utilizados van desde la amputación de

$andes porciones del tejido de la cola (Renshaw et al.2006; Yoong et al.2007; Zha¡E

et al. 2008) a lesiones de unas pocas células (Yoo et al., 2010). No obstante las

diferencias de magnitud en el daño causado, en todos los casos se observa un rápido

reclutamiento de células inmunes.

1.1.3 Antecedentes de la inducción de inflamación en larvas expuestas a CuSO¿

En nuestro laboratorio se desarrolló rur protocolo de daño a los leuromastos de la

línea lateral, basado en la exposición a CuSO¿, como modelo de estudio de la

regeneración de órganos sensoriales. La línea lateral es un sistema mecanosensorial

pfesente en peces y anfibios, involucrado en una serie de comportamientos, como la

detección de presas y la conducta sexual (Ghysen and Dambly-Chaudiére, 2007). La

línea lateral se compone órganos discretos, los neuromastos, que se disponen alrededor

de Ia cabeza, formando la línea lateral anterior (ALL), y a lo largo del tronco y la cola,

fonnando la línea lateral posterior (PLL) (Ghysen and Dambly-Chaudiére, 2007). Los

neuromastos son grupos de células embebidos en la epidermis en cuyo centro hay

células ciliadas que extienden sus cilios hasta el exterior (Chitnis et al., 2011). Las

células ciliadas de los neuromastos del pez cebra son muy similares a las células ciliadas

del oído de los mamiferos. Stn embargo, mientras las células ciliadas de los neuromastos

del pez cebra son capaces de regenerar tras ser dañadas (Harris ct al. 2003; Hernández et

al.2006),las del oído de los mamíferos, no. Como parte del estudio de la regeneración
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de los órganos sensoriales, en nuestro laboratorio se desanolló un protocolo de daño a

los neuromastos (Hemández et al. 2006; Olivari et al. 2008) para el estudio de su

regeneración postedor (Hemández et al. 2006; Hernández et al. 2007), basado en la

exposición de las larvas a concentraciones subletales de CuSO+. Las larvas expuestas a

CuSOa muestran edemas en los neuromastos, muerte de las células ciliadas y

desorganización de la estructura de los neuromastos (Hemández et al. 2006)' A mayores

concentraciones de CuSO¿ los efectos de la exposición son aún más g¡aves, al punto que

no se observa regeneración de las células ciliadas (Olivari et al., 2008).

Estos antecedentes sugieren que el protocolo de daño a los neu¡omastos con

CuSOa podría ser a la vez un modelo de daño tisular localizado, en el que probablemente

se induce una respuesta inmune, como se ha observado en otros modelos de inflamación

basados en el daño tisular. En este sentido, se ha reportado la presencia de macrófagos

en el miosepto de larvas de pez cebra (Mathias et al., 2009), y además, evidencia

preliminar obtenida en larvas de medaka (Oryzias latipes) s,tgierc que tras la exposición

a CuSO¿ se produce el reclutamiento de macrófagos a los neuromastos de la línea lateral

posterior (Pedro Hernández, comunicación personal). En el nivel de la expresión génica,

experimentos de microareglos muestran que numerosos genes relacionados a la

inmunidad son expresados específicamente por 1as células de la línea lateral postedor

(Gallardo et al., 2010), lo que sugiere la posibilidad de que la línea lateral sea un órgano

relevante en términos inmunes, o bien es ftecuentado por células inmunes en una suerte

de "monitoreo". Por otro lado, experimentos de microarreglos realizados en larvas

expuestas a CuSO4 muestran un significativo enriquecimiento en genes relacionados a la



inmunidad entre los genes sobreexpresados en las larvas expuestas a CuSO4 (Viviana

Gallardo, comunicación personal; Peña,2011). Además de la sobreexpresión de un

grupo significativo de genes relacionados a la inmunidad en larvas expuestas a CuSO¿,

el patrón de expresión de algunos genes, como mmp9, q:ue se expresa en gnrpos de

células a lo largo del miosepto (Peña, 2011), sugiere que ante la exposición a CuSO¿ el

daño a los neuromastos induce una respuesta inmune.

1.2 La resolución de la inflamación

Por mucho tiempo se pensó que una vez que una respuesta inllamatoria

neutraliza los patógenos o el estímulo que la inició, la inflamación decae lentamente

como consecuencia del catabolismo de los mediadores proinflamatorios que [a iniciaron

(Gilroy et a1.,2004; Serhan et a1.,2007). Por el contrario, la resolución de la inflamación

es un proceso activo y altamente coordinado controlado por señales "pro-resolución"

endógenas que detienen el reclutamiento de leucocitos al sitio inflamado, revierten la

vasodilatación y la permeabilidad celular, llevando paulatinamente a la restitución de la

función fisiológica del tejido (Gilroy et al., 2004). En este sentido, el proceso de

resolución de la inflamación es de gran importancia porque limita el daño tisular e

impide la inflamación crónica. En los casos en los que el daño tisular es ligero, las

células necróticas son reemplazadas por otras células del mismo tipo en un proceso

conocido como regeneración, mientras que en los casos en que e[ daño es extenso, se

produce la reparación del tejido. En el proceso de reparación, se produce un tejido



inicialmente vascularizado con capilares, fibroblastos y leucocitos, conocido como tejido

de granulación. Con el tiempo, los fibroblastos depositan colágeno y 1os capilares

desaparecen, dejando una mahiz extracelular densa no vascularizada con muy pocas

células (una cicatriz), proceso conocido como fibrosis (Gilroy et a1.,2004). Así, mientras

la regeneración lleva a la restitución de la función fisiológica del tejido inflamado, la

reparación por granulación y fibrosis conduce a la formación de una cicatriz, un tejido

no vascularizado en el que no se restituye la totalidad de las funciones del tejido antes de

la i¡flamación. Así, en enfermedades en las que existen defectos en el proceso de

resolución de la inflamación o bien se producen focos de inflamación aguda

anormalmente frecuentes, como la artritis reumatoide y el asma, el proceso de resolución

de la inflamación es de vital importancia (Gilroy et al., 2004).

En mamíferos, el programa celular de la resolución de la inflamación es iniciado

por los neutrófilos (células polimorfonucleadas) que entran en apoptosis. Los neutrófilos

apoptóticos son reconocidos y fagocitados por macrófagos, en un proceso conocido

como esferocitosis, lo que además de permitir la remoción de los neutrófilos gatilla

cambios en la señalización inflamatoria en los macrófagos, que empiezan a abandonar el

sitio de la inflamación migrando hacia el drenaj e linfático, el destino más frecuente de

los macrófagos inflamatorios (Serhan and Savill, 2005; Filep and El Kebir,2009; Kebir

and Filep, 2010). Además, la fagocitosis de células apoptóticas estimula en los

macrófagos ta liberación de mediadores que suprimen la respuesta inflamatoria, como en

el caso de TGF-pl (transforming growth factor - B1), atya secreción es capaz de

suprimir 1a señalización proinflamatoria de los receptores tipo Toll (TLR) (Serhan and



Savill, 2005). Los estudios de la resolución de 1a inflamación realizados en pez cebra

muestran similitudes y diferencias respecto de la resolución en mamíferos. Si bien se ha

reportado la apoptosis de neutrófilos durante la resolución de la inflamación en larvas de

pez cebra (Loynes et a1.,2010; Elks et al., 2011), el comportamiento más frecuente de

los neutrófilos durante la resolución parece ser la migración retrógrada (Mathias et al.

2006; Hall et al. 2007). Este comportamiento parece estar relacionado con la magnitud

de1 daño tisular que indujo la condición de inflamación. Así, en un modelo de

inflamación en el que se realiza una incisión en la zona ventral de la aleta caudal no se

observó apoptosis de leucocitos (Hall et al. 2007), mientras que en un modelo de

inflamación en el que se corta la parte distal de la aleta caudal de las larvas, se obsewó

apoptosis en un 4,4 % de los neutrófilos durante 1a inflamación (Loynes et a1.,2010).

Así, la migración retrógrada de los neutrófilos durante la resolución es mucho más

frecuente en pez cebra, y ha sido obsewada en todos los modelos de inflamación

mencionados (Mathias et al. 2006 Hall et al. 2007; Loynes et al. 2010; Elks et al. 201 1).

En todos los trabajos citados en que se estudia 1a resolución de la inflamación en larvas

de pez cebra se induce la inflamación por un daño tisular provocado mec¿ánicamente.

Esto trae algunas desventajas de reproducibilidad y ha mantenido restringido el tipo de

tejido en el que se induce la inflamación a 1os tejidos de las aletas. La inducción de daño

tisular con CuSOa supone la posibilidad de estudiar la resolución de la inflamación en un

tejido en el que hay órganos sensoriales, los neuromastos, cuya regeneración depende,

como se ha visto en los mamíferos (Gilroy et a1.,2004), de la detención oporhrna de la

señalización proinflamatoria y la retirada de las células inmunes reclutadas.



1.3 Señalización Pl3trlAkt en Ia inflamación

Las PI3Ks Qthosphoinositide 3-kinases) conforman una familia de kinasas

evolutivamente conservadas que usan lípidos como sustrato. Las PI3Ks regulan un gran

número de respuestas celulares fuodamentales, como la proliferación, protección de la

apoptosis, producción de superóxido, migración celular, y adhesión (Lindemans and

Coffer, 2004). Las proteínas Akt (también conocidas como PKB, protein kinase B, y

RAC-PK, protein kinase related to protein kinases A and C) son serina,/treonina kinasas

que comparten una estructura común que consiste en un dominio regulatorio en el

exfemo N-terminal (PH), una región bisagra que conecta el dominio PH y el dominio de

actividad kinasa con especificidad serina,/treonina y una región en el extremo C-teminal

requerida para la inducción y mantenimiento de la actividad kinasa (Franke et al., 2003).

PI3K (ver Figura 1) regula numerosas respuestas celula¡es a través de la

producción de PIP3 (fosfatidilinositol (3, 4, 5)-trifosfato), que activa proteínas como las

PDKs Qthosphoinosítide-dependent kinases), Akt y las S6Ks (,9ó kínases). Se genera

fosfatidilinositol (3, 4, 5)-trifosfato a paÍir de fosfatidilinositol (4, S)-bisfosfato a través

de fosforilación en 1a posición 3'por PI3Ks que se encuentran en la memb¡ana unidas a

receptores asociados a proteína G o a receptores tirosina-kinasa (Sasaki et al., 2000)

Una vez producido PIP3 (fosfatidilinositol (3,4, 5)-trifosfato), Akt se le une a través de

su dominio PH Qieclctrin homology domain) tbicindose así en la membrana celular

(Zhl et al.2006). Ya en la membrana, Akt puede ser activada por fosforilación por otras

kinasas, entre ellas PDK1 Qthosphoinositide dependent kinase 1) y mTOR, para luego

fosforilar sus numerosos blancos celulares (Franke et al., 2003). Tras la activación, Akt



fosfodla gran número de proteínas, incluyendo varias asociadas con las vías de

muene/sobrevida celular como BAD (Bcl-2 qntq.gonist of cell death), caspasa 9, ASK1

(apoptosis s¡gnal-regulating kinase 1) y NF-KB (nuclear factor rB), disminuyendo la

muerte celular por apoptosis (Zht ef al. 2006). La activación de Akt también modifica la

actividad de algunas enzimas, como las isoformas de GSK3, que son inhibidas, y por

otro lado, PFK2 (6-phosphofructo-2 kinase) y NOS (ttifrlc oxide synthase), qrse son

activadas tras la activación de Akt (Franke et al., 2003).

PI3K tiene múltiples toles tanto en la inmunidad innata como adaptativa.

Respecto del sistema inmune innato, experimentos en mamíferos han mostrado que pese

a que ratones knock-out para diversas subunidades de PI3K no muesffan problemas de

desarrollo en las células inmunes, PI3K juega un rol en la funcionalidad de neutrófilos,

monocitos, macrófagos, células dendríticas y células NK (Koyasu, 2003)' En los

neuhófilos, PI3K participa en la migración inducida por quimioatractantes (Sasaki et al.,

2000), además, sus productos son necesados para la polarización celular du¡ante la

migración (Koyasu, 2003; Yoo et a1.,2010; Rickert et a1.,2010). Numerosos receptores

de superficie de los neutrófilos están acoplados a procesos dependientes de PI3K, como

la quimiotaxis, fagocitosis, extravasación, generación de protrusiones, y la generación de

ROS (Koyasu, 2003; Kulkami et al., 2011). Además, se ha establecido que PI3K y Akt

participan en la inhibición del programa apoptótico en los neutrófilos, y que la

desactivación de Akt, a causa de una reducción en los niveles de PIP3, induce la

apoptosis de los neutrófilos (Zht ef aL.2006; Xu et al. 20i0). Estos resultados permiten
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sugerir un rol para 1a desactivación de la señalización PI3K/Akt en la apoptosis de los

neutrófilos durante la resolución de la inflamación (Figura 1).
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Figura 1. Esquema simplificado de la vía dq señalización PI3K/Akt en neutrólilos y
sus efectos en células inmunes. Los óvalos anaranjados representan componentes de la
vía estudiados en este trabajo, 1os óvalos grises representan componentes de la vía que
no fueron estudiados, y los recuadros morados representan procesos relacionados a la
respuesta inmune regulados por la vía PI3K/Akt. Akt, proteína kinasa B; P,
fosforilación; PDK, ph ospho inos itide- dependen t kinas e; PI3K, p hosp hoinos itide 3 -
kinase; PIP2, fosfatidilinositol (4, 5)-bifosfato; PIP3, fosfatidilinositol (3, 4, 5)-
trifosfato; PTEN, phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome ten;
NADPH, nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reducido; y F.OS, reactive orygen
species. Basad,o en Sasaki et al., 2000 y Rickeft et al., 2010.
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Evidencia de experimentos de microarreglos realizados en nuestro laborato¡io

muestra la sobreexpresión de genes que codifican varias subunidades de PI3K, Akt y

también otras proteínas río abajo de PI3K y Akt en larvas expuestas a CuSO¿ (Viviana

Gallardo, comunicación personal; Peña, 2011). Estos datos sugirieren la activación de la

señalización vía PI3K/Akt en respuesta a la exposición a CuSOa' En este sentido, los

antecedentes mencionados antes que sugieren una respuesta inflamatoria inducida por el

daño tisular ocasionado por la exposición a CuSO¿, abren la posibilidad de plantear la

hipótesis de una activación de la señalización PI3K/Akt en el contexto de una respuesta

inflamatoria. Así, du¡ante el curso de este trabajo se reportó en experimentos en pez

cebra la participación de PI3K en la migración de los neutrófilos, en parlicular en la

extensión de protrusiones y la polarización celular (Yoo et al., 2010)'

1.4 La metaloproteinasa de ma.triz 9 (MMP9) en la inflamación

Las metaloproteinasas de matriz o matrixinas (MMP) forman una familia de

enzimas relacionadas, probablemente ptoducto de duplicación génica (Opdenakker et

a1., 2001), que son un subgnrpo de la superfamilia de las metaloproteinasas, la cual

también incluye, entre otras, a las proteinasas ADAM (Parks, 1999). La familia de las

metaloproteinasas de matriz incluye 25 productos génicos en los vertebrados, de los

cuales 24 están presentes en mamíferos (Parks et a1.,2004). Todas las metaloproteinasas

de matriz comparten una estructura básica que consiste en un pro-dominio de

aproximadamente 80 residuos de aminoácidos con la secuencia consenso PRCXXPD, y
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un dominio catalítico con la secuencia HEXXIIXXGXXH cuyos residuos histidina

coordinar un ion zinc (Zrf\ farks et a1.,2004).

La metaloproteinasa de matriz 9 (MMPg, también conocida como gelatinasa B)

es la metaloproteinasa de matriz más compleja en téminos de estructura: posee además

un péptido señal que la destina al espacio extracelular, un dominio similar a fibronectina

y un dominio similar a colágeno tipo V rico en serina, prolina y treonina que

probablemente es el sitio de unión para múltiples oligosacáridos (Opdenakker et al.,

2001). MMP9 es también una de las metaloproteinasas de matriz cuya actividad está

más estrict¿mente controlada. La transcripción del gen mmp9 está controlada por

diversas citoquinas e inte¡acciones celulares; la activación de la pro-enzima está

regulada por una cascada de enzimas que comprende serin-proteasas y otras

metaloproteinasas de matriz; y la actividad de la enzima activa es regulada por

inhibidores tisulares específicos de las MMPs (TIMPs) e inhibidores inespecíficos, como

la cr2-macroglobulina, y por glicosilaciones (Opdenakker et al., 2001; Parks et a1., 2004)'

El principal sustrato de MMP9 (EC 3.4.24.35) es el colágeno degradado, por eso se 1a

denomina también gelatinasa B, sin embargo se han descrito otros sustratos, como TGF-

Bl latente, la forma latente de VEGF, fibrina, a 1 -antiproteinasa, GRO-IU CTAP-I[, PF-

4 y GCP-2 (Van Den Steen et al. 2000; Opdenakker et al. 2001; Van den Steen et al.

2003; Parks et al.2004).

En condiciones normales, MMP9 es expresada pdncipalmente por neutrófilos,

sin embargo, en condiciones de inflamación y en diversas patologías es expresada por

otros tipos celuiares, como monocitos, linfocitos, células dendríticas, fibroblastos y
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células tumorales (Opdenakker et al., 2001). Mientras en los neutrófilos la expresión de

MMPS es constitutiva, en los otros tipos celulales mencionados su expresión es

inducible por moléculas bacterianas (como lipopolisacáridos), virales (como el RNA de

doble hebra), vegetales (como lectinas y forbol ésteres), y citoquinas (como IL-8)

(Opdenakker et a1., 2001). En los neutrófilos, que maduran desde células troncales de la

médula, la expresión de MMPS es un marcador tardío y específico dentro de la

maduración de los neutrófilos. MMPS es almacenada en gránulos en el citoplasma de los

neutrófilos maduros. En condiciones de inflamación, los neutrófilos degranulan

nípidamente liberando al espacio extracelular la MMP9 almacenada en el espacio de

pocas horas (Opdenakker et a1.,2001).

En pez cebta, se mostrado la expresión de transcritos de mmp9 en neutrófllos

(Yoong et a1.,2001; Mathias et a1.,2009) y también se ha reportado la inducción de la

expresión de mmpg en condiciones de inflamación (Yang et al.2007; Yoong et al.2007;

Yoshinari et aL.2009; Volkman et al. 2010; D'Alengon et al. 20101). Además, evidencia

de nuestro laboratorio procedente de experimentos de microarreglos realizados con

larvas expuestas a CuSOq muestran una significativa sobreexpresión de mmp9. Eslos

datos permiten sugerir la inducción de mmp9 en respuesta a la exposición a CuSO¿ y

además un rol conservado de MMP9 en la inflamación en pez cebra, tal como se ha

repotado en mamíferos (Parks, 1999; Opdenakker et a1.,2001; Parks et a1.,2004).

¡ Parte de los resultados de esta tesis se han publicado en el articulo de d'Alengon et dt. (2OlO).
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Por lo tanto, los antecedentes hasta aquí presentados en relación a la inducoión de una

respuesta inflamatoria por daño tisular en diferentes modelos y los efectos de la

exposición a sulfato de cobre en larvas de pez cebra, nos permiten plantear la siguiente

hipótesis.
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II. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipótesis

"La exposición de larvas de pez cebra a CuSO¿ induce una respuesta inmune innata que

puede aplicarse a1 desarrollo de un método de screening de moléculas inmuno-

moduladoras y al estudio de proteínas involucradas en la inflamación, como PI3K/Akt y

MMP9"

2.2 Objetivos

l. Estudiar la inflamación en el sistema de la línealaterul.

2. Desarrollar un ensayo para evaluar la inhibición de esta inflamación con

moléculas.

3. Estudiar la activación de la vía de señalización PI3K./Akt durante la inflamación

4. Estudiar el rol de la metaloproteinasa de matriz 9 (MMP9) en la inflamación.

to



TII. MATERIALES Y MÉTODOS

3,1 Material biológico

En todos los experimentos descritos se utilizaron larvas de pez cebta (Danio

rerío, Telostei, Cyprinidae) obtenidas de forma nataral, realizando cruces de peces

adultos. Los peces se mantuvieron en acuarios con circulación constante de agua y aire

a una temperatura de 28'C, pH y conductividad regulados, con un ciclo de 14 horas de

luz y 10 horas de oscuridad (Westetfreld, 2000). Para realizar cruces, se separaron los

machos de las hembras una noche antes y se reuoieron ia mañana siguiente en el

momento en que la luz del vivero se enciende. De esta manera, es posible controlar el

momento aproximado de la fertilización. Los estadíos de las larvas fueron determinados

como se ha descrito previamente (Kimmel et al. 1995) y se expresan en horas post

fertilización (hpf) o días post fertilización (dpf). Las larvas se manfl¡vieron en

incubadoras a 28 "C, en placas Petri en medio E3 §aCl 5 mM; KCI 0,17 mM; CaClz

0,13 mM; MgSOq 0,33 mM). Todos los animales sujetos a experimentación fueron

anestesiados con MS - 222 (tricaina; A5040; Sigma, Saint Louis, MO, USA).

En este trabajo se utilizaron las siguientes líneas de peces: AB (silvestre), ca,¡per

(White et al. 2008), Tg(flil:EGFP) (Lawson and Weinstein, 2002), Tg(cldnB::GFP)

(Haas and Gilmour, 2006), Tg(cxu4b::RFP) (Gamba et a1.,2010), Tg(BACmpx::GFP)

(Renshaw ef al. 2OO6), Tg(Brn3c::mGFP) (Xiao et a1.,2005), SqET4 (Pannov et al.,

2004), Tg(lyz:EGFP)nzl 17 y Tg(lyz:DsRED2)n250, llamadas aqti lysC::EGFP y

lysC::DsRED2, respectivamente (Hall et al. 2007).
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3,2 Reactivos

Para las incubaciones en CuSOa, una solución,rroc¿ 10 mM de CuSOa (sulfato de

cobre II pentahidrdto, 102780; Merck) fue preparada antes de cada experimento en agua

bidestilada. De1 mismo modo se prepararon soluciones stock de CdClz (C8236;

Matheson, Coleman & Bell) de concenfiación 10 mM. Adicionalmente, se utilizó ZnSO¿

(Zl-1705, Winkler S.A.), NiSO4 (72280, Sigma), AgNO3 (101512, Merck), neomicina

§1876, Sigma), y ioduro de 3,3'- dihexiloxacarbocianina, o DiOC6, comprado a

Interchim, Montlugon, Francia (FP-467644).

Se probaron las siguientes moléculas antinflamatorias: de Ca)¡rnan Chemical Co.

(Ann Arbor, MI, USA), ibuprofen (70280), diclofenac (10680), aspirin (70260),

indomethacin (70270), trans-resveratrol (7067 5), rosiglitazone (71740), mifepristone o

RU486 (100063 r7), sulindac (10004386), NS - 398 (70s90) y SP600125 (10010466).

De Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA): dexamethasone @1756) e hidrocortisona

(H4001). Se utiiizaron también inhibidores de c-met: IQ52a (420297, Calbiochem), Met

inhibitor I (448101, Calbiochem) y Met inhibitor II (448102, Calbiochem). Además se

utilizaron inhibidores de PI3K, wortmdnnin (99515, Cell Signaling) y LY294002

(99015, Cell Signaling); de Akt, Alct inhibitor X (124020, Calbiochem); y de MMP9,

MMP-9 inhibitor I (444278, Calbiochem). También se utilizó la droga antitumoral 2-

Metoxiestradiol, 2-ME, gentiLmente proporcionado por el Dr. Gareth Owen.
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3,3 Protocolo de daño a los neuromastos con CuSO¿

Se utilizaron larvas transgénicas BACmpx::GFP, lysC::EGFP y lysC::DsRED2

cuyos leucocitos expresan proteínas reporteras fluorescentes. Las larvas fueron

mantenidas en grupos de 50 en placas dc Petri (10 cm) hasta el momento indicado en

cada caso (en general, 56 hpf en los ensayos de inflamación, y 72 hpf en los de

resolución de la inflamación). En los ensayos se utilizaron sólo aquellas larvas que

eclosionaron espontáneamente, ya que el uso de pinzas y enzimas para decorionar causa

inflamación espontánea en una fiacción de las larvas. Adernás, para los ensayos se

descartaron todas las larvas aparentemente atrasadas en su desarrollo o con

anormalidades morfológicas. Las larvas así seleccionadas fueron transferidas en grupos

de 15-20 laruas a placas de 6 pocillos (M8562; Sigma) en un volumen de 6 mL de

solución de E3 (500 pL en el caso de los experimentos de las Figuras 24 y 25, y las

Figuras Suplementarias l9 y 20). El CuSOq fue agregado directamente desde la solución

stock a los pocillos, y se realizaron incubaciones de entre 20 minutos y 2 horas, todas a

28 "C.

En los experimentos de inflamación, se realizaron conteos o se flrjaron las larvas

inmediatamente después del período de incubación en CuSO¿. Mientras que en los

experimentos de resolución de la inflamación (sección 4.2), tras la incubación en CuSO¿

las larvas fueron sometidas a lavados exhaustivos con E3, para eliminar todo rastro del

CuSOa, y luego fueron incubadas en E3 a 28 oC por tiempos variables en cada caso. En

los experimentos en los que se realizaron conteos ir? vlvo, las larvas fueron anestesiadas

con MS - 222, y ÍLoítadas en un estereoscopio de fluorescencia (MVX10, Olympus) en
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medio E3. En el caso de los experimentos en que se realizaron conteos en larvas fijadas,

se transfuieron las larvas a rubos de microcentrífuga y se incubaron por I hora en

paraformaldehído 4% (v/v) (1.04005.1000, Merck) a temperatura ambiente. Luego se

realizaron 3 lavados de 5 minutos con PBST (PBS+Tween-20 0,1% (v/v)), y se

realizaron los conteos en un estereoscopio de fluorescencia (MVXl0, Olympus) dentro

de las 24 horas siguientes, para evitar errores provenientes de la disminución de la señal

fluorescente. Durante todo el proceso de fijación, las larvas fueron mantenidas en

oscuridad para evitar la pérdida de [a señal de las proteínas fluorescentes. Las células

marcadas fueron contadas dentro de una fianja de 10 diárnetros celulares centrada en el

miosepto horizontal, desde el primer somito hasta el final de la cola (ver Figura 4a) por

uno de los costados en cada lan¿a.

3.4 Ensayos con drogas

Todos los fármacos e inhibidores utilizados en este trabajo fueron preparados de

acuerdo a las inshucciones de los fabricantes en soluciones stock de acuerdo a su

solubilidad en etanol o DMSO (317275, Merck). para evitar Ia oxidación de los

compuestos, el DMSO usado fue purgado con nitrógeno gaseoso durante 2 minutos. Las

soluciones sloct de los inhibidores fueron guardadas a -20 oc en oscuridad hasta su uso,

para lo cual fueron descongcladas inmediatamente antes de ser agrcgadas al medio de las

larvas (E3). Los controles positivos y negativos de los experimentos con inhibidores
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contenian DMSO a la mayor concentración usada en las condiciones experimentales con

inhibidor.

En los ensayos de inflarnación con inhibidores, se realizó una preincubación de

30 rninutos a t hora según se indica en cada experimento, y luego se agregó el CuSO¿

directamente a los pocillos con las larvas conFol y experimentales. La incubación con

CuSO¿ se extendió por 40 minutos, tras lo cual se anestesiaron las larvas y se contó el

número de leucocitos in vivo en una lupa de fluorescencia o, en otros casos, las lanas

fueron frjadas en paraformaldehíd,o 4% (v/v) por I hora a temperatura ambiente

directamente después de la exposición a CuSO+. Luego las larvas fueron sometidas a 3

lavados de 5 minutos con PBST y se contó el número de leucocitos a lo largo del

miosepto (ver Figura 4a) usando un estereoscopio de fluorescencia. Durante todo el

proceso de fijación y los lavados siguientes larvas fueron mantenidas en oscuridad para

evitar la disminución de la señal de las proteínas fluorescentes.

En los ensayos de resolución con inhibidores, las larvas fueron expuestas a

CuSOa por 2 horas, luego fueron lavadas con E3 exhaustivamente para eliminar las

trazas de CuSOa y finalmente fueron incubadas con los inhibidores por períodos de hasta

6 horas. Cada 2 horas se anestesió un gnrpo de larvas y se contó el número de leucocitos

en un estereoscopio de fluorescencia (MVX10, Olympus).
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3.5 Metodologia automatizada para I¡ cuantificación de la inflamación

Para los ensayos automatizados de ilflamación, se utilizaron larvas dobles

transgénicas Tg(lysC::DsRED2: cldnB::GFP), de 56 hpf Las larvas fueron anestesiadas

con MS - 222 0.02 % y dispuestas individualmcnte en placas de 384 pocillos. Luego se

inició la preincubación rccmplazando el medio por una solución de E3, MS - 222 y

DMSO o la molécula a estudiar (E3 + MS - 222 0.02 % + DMSO I %), y la placa se

incubó a 28 "C durante 30 minutos. Después de la preincubación en las moléculas en

estudio, se inició la inducción de la inflamación añadiendo CuSO+ a una concentración

final de l0 pM, y se incubó la placa por 40 minutos a 28 "C. A continuación se realizó la

adquisición de imágenes cn un microscopio Olyntpus Scan"R high-content screening

(Olympus Biosystems, Munich, Alemania) equipado con una cámara digital DB-I,

Olympus Biosystems. Las imágenes fueron procesadas usando LabView Vision AI

(National Instruments, Munich, Alemania). El procesamiento de imágenes,

identificación de neuromastos, generación de las imágenes de superposición dc canalcs y

cuantificación fueron realizados usando módulos del programa LabView especialmente

desarrollados para ese propósito en el laboratorio del Dr. Urban Liebel (Institute of

Toxicology and Genetics, Karlsruhe, Alemania). Brevemente, el programa para

identificar los neuromastos recibía la fotografia de un neuromasto de una larva

transgénica cldnB::GFP y la utilizaba como modclo para buscar neuromastos en las

imágenes en el canal verde adquiridas en el experimento. Todas zonas de las imágenes

adquiridas que compafiíal1 un alto porcentaje de identidad con el neuromasto modelo
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eran identificadas como neurorrastos. Lucgo se cuantificaba la intensidad de

fluoresccncia en el canal rojo (leucocitos) dentro de las áreas previamente identificadas.

3.6 Tinción Sudan Black

En los experimentos con tinción sudan Black (3s0B, Sigma) se utilizaron larvas

mutantes casper (Whtte et al. 2008), un doble mutanle nacre y roy, que no exhiben

pigmentación superficial. A las 56 hpf, las larvas fueron incubadas, como se describe

anteriormente (sección 3.3), en presencia o no de cusoq 10 pM durante 2 horas. Luego

fueron lijadas en paraformaldeh ído 4Yo por 2 horas a temperatum ambiente, incubadas

por 20 minutos en el reactivo sudan Black, y después lavadas 3 veces en etarol TooA

(v/v) a temperatura ambiente con agitación suave. Tras una incubación en etanol 70%o

(v/v) por toda la noche, las células marcadas fueron contadas como se describe

anteriormente (sección 3.3), observando en calnpo claro con un estereoscopio (MVXI0,

Olynpus).

3.7 Inmunohistoquímica e inmunofl uorescencia

Para los experimentos de inmunohistoquímica las larvas fueron fijadas en

paraformaldehído 4% en PBS por 45 minutos a temperatura ambiente, y luego

deshidratadas en metanol looYo a -20'c por al menos una noche. Luego las larvas

fueron rehidratadas con 2 lavados de 15 minutos con pBST, e incubadas por 15 minutos
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en proteinasa K (30 pg/ml). A continuación, las larvas fueron ftjadas con

paraformaldehído 4Yo por 30 minutos a temperatura ambiente y después sometidas a 4

lavados de 5 minutos con PBS. Posteriormente las larvas fueron incubadas por I hora en

agua destilada, para luego ser incubadas por 7 minutos en acetona a -20 "C y después

sometidas a 4 lavados de 5 minutos con PBST. Tras esto se agregó la solución de

bloqueo (DMSO I %(vlv); BSA I %(p/v); y tritón X-100 0,1 %(v/v) en PBS), en la que

las larvas fueron incubadas de 3 a 5 horas a temperatura ambiente. Al término de la

incubación en solución de bloqueo, ésta fue descartada y se agregó el anticuerpo

primario anti-Akt fosforilado (9271S, Cell Signaling) disuelto en solución de bloqueo

(l:50) y se incubó toda la noche a 4'C con agitación suave. Después, se descartó la

solución con anticuerpo primario y se lavaron las larvas 4 veces con PBST por 20

minutos, tras lo cual se agregó e[ anticuerpo secundario disuelto en solución de bloqueo

(1:200 para anti-rabbit IgG - peroxidase) y se incubó toda la noche a 4 oC con agitación

suave. Una vez terminada la incubación en anticuerpo secundario, se realizaron 4

lavados de 20 minutos con PBST, luego se utilizó el kit ImmPACT DAB (SK-4105,

Vector) para rcalizar la tinción con DAB siguiendo las indicaciones de los fabricantes.

La adquisición de imágenes se realizó en un estereoscopio (MVX10, Olympus) en

campo claro provisto de una cámara (Micropublisher 3.3, Qlmaging).

En el caso de los experimentos de inmunofluorescencia, las larvas fueron frjadas

con paraformaldehído 4Vo por 2 horas a temperatura ambiente, lavadas 3 veces en PBST

por 5 minutos e incubadas en solución de bloqueo durante 3 a 5 horas a temperatura

ambiente. Luego se descartó la solución de bloqueo, se agregaron los anticuerpos
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primarios en solución de bloqueo (1:200 para anti-MMP-9, 95131, AnaSpec; anti

Tubulina Acetila da,T7451, Sigma; 1:200 para Lnt¡-GFP Mouse MAB 3580, Chemicon;

y l:50 para anti-Akt fosforilado, 9271S, Ce1l Signaling) y se incubó toda la noche a 4 oC

con agitación suave. A continuación, se descarló la solución con anticuerpos primarios y

se realizaron 4 lavados con PBST de 30 minutos cada uno a temperatufa ambiente.

Luego se agregaron los anticuerpos secundarios (Alexa 488, A11029, Invitrogen; y

Alexa 546, A1i010, Invitrogen) disueltos en solución de bloqueo y se incubó toda 1a

noche a 4 oC con agitación suave en oscuridad. Posteriormente se realizaron 4 lavados

de 30 minutos en PBST, tras lo cual se realizó la adquisición de imágenes en un

microscopio invertido de epifluorescencia (Zeiss Axiovert 200M).

3,8 Hibridación ¡z si¡z

Se fijaron larvas de 58 hpf controles y tratadas con CuSO¿ 10uM por 2 horas, en

solución de PFA al a %@/v) en PBS a 4 "C durante toda la noche. Posteriormente, las

larvas se deshidrataron en metanol 100% durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se

realizó un cambio de metanol 100% y se incubaron a -20'C durante toda la noche.

Luego se rehidrataron dwante 5 minutos en 75Yo metanoV25Yo PBS, 5 minutos en 50%

metaroll'Oo6 PBS, 5 minutos en 25Yo metanoll7 5% PBS y 4 veces durante 5 minutos en

PBST. Se eliminaron 1os pigmentos tratando las lalas con solución de blanqueo (SSC

0,5 X, formamid a 5 %(vlv), y peróxido de hidrógeno al 10 %(v/v)). Las larvas se

incubaron en esta solución 10 - 30 minutos expuestas alzh:z, de modo que el peróxido
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de hidrógeno reacciona y decolora los pigmentos de las larvas. Luego se realizaron tres

lavados con PBST durante 5 minutos cada uno. Las larvas se hataron luego durante 20

minutos a temperatura ambiente con 10 pglml- de proteinasa K en PBS. Después se

realizaron 2lavados de 5 minutos con PBST para detener Ia digestión. Para volver a fijar

los tejidos, las larvas se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente en PFA al

a% (p/v) en PBS y luego se lavaron 5 veces durante 5 minutos cada una en PBST. A

continuación las larvas se incubaron con solución de hibridación (formamida, SSC 5 X;

heparina 50 ¡rglml-; RNA de Tórula 500 ¡rg/ml; Tween-2O 0,1 %(vlv)) a 70 'C du¡ante

30 minutos y luego de hacer un recambio de la solución, se incubó toda la noche con las

ribosondas-DlG. Éstas fueron previamente denaturadas durante 30 minutos a 70 'C para

luego incubar las larvas con las sondas toda la noche a 70 "C.

Para el lavado de las sondas todas las soluciones se precalentaron a 70 "C y luego

se incubaron las larvas l0 minutos en formamida,/SS C 2X a\ 7 5%o, lrcgo durante l0

minutos en formamida/SSC 2X al 50Yo y 10 minutos en formamida/SSC 2X al25%, 10

minutos en SSC 2X y finalmente 2 veces durante 30 minutos en SSC 0,2X. Con el

objetivo de bloquear los sitios inespecíficos, las larvas se incubaron durante I hora en

solución de bloqueo (DMSO I %(vlv); BSA l%(p/v); y tritón X-100 0,1 %(v/v) en

PBS), a temperanua ambiente y luego de un recambio de la solución se dejó durante dos

horas a 4 "C. En forma independiente, el anticuerpo anti-digoxigenina (dilución l:2000)

debe incubarse a 4'C mientras las larvas se están bloqueando a 4"C, para luego incubar

las larvas durante toda la noche a 4'C con el anticuerpo anti-digoxigenina (Roche,

Mannheim, Alemania). El lavado del anticuerpo se realizó 5 veces durante 20 minutos
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cada una con PBST y 3 veces durante 5 minutos cada una en solución AP (Mgclz 50

mM; NaCl 100 mM; Tris 100 mM; Tween-20 0,2 %(vlv); pH 9,5). Finalmente, [a

tinción de las larvas se realizó con el sustrato de la fosfatasa alcalina NBTiBCIP BM,

Purple AP Substrate en oscuridad y durante el tiempo necesario para que apareciera Ia

tonalidad púrpura esperada en la zona de expresión del mRNA. Finalmente, se eliminó

el exceso de tinción lavando las larvas 3 veces durante 5 minutos en PBST. También en

este caso, la adquisición de irnágenes se realizó en un estereoscopio (MVX10, Olynpus)

en campo claro provisto de una cárnara (Micropublisher 3.3, Qlmaging).

3.9 Irradiación de embriones

En los experimentos de inadiación de embriones, se utilizó una fuente de cobalto

160Co1 de la Fundación Arturo López Pérez, modelo Theratron Phoenix 127 de

Theratronics, previamente calibrada usando dosímetros termoluminiscentes TEF-100.

Embriones de 3 hpf fueron dispuestos en placas de Petri e irradiados simultáneamente,

en tiempos ascendentes, de modo que una vez cumplida la dosis de cada gmpo de

embriones, era retirado de la sala de irradiación. En todos 1os casos, el campo de

inadiación fue de 35 x 35 cm2, la distancia de fuente de superficie de 80 cm y la

profundidad de cálculo de 1 cm. Las dosis administradas a los embriones variaron de 4

Gy a 20 Gy, y fueron calculadas con un 0.1olo de error usando el programa Theraplan

Plus versión 3.5.

27



3.10 Adquisicién y Procesamiento de Imágenes

Para la adquisición de imágenes in yivo se utilizó un estereoscopio de

fluorescencia (MVXl0, Olympus) provisto de una cámara (Micropublisher 3.3,

Qlmaging) o un microscopio confocal Leica SPE (Leica Microsystems, Wetzlar',

Alemania). En el caso de las imágenes obtenidas in vivo con estereoscopio de

fluorescencia (Figuras 2a-d, 12, y Figuras Suplementarias 8, 11, 13, y 20), las larvas

fueron anestesiadas con MS 222 y montadas en E3. Para las imágenes obtenidas ¡n

vlvo con microscopio confocal (Figura 2, e-j), las larvas fueron anestesiadas con MS -
222 y montadas en agarosa de bajo punto de fusión 1,5 o/o(vlv) (peqGOLD 35-2099;

PEQ-LAB Biotechnologie, Erlangen, Alemania) disuelta en E3.

En los experimentos de microscopía de tiempo extendido se utilizó un

estereoscopio de fluorescencia (MVXi0, Olympus), un microscopio de epifluorescencia

(Zeiss Axiovert 200M), y un microscopio confocal Leica SPE (Leica Microsystems,

Wetzlar, Alernania). En los experimentos de microscopía en tien.rpo extendido realizados

en un estereoscopio de epifluorescencia (Figura Suplementaria 9) las larvas fueron

anestesiadas y montadas en E3 con MS - 222 1%(vlv), concentración establecida como

la menor dosis a la que se obtiene una bloqueo significativo de los movimientos dc las

larvas. En el caso de los experimentos realizados en microscopio de epifluorescencia

(Figura Suplementaria l) y microscopio confocal (Figuras Suplementarias 2 y 3), las

larvas fueron anestesiadas y montadas en agarosa de bajo punto de fusión 1,5 %(v/v)

disuelta en medio E3. En el caso de la Figura Suplementaria 1, antes de ser montadas

para la adquisición de imágenes, las larvas fueron incubadas en DiOCo (1:3000, de una
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solución sroc¿ I mg/ml) por 5 minutos y luego sometidas a 3 lavados de 5 minutos en

E3, en oscuridad.

Todas las imágenes fueron procesadas usando el programa Image J (versión 4.2,

http://rsbweb.nih.gov/iilindex.html) con el plugin TuriboPieg (Thévenaz et al', 1998),

Zeiss Axiovision (Carl Zeiss Microimaging GmbH, Jena, Alemania) y Adobe Photoshop

(San José, CA, USA).

3.11 Análisis estadístico

Los datos son presentados como promedios + error eskíndar, y el número de

replicados de cada experimento se indica en la leyenda de cada figura. El análisis

estadístico fue realizado usando el programa GraphPad Prism versión 5.00 para

Windows (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). El nivel de probabilidad para la

significación estadística fuep < 0,05.
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IV. RESULTADOS

4.1 Inflamación provocada por daño con CuSOa2

4.Ll Migración de leucocitos mieloldes a los neuromastos dañados con CuSO¡

Con el objetivo evaluar la hipótesis de que el daño a los neuromastos ocasionado

por la exposición a CuSOa (Olivari et al. 2008; Hemández et al. 2006) ocasiona una

respuesta inmune, se observó, usando líneas transgénicas de pez cebra, el

comportamiento de los leucocitos mieloides de larvas expuestas a CuSO+. Se utilizaron

larvas transgénicas que portan el promotor de peroxidasa mieloide o lisozima C

dirigiendo la expresión de GFP o DsRED2 en leucocitos mieloides, BACmpx:;GFP

(Renshaw et al. 2006) y lysC::DskED2 (Hall et al. 2007), respectivamente. En la Figura

2 se muestran larvas transgénicas expuesras a l0 ¡rM CuSO¿ durante 2 horas a partir de

las 56 hpf (Figura 2c y Figura 2d) junto a la¡vas no tratadas (Figura 2a y Figura 2b). En

las larvas control, las células inmunes se concentran en la masa celular intermedia (ICM,

Intermediate Cell Mass) y en el tejido hematopoyético caudal (CHT, Caudat

Hematopoietic Tissue),las áreas donde reside la mayor parte de los leucocitos mieloides

(Bennett et al. 2001; Davidson & Zort 2004). En las larvas expuestas a CuSOa, en

cambio, se observa que los leucocitos ya no se encuentran concentrados exclusivamente

en la ICM o CHT, sino que se han dispersado, ocupando el miosepto horizontal a lo

largo de la cola y el tronco. Más interesante aún resulta el hecho que los leucocitos

marcados se encuentren en gn¡pos regularmente espaciados a lo largo del miosepto

horizontal. Esto sugiere, por un lado, que en respuesta a la exposición a CuSOa los

2 Los resultados expuestos en la sección 4.I fueron obtenidos en colabo¡ación con Claudia d'Alenson.
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leucocitos migran activamente desde la ICM o cHT haciala zona media del honco y la

cola. En la Figlna 2 (e-j) se muestran las agrupaciones de leucocitos (ver Figura 29 y 2h,

flechas), en larvas BACmpx::GFP (Figura 2, e, g, t y lysC::DskED2 (Figura 2, t h, j)

tras ser expuestas a CuSO¿ 10 ¡rM por 2 horas.

BACmpx::GFP LysC::DsRED2

El

sl

Ét

El

Bt

Figura 2. Distribución espacial de las células inmunes en larvas expuestas a CuSO¿'

En a y b, larvas control -Bl Cmpx::GFP y tysC::DsRED2, respectivamente, muestra¡ los

leucocitos a lo largo de la zona ventral de la cola; c y d, larvas expuestas a CUSO¿ 10

pM por 2 h, muestran agrupaciones periódicas de leucocitos a lo largo del miosepto; e-j,

microscopía confocal de Tarvas BACmpx::GFP y l'sC:'DskED2 lraladas con CuSo+ 10

¡rM por 2 h.
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Las agrupaciones periódicas de ler¡cocitos observadas a lo largo del miosepto

horizontal de las larvas tratadas con CuSO+ 10 pM por 2 horas sugieren que las células

inmunes se ubican alrededor de los neuromastos dañados por la exposición a CuSO¿

(Hernández et al. 2006; Olivari et al. 2008). Para probarlo, se generaron larvas dobles

transgénicas cruzando adultos /pC:.DsRED2, donde los leucocitos expresan DsRED2

(Hall et al. 2007), y adtitos cldnB::GFP, en el que 'las células de los neuromastos están

marcadas en verde (Haas and Gilmour, 2006). Al exponer larvas dobles transgénicas

Tg(lysC::DsRED2; cldnB: :GFP) a CuSO4 10 ¡rM por 2 horas (ver Figura 3 ) observarnos

que los leucocitos se agrupan especificamente alrededor de neuromastos dañados por el

CuSOq. Mienfras los neuromastos de larvas no expuestas (Figura 3, a-d) muestran una

organización de roseta característica (Figura 3b) y muy esporádicamente hay leucocitos

a su alrededor (Figura 3c); en los neuromastos de larvas expuestas a CuSO+ observamos

una alta desorganización (Figura 3f), y un gran número de leucocitos concentrados

alrededor del neuromasto dañado (Figura 3g).
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campo claro cldnB::GFP lysC::DsRED2 superPos¡c¡ón

Figura 3. Colocalización de leucocitos reclutados y neuromastos dañados con
CUSO¡. Microscopía confocal de laruas dobles transgénicas cldnB::GFP (linea lateral) y
lysC::DsRED2 (lcucocitos). En a-d, se mucstra un neuromasto de una larva no tratada, y
en e-h, un neuromasto de una larva expuesta a CuSO+ l0 pM por 2 horas. En ambos
casos se muestra un neuromasto de la línea lateral posterior, con anterior hacia la
izquierda y dorsal amba. a y e, campo claro; b y f, canal GFP, en cl que sc obselva la
organización de roseta del neuromasto control (b). y la desorganización del neuromasto
de la larva expuesta a CuSOa (0; c y g, canal DsRED2, en el que se observa un leucocito
cerca del neuromasto control (c) y un grupo de leucocitos alrcdedor del neuromasto
tratado con CuSOa (g); d y h, superposición de los canales. Nótese la colocalización del
daño en el neuromasto y la presencia de las células inmunes, en h.

La observación a posteriori de larvas transgénicas expuestas a CuSO,{ l0 pM por

2 horas sugiere que los leucocitos mieloides migran activamente hacia los neuromastos

dañados. Con el propósito de observar in vivo el comportamiento de las células inmunes

en las larvas expuestas a CuSO¿, se realizaron experimentos de microscopía de tiempo

extendido (time lapse) de larvas BACmpx::GFP durante la exposicióu a CuSOa (Figura

Suplementaria l). Larvas BACmpx::GFP, cuyos neutrófilos están marcados en verde

(Renshaw et al. 2006) (Figura Suplementaria l, recuadro azul), fueron teñidas con

DiOC6 para mostraf la ubicación de los neuromastos (Figura Suplementaria l, tri¿í{rgulos
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azules), luego expuestas a CuSOa 50 pM e inmediatamente después fueron montadas

para la adquisición de imágenes. La Figura Suplementaria I muestra la migración de

numerosas células inmunes desde la ICM o CHT hacia los neuromastos más cercanos

(especialmente hacia el neuromasto más posterior, hacia la derecha) y la contracción del

tejido alrededor del neuromasto al principio de la secuencia (segundo triángulo azul, de

izquierda a derecha). Como se obsewa, los primeros leucocitos llegan a los neuromastos

alrededor de 20 minutos después de agregar CuSOa al medio y durante el resto del

tiempo de adquisición se mantienen realizando movimientos circulares alrededo¡ de los

neuromastos dañados.

Los neuromastos, compuestos básicamente de un gnrpo central de células

ciliadas rodeadas de células del manto en la superficie y células de soporte en la base

(Ghysen and Dambly-chaudie, 2004), experimentan una clara desorganización al ser

expuestos a CuSO¿ (Hemández et al. 2006; Olivari et al. 2008) que es simultánea a la

llegada de las células inmunes (ver Figura Suplementaria 2). En la Figura Suplementaria

2 se muestra una larva doble transgénica Tg(lysC::DsRED2; cldnB::GFP) ctsyos

neuromastos expresan GFP (Haas and Gihnour, 2006) y sus leucocitos DsRED2 (Hall et

al.2007), que fue expuesta a CuSO¿ 50 ¡rM e inmediatamente después montada para la

adquisición de imágenes, y en la Figura Suplementaria 3 se observa una larva

Brn3c:mGFP, cuyas células ciliadas expresan GFP (Xiao et al., 2005), sometida al

mismo tratamiento y seguida por microscopía confocal durante aproximadamente 30

minutos. Mientras en la Figura Suplementaria 3 se observa la rápida muerte de las

células ciliadas expuestas a CuSO+, tal como se ha descrito previamente (Hemández et
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al, 2006; Olivari et aI.2008), en la Figura Suplementaria 2 se observa (en verde) la

progresiva desorganización del neuromasto, desde su forma de roseta caracteristica

(primeros cuadros de la secuencia) hasta un estado comparable al de la Figura 3f

(últirnos cuadros). Adernás, se observa que simultáneo a la desorganización del

neuromasto, ocurre el movimiento de los leucocitos (en rojo) alrededor y entre las

células que lo conforman. Esto sugiere que la desorganización de los neuromastos de

larvas expuestas a CuSO¿ es producto de una combinación de muerte celular (Hernández

et al. 2006) y de la invasión de células inmunes que, como muestra la Figura

Suplementaria 2, atraviesan continuamente los espacios entre las células de los

neuromastos, en apariencia, separándolas unas de otras.

4,1,2 Cuantificación del reclutamiento de células inmunes a la Iínea lateral

La inflamación inducida por daño con CuSO+ a los neuromastos, en tanto es

observable in vivo y ocune muy rápido (es visible en 2 horas o menos), constituye un

modelo muy práctico para el estudio de la inflamación. Con el propósito de evaluar el

efecto de diversas variables en el grado de reclutamiento de leucocitos a la línea lateral

dañada con CuSOa, se desarolló a partir de este modelo un ensayo cuantitativo en e[ que

básicamente, larvas transgénicas BACmpx::GFP, lysC::EGFP o lysC::DsRED2 soln

expuestas a CuSO+, y 2 horas después, cuando las células inmunes ya han migrado a la

línea lateral, las larvas son fijadas para detener el proceso y luego contar en cada larva el

número de leucocitos marcados en el miosepto horizontal. Ya que en los estadíos de
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desarrollo usados (56 - 72 hpf¡ la línea lateral primaria se encuentra a lo largo del

miosepto, no es necesario marcar los neuromastos para rea,lizar los conteos, sino

asegurar Ia reproducibilidad del experimento estableciendo un:írea arbitraria dentro de

la cual contar. Como muestra la Figura 4a, se estableció arbitrariamente una franja de

aproximadamente 5 diámetros celulares por sobre y por debajo el miosepto horizontal,

que va desde el plirner somito hasta el final de la cola para realizar los conteos. A

continuación se presenta un experimento (ver Figura 4b) en el que larvas BACmpx::GFP

de 56 hpf fueron expuestas por 2 horas a CuSOq l0 y 50 ¡rM, y CdClz 50 pM, que no

daña los neuromastos a esta dosis y tiempo (Hernández et al. 2006), y luego se contó el

número de leucocitos infiltrados en el miosepto dentro del área señalada en la Figura 4a.

Los resultados de la Figura 4b muestran que los números promedios de neutrófilos en el

miosepto de larvas tratadas por 2 horas con CuSO¿ 10 pM (19,38 + 0,9818; x:45) y 50

vM (17,67 + 1,006; n : 45) son significativamente mayores (p < 0,001, en ambas

comparaciones) que el de las larvas control no expuestas (4,156 + 0,3271; n: 45). Por

otro lado, el número de promedio de neutrófilos en el miosepto de las larvas tratadas con

CdCl, 50 ¡rM por 2 horas (5,089 + 0,5833; r:45) no presenta diferencia significativa

en comparación con el de las larvas no tratadas (p > 0,05). Estos resultados no son

replicados por exposiciones similares a H2O2 (Figura Suplementaria 4), lo que sugiere

que no se deben a la nrera generación de especias reactivas de oxígeno (ROS).

Utilizando Sudan Black, una tinción para la actividad peroxidasa que permite teñir

específicamente los leucocitos, se replicaron estos resultados, mostrando que es posible

realizar estas cuantiñcaciones, prescindiendo del uso de transgénicos, valiéndose de

técnicas histoquímicas (Figura Suplementaria 5). Es interesante notar la similitud de los



resultados obtenidos en 1as cuantificaciones con larvas transgénicas (Figura 4b) y las

realizadas con la técnica histoquímica Sudan Black (Figura Suplementaria 5b). Estos

resultados muestran que la inflamación inducida por daño con CuSO¿ a la línea lateral

permite realizar un ensayo cuantitativo de inflamación basado en el número de

leucocitos infiltrados en el miosepto. Utilizando una variación de este ensayo (Figura

4c), en Ia que larvas BACmpx::GFP de 56 hpf fueron expuestas por 2 horas a

concentraciones de CuSO¿ desde 0,1 ¡rM a 50 ¡rM, se determinó el efecto de la

conceutración de CuSO+ utilizada en el número de leucocitos infiltrados en la línea

lateral. Los resultados obtenidos (Figura 4c) muestran que el número promedio de

neutrófilos infiltrados al miosepto tras la inflamación es dependiente de la concentración

de CuSO¿ a la que las larvas fucron expuestas (para más detalles, ver Figura

Suplementaria 6). En las larvas tratadas con CuSO¿ 0,5 pM y concentraciones mayores,

el número promedio de neutrófilos en el miosepto es significativamente mayor (0,01 <p

< 0,001, en el caso de CuSOq 0,5 VM; y p < 0,001, en el caso de CuSOq l, l0 y 50 pM)

al de las larvas control. Una regresión no lineal de los resultados (ver Figura

Suplementaria 6) muestra que el número promedio de neutrófilos infiltrados en el

miosepto de las larvas tratadas aumenta rápidamente con el aumento de la concentración

de CuSOq en el rango 0 - I pM, sin embargo a mayores concentraciones, el aumento en

la conceltración de CuSO¿ a la que se exponen las larvas tiene un efecto

proporcionalmente menor en cl número promedio de neutrófilos infiltrados a la línea

Iateral, a tal punto que no existe diferencia significativa entre el número promedio de

neutrófilos infiltrados en e[ miosepto de larvas tratadas con CuSO4 10 pM y 50 pM (p >

0,05 en la Figura 4c y en la Figura 4b).



A continuación, se probó el ensayo cuantitativo con larvas de distintos estadíos

de desarrollo, realizando incubaciones en CuSOq l0 pM de grupos de 15 larvas de

distintos estadíos y frjando grupos de larvas cada 20 minutos durante 2 horas para luego

contar el número de neutrófilos infíltrados en el miosepto de cada larva. Los resultados

de este experimento, mostrados en la Figura 4d, indican que la respuesta a CuSOa es

similar en todos los estadíos estudiados, obsewándose un aumento significativo en el

número de neutrofilos infiltrados en la linea lateral entre 20 y 40 minutos después de

iniciada la exposición a CuSOa.

38



nsI
t:1

IIF'E

9:

*
+v

-o\ §
§v

E:

E::;

o 20 a¡ 60 ao 100 120

t¡empo de éxpoa¡c¡ón á CUSOa (minuios)

Figura 4. Cuantificación de leucocitos reclutados a la línea lateral después de
distintos tratamientos con CuSO¿, a, muestra un diagrama esquemático del área donde
los leucocitos son contados en el resto de las cuantificaciones. b, cuantificación del
número promedio de neutrófilos en el miosepto de larvas BACmpx::GFP control y
tratadas con las concentraciones indicadas de CuSO¿ o CdCl2 por 2 horas a partir de las
56 hpf Los resultados corresponden, para cada condición, al promedio * error estándar
de los conteos hechos en un total de 45 larvas en 3 experimentos independientes. c,

cuantificación del número promedio de neutrófilos en el miosepto de lalas
BACmpx::GFP tratadas con concentraciones crecientes de CuSOa por 2 horas a partir de

las 56 hpf. Los resultados corresponden al promedio * error estiánda¡ de los conteos
hechos en 15 larvas para cada condición. d, cuantificación del número promedio de

neutrófilos en e1 miosepto de larvas BACmpx::GFP expuestas a CuSO+ por distintos
tiempos a partir de distintos estadíos. Los resultados corresponden al promedio de los

conteos realizados en 15 larvas para cada condición. Las comparaciones se realizaron
contra los controles negativos no tratados por ANOVA no paramétrica de una vía con
prueba posterior de Dunns- ns, p > 0,05, no significativo; *, 0,01 <p < 0,05; +*, 0,01 <p
< 0,001; ***,p < 0,001.
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Se ha reportado que las células ciliadas de los neuromastos son sensibles a otros

metales pesados además del cobre (Hernández et al. 2006), entre ellos el zinc y la plata,

lo que sugiere que la exposición a ellos también ocasiona una respuesta inmune en la

que leucocitos migran hacia la línea lateral. La Figura 5a muestra, medido como el

número promedio de neutrófilos en el miosepto, el efecto de la exposición de larvas

transgénicas BACmpx: GFP a diversos metales pesados durante 2 horas a contar de 56

hpf. Los resultados muestran que, en efecto, otros metales pesados capaces de dañar

células ciliadas, como el zinc y la plata, provocall también una respuesta inmune similar

a la inducida por CuSO¿, si bien, a dosis mayores. La exposición a AgNO3 provoca un

incremento signilicativo del número promedio de neutrófilos en el miosepto de las

larvas tratadas a I ¡rM (0,01 <p < 0,001) y 50 ¡rM (p < 0,001), mienhas que el ZnSOa

induce un aumento significativo a concentraciones aún mayores: 500 pM (p < 0,05).

Así, comparados con el CuSO¿, tanto el A8NO3 como el ZnSO¿ no son buenos

candidatos para usarse en un modelo de inflamación, ya que necesitan dosis mucho más

altas para generar efectos similares a los producidos por el CuSO¿ (sólo una

concentración de ZnSO+ 50 veces más alta que la de CuSO¿ produce efectos similares),

y además, se ha reportado que tales dosis producen efectos tóxicos y disminuyen la

viabilidad de las larvas (Hemandez et al. 2006). En contraposición a los efectos

generados por CuSOa, ZnSO+ y AgNO3, el NiSO+ no incrementa de modo significativo

el número promedio de neutrófrlos en el miosepto de las lawas tratadas (Figura 5a), de

modo similar al Cdclz Gigura 4b).
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Por otro lado, numerosa evidencia muestra que las células ciliadas de los

neuromastos son sensibles a la exposición a antibióticos aminoglicósidos (Froehlicher ct

al., 2009), como la neomicina (Hanis et a1.,2003),lo que nuevamente sugiere que es

posible una respuesta irrmune provocada por el daño a los neuromastos. En la Figura 5b

se muestra el número promedio de neutrófilos en el miosepto de larvas tratadas por 2

horas con distintas concentraciones de neomicina, comparadas con larvas tratadas con

cuso¿ l0 pM durante el mismo período. La exposición a neomicina causa un aumento

significativo del número promedio de neutrófilos en el miosepto a 50 pM y 500 pM

(0,01 < p < 0,001, en ambos casos), pero en todos los casos [a respuesta provocada por

la neomicina es significativamente menor (aproximadamente 3 veces menor) a Ia

inducida por exposición a CuSOa l0 ¡tM.
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Figura 5. Cuantificación de leucocitos infiltrados en la línea lateral después de
tratamientos con metales pesados y neomicina. a, cuantificación del número
promedio de neutrófilos en el miosepto de larvas BACmpx::GFP control y tratadas con
las concentraciones indicadas de CuSO+, AgNO:, ZnSO¿ o NiSOa por 2 horas a partir de

las 56 hpf. b, cuantificación del número promedio de neuhófilos en el miosepto de

lawas BACmpx: :GFP fratadas con concentraciones crecientes de neomicina por 2 horas

a partir de las 56 hpf. En ambos casos los resultados corresponden al promedio t error
estándar de los conteos hechos en i5 larvas para cada condición. Las comparaciones se

realizaron contra los controles negativos no tratados por ANOVA no paramétrica de una

vía con prueba posterior de Dunns. ns, p > 0,05, no significativo; *, 0,01 < p < 0,05; **,

0.001 < P . 0.01: ***.P<0.001.

4.1.3 Evaluación del efecto de moléculas de actiüdad antinflamatoria

La cuantificación antes descrita del número de leucocitos infiltrados en la línea

lateral en respuesta al daño ocasionado por la exposición a CuSO+, ofrece la posibilidad

de realizar un análisis cuantitativo del efecto de moléculas de actividad antinflamatoria o

antioxidante. Para mostrar la capacidad de este ensayo como método de búsqueda de

tales moléculas, se realizaron pruebas con un grupo de moléculas de probada actividad

antinflamatoria, a diversos niveles del proceso (ver Tabla Suplementaria I, para mayores

detalles). Para probar si este ensayo es capaz de detectar la actividad de moléculas de
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efecto antinflamatorio ya descrito, se utilizó una versión modificada de los experimentos

anteriores, en la que las larvas son preincubadas durante 30 o 60 minutos en diluciones

de la molécula a probar o su solvente, para luego ser expuestas a CuSO¿ l0 pM por 40

minutos y luego fijadas para realizar los conteos de células en el miosepto. La

preincubación permite la entrada de las moléculas en los tejidos de las larvas, y el

tiempo de 40 minutos de exposición a CuSO¿, en vez de las 2 horas usadas en otros

experimentos, permite evitar falsos negativos del ensayo producidos por moléculas que

retardan la nigración de los leucocitos sin abolirla del todo, de modo que tras una

incubación prolongada en CuSO4 los números promedio de leucocitos en el miosepto de

las larvas tratadas y de los controles positivos podrían ser indistinguibles.

A continuación se muestran los resultados de una serie de ensayos realizados con

diversas moléculas, en la mayor parte de los casos, de probada actividad antinflamatoria.

El primer grupo de moléculas corresponde a inhibidores de las ciclooxigenasas (COX).

Las ciclooxigenasas catalizan la formación de prostaglandina (PG) Dz a partir del ácido

araquidónico en una gran variedad de tipos celulares, que incluyen en el sistema inmune

a las células dendriticas, plaquetas, linfocitos T y macrófagos (Grosser et al., 2002;

Gilroy et al., 2004). Existen dos isoformas de las ciclooxigenasas, COX-1 y COX-2,

ambas expresadas en una gran variedad de tejidos en común y ambas ubicadas, a nivel

intracelular, en el reticulo endoplásmico y la envoltura nuclear (Prescott and Yost,

2002). COX-l se expresa constitutivamente y mantiene niveles basales de

prostaglandinas que participan de procesos 'benignos', como la protección del epitelio

gástrico (Prescott and Yost, 2002). Por otro lado, COX-2 es inducible y permite la



generación de grandes cantidades de prostaglandinas, que participan en procesos

'malignos', como la carcinogénesis y la inflamación (Gilroy et al', 2004; Prescott and

Yost, 2002). En la Figura 6 se muestra el efecto de 6 inhibidores de las ciclooxigenasas

(COX), 4 de ellos son inhibidores generales de las COXs, y 3 corresponden a

inhibidores específicos de una de la isoforma coX-l (para más detalles, ver Tabla

suplementaria I). Larvas transgénicas BACmpx::GFP de 56 hpf fueron preincubadas en

DMSO (en el caso de los controles) o soluciones con las moléculas inhibidoras a las

concentraciones indicadas por períodos de 30 a 60 minutos, se agregó CuSOq a una

concentración final de 10 pM, y se incubó por 40 minutos. Tras la incubación con

CuSO+, se fijaron las larvas y se contó el número promedio de células GFP+ en el

miosepto.

Los resultados de 1a Figura 6 muestran que, en general, la inhibición

farmacológica de 1a actividad de las ciclooxigenasas disminuye significativamente el

número promedio de leucocitos reclutados a la línea lateral tras la exposición a cuso¿.

Este hecho cor¡obora las probadas propiedades antinflamatofias de algunas de estas

moléculas, como diclofenac (Figura 6a), ibuprofen (Figura 6b), indomethacin (Figxa

6c) y sulindac (Figura 6e), además de sugerir que al igual que en otros modelos, la

actividad de las ciclooxigenasas participa de la síntesis de mediadores proinflamatorios

en pez cebra. En la mayoría de los casos se observa una relación inversamente

proporcional entre la dosis de inhibidor usado y el número promedio de leucocitos

observado en el miosepto (ver Figura 6, paneles a, c, e y f). Si bien en algunos casos la

exposición al inhibidor disminuye el número de células reclut¿das a la línea lateral a

44



niveles comparables al de las lawas control no expuestas a CuSO¿ (ver Figura 6a,

diclofenac 3 pM; Figura 6c, indomethacin 100 pM; Figura 6e, sulindac 10, 50 y 100

pM), en varios casos el efecto del inhibidor no logra abolir por completo la migración de

leucocitos a la línea lateral, y a pesar de ello, la cuanti{icación de leucocitos en el

miosepto es capaz, aún en algunos de esos casos, de detectar un efecto significativo

sobre la inflamación inducida por daño con CuSOa (ver Figura 6, paneles a, b, c y fl En

la Figura 6, paneles a-d, se observan los resultados obtenidos utilizando inhibidores

generales de COX, es decir, tanto de COX-I como de COX-2, y con excepción de

aspirin, todos los inhibidores tienen un efecto significativo y robusto sobre el grado de

inflamación de las larvas expuestas a CuSO¿' En la Figura 6, paneles e y f, sin embargo,

se observan los resultados de experimentos en los que se utilizaron inhibidores

específicos de la actividad de COX-1, la isoforma constitutivamente expresada de las

ciclooxigenasas. En este caso también se observa una disminución significativa del

grado de reclutamiento de leucocitos alcanzado tras la exposición a CuSOa, lo que

permite sugerir un rol de COX-I en este modelo de inflamación. Dados los resultados

obtenidos con inhibidores específicos de la actividad de COX-I, se realizó un

experimento similar utilizando un inhibidor específico de COX-2, NS-398, cuyos

resultados no son concluyentes, al parecer a causa de una disminucióu de la efectividad

del CuSO+ al ser puesto en presencia de BSA (para más detalles, ver Figura

Suplementaria 7).
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por ANOVA no paramétrica de una vía con prueba posterior de Dunns. ns, p > 0,05, no
significativo; *,0,01 <p < 0,05; **,0,001 <p < 0,01' ***, p < 0,001.

El siguiente gmpo de moléculas estudiado corresponde a inhibidores de c-met, el

receptor del factor de crecimiento de hepatocitos (HGF). c-met es un receptor

heterodimérico, de actividad tirosina kinasa, cuyas subulidades son originadas del

mismo péptido por corte proteolítico. Todos los efectos biológicos conocidos de HGF

son mediados por c-met, en particular, se ha reportado que HGF induce la

transmigración de neutrófilos (Skibinski, 2003). A continuación se muestran los

resultados de ensayos de reclutamiento de leucocitos inducido por daño con CuSOa en

presencia de 3 inhibidores de c-met (ver Figura 7). Se procedió de modo similar al de

experimentos anteriores con algunas modificaciones: se utilizaron larvas transgénicas

BACmpx:.GFP de 72 hpf que fueron preincubadas en inhibidor o solvente (DMSO l%

v/v) durante 30 minutos y luego se agregó CuSOa a una concentración final de 10 pM, y

se incubó por 40 minutos. Finalmente, se ñjaron las larvas y se contó el número de

células CFP* en el miosepto. Como se muestra en la Figura 7, los inhibidores Ms¡

inltibitor I y II no produjeron cambios estadísticamente significativos en el promedio de

leucocitos reclutados al miosepto tras la exposición a CuSO¿. Concentraciones mayores

de estas moléculas (50 y 100 pM en ambos casos) fueron letales para todas las larvas

tras los 70 minutos de exposición (n = 15, en ambos casos). En el caso del inhibidor

K252a, sin embargo, se observa un efecto dependiente de la concentración sobre el

número de leucocitos reclutados al miosepto. La inhibición de c-met con el inhibidor

K252a produce una disminución estadísticamente significativa (p < 0,001, pwaK252a 1
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pM y 10 ¡rM) del número promedio de leucocitos reclutados al miosepto por daño con

CuSO+ al punto que en la mayor concentración estudiada la inhibición de c-met parece

haber abolido casi por completo el reclutamiento de leucocitos a la línea lateral (como

ejemplo, en la Figura Suplementaria 8 se muestran fotografías de larvas representativas

de cada tratamiento con K252a). Estos resultados sugieren un rol de c-met, y

pofencialmente HGF, en la inflamación inducida por daño tisular en pez cebra.
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Figura 7. Efecto de inhil¡idores de c-mel en el reclutamiento de leucocitos inducido
por daño con CuSO¿, Cuantificación del número promedio de leucocitos reclutados al

miosepto de larvas preincubadas con inhibid ores de c-met y luego expuestas a CuSOa 1 0

¡rM por 40 minutos. Los resultados, que corresponden a uno de 2 experimentos

replesentativos, se presentan como promedio t error estándar de conteos hechos en 15

larvas para cada condición. Las comparaciones se realizaron contra los controles
positivos, tratados con CuSO+ y preincubados en DMSO, por ANOVA no paramétrica

de una vía con prueba posterior de Dunns. ns, p > 0,05, no siglificativo; *, 0,01 <p <
0,05; **,0,001 <p < 0,01; ***, p < 0,001.
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A continuación (ver Figura 8) se muestran los resultados de ensayos de

inflamación realizados en presencia de molécu1as que modulan la actividad del receptor

de glucocorticoides (GR), hidrocortisona, dexamethasone y mifepristone (también

llamado RU-486), y de un i¡hibidor de JNK (c-Jun Nlerminal kinase)' Los

glucocorticoides y JNK tienen un ampliamente documentado rol en la regulación de la

respuesta inmune (Parrillo and Fauci, 1979; Lawrence ef al',2002; Gilroy et al',2004;

Penetti and D'Acquisto, 2009) del que tambiéo hay evidencia en pez cebra (Zhatg et al',

2008). En la Figura 8a se muestra el efecto de hidrocortisona, un agonista esteroidal de1

GR, que no produce cambios estadísticamente significativos en el número de leucocitos

reclutados a1 miosepto tras el daño tisular provocado con CuSOa, Otro agonista del GR,

dexamethasone, un glucocorticoide sintético, produjo una reducción estadisticamente

significativa (0,05 < p < 0,01) del número de leucocitos reclutados al miosepto tras el

daño con cusoa (ver Figura 8b). Por otro lado, mifepristone, un antagonista específico

del GR, produjo una reducción estadísticamente significativa del núme¡o de leucocitos

reclutados (ver Figura 8c). Lo anterior sugiere un rol antinflamatorio pafa los

glucocorticoides (ver Figura 8c) en este modelo de inflamación, además de su ya

documentada acción proinflamatofia (vet Figuras 8a y 8b), tal vez mediada a través de

una acción inhibitoria sobre JNK (Zhatg et al., 2008). De hecho, los resultados de la

Figura 8d muestran una disminución del número de leucocitos reclutados al miosepto en

larvas expuestas a sP600125, un inhibidor específico de JNK, lo que indica un posible

rol de JNK en el reclutamiento de leucocitos en este modelo de inflamación'
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Figura 8. Efecto de moléculas moduladoras de GR y JNK en eI reclutamiento de

leucocitos inducido por daño con CuSO¿. Cuantificación del número promedio de

leucocitos reclutados al miosepto de larvas preincubadas por 30 minutos con

moduladores de GR y JNK, y luego expuestas a CuSO¿ 10 pM por 40 minutos. a,

hidrocortisona, un agonista esteroidal del receptor de glucocotticoides; b,

dexamethasone, un glucocorticoide sintético; c, mifepristone (RU-486), un antagonista

del receptor de glucocorticoides; y d, SP600125, un inhibidor de JNK. Los resultados

corresponden al promedio * emor estándar de conteos hechos en 15 larvas para cada

condición. Las comparaciones se realizaron contra los controles positivos, tratados con

CuSO¿ y preincubados en DMSO, por ANOVA no paramétrica de una vía con prueba

postedor de Dunns. ns,p> 0,05, no significativo; *,0,01 < p < 0,05; t*, 0,001 <p<
0,0 i; ***, p < 0,001.

En experimentos similares se estudió el rol de PPARy y HIF-14 en el

reclutamiento de leucocitos inducido por daño con CuSO¿, utilizando moléculas

moduladoras de ambas vías. Los PPARs (pero;rlsome proliferator - activdted receptots)
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son una familia de leoeptores nucleares, que regulan la transcripción de geues

involucrados en el metabolismo de lípidos y lipoproteínas, la homeostasis energética y

también la diferenciación celular (Gilroy et al., 2004). PPAR1, en particular, parece ser

el receptor de la serie de prostaglandinas J2, por 1o que se ha propuesfo que modula

negativamente la inflamación a través de varios mecanismos (Lawrence ef a1,,2002)' En

1a Figura 9a se muestra un ensayo de inflamación realizado preincubando las lawas por

30 minutos en rosiglitazone, un agonista de PPAR1, en el que no se observan cambios

estadísticamente significativos en sl número promedio de leucocitos reclutados a la línea

lateral.

En la Figura 9b se muestra un ensayo de inflamación rcalizado preincubando

larvas por 30 minutos en 2-metoxiestradiol (2-ME), un inhibidor de HIF-1o, y luego

exponiendo a cuSo+ 10 ¡rM por 40 minutos. El 2-metoxiestradiol es un metabolito

derivado del estradiol que se produce en bajas cantidades, de probadas propiedades

antiproliferativas en cé1u1as oncogénicas (Mueck and Seeger, 2010). Se ha propuesto

que el 2-ME actua inhibiendo la traducción de HIF-14, produciendo así un bloqueo de la

angiogénesis e induciendo apoptosis (Mueck and Seeger, 2010). Los resultados de la

Figura 9b muestran que la exposición a 2-ME disminuye significativamente el número

promedio de leucocitos reclutados al miosepto tras el daño con CuSO¿ (p < 0,001, para

2-ME 10, 20 y 40 pM), llegando a niveles comparables a los de los controles no

expuestos a CuSO¿.
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Figura 9. Efecto de moléculas moduladoras de PPART y HIF-14 en el
reclutamiento de leucocitos inducido por daño con CuSO¿. Cuantificación del
número promedio de leucocitos reclutados al miosepto de larvas preincubadas por 30
minutos con rosiglitazone, un inhibidor de PPAR1, y 2-metoxiestradiol (2-ME), un
inhibidor de HIF-1o, y luego expuestas a CuSO+ 10 ¡rM por 40 minutos. En a, se

muestran los resultados tsando rosiglitazone, rn agonisla de PPARy Qteroxisome
proliJ'erator - activated receptor-y); y en b, 2-metoxiestradiol, un inhibidor de la
producción de HIF-1a. Los resultados corresponden al promedio =E error estándar de

conteos hechos en 15 larvas para cada condición. Las comparaciones se realizaron
contra los controles positivos, tratados con CuSOa y preincubados en DMSO, por
ANOVA no paramétrica de una vía con prueba posterior de Dunns. ns, p > 0,05, no
significativo; *, 0,01 <p < 0,05; t*,0,001 <p < 0,01; ***,p < 0,001.

4.1.4 Metodología automatizada de detección de actividad ¿ntinflamatoria

E1 protocolo de evaluación de actividad antinflamatoria hasta ahora descrito,

presenta varias ventajas respecto a otros protocolos repofados basados en el daño

mec¿ánico a las larvas (Mathias et a1.,2006; Loynes et a1.,2010; Elks et al., 2011), pero

la necesidad de cuantificación manual del número de leucocitos reclutados al miosepto

de cada larva impone restricciones a la aplicación de esta metodologia en tn screeníng a

gran escala sobre un gran número de moléculas. Por esta razón, en colaboración con el

laboratorio del Dr. Urban Liebel (Institute of Toxicology and Genetics, Karlsruhe), se
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desarrolló una metodología aufomatizada de cuantificación de la infiltración de

leucocitos que permite aumentar el número de larvas evaluadas por ensayo.

El problema principal de la cuantiticación automatizada de la inflamación no se

encuentra precisamentc en la cuantificación, ya que el grado de inflamación en este

modelo puede ser estimado tanto por el número de células infiltradas como por la

fluorescencia total de los leucocitos reclutados, sino en la identiñcación automática de la

zona de interés donde realizar esta cuantificación. Para resolver este problema, se

utilizaron larvas dobles transgénicas Tg(lysC:;DsRED2; cldnB::GFP) cuyos

ncuromastos cxpresan GFP (Haas and Gilmour, 2006) y sus leucocitos expresan

DsRED2 (Hall et al. 2007), en los que un programa especialmente desarrollado para esta

aplicación permite la identificación, en el canal verde, de los neuromastos a través de [a

comparación de las imágenes adquiridas con una iniagen preestablecida de un

neuromasto del mismo transgénico. En la Figura l0 se muestran laruas controles y

experimentales cuyos neuromastos (marcados con flechas blancas, Figura 10a y Figura

l0c) deben ser identificados para realizar la cuantificación. Para esto el programa

superpone la imagen del neuromasto r¡odelo en cada una de las imágenes del

experimento y las rota hasta encontrar todos los neuromastos que se parecen al modelo

sobre un nivel mínimo de identidad entre arnbas (ver Figura lOb y Figura lOd con los

neuromastos identificados por cl programa). Una vez identificados los ncuromastos, el

programa mide en el canal ro1o, donde se pueden ver los leucocitos que expresan

DsRED2, la fluorescencia promedio dentro del área identificada, y se calcula [a

intensidad de lluorescencia promedio por neuromasto, que luego es promediada con los
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otros neuromastos de cada 1arua, y con las demás larvas. De esta forma, el método

permite la identificación de las ¡áreas dañadas por el tratamiento con CuSO¿ (los

neuromastos) que son foco del reclutamiento de células inmunes y la posterior

cuantificación de la respuesta a través de la intensidad de fluorescencia de los leucocitos

en el tejido dañado. Nótese que el programa es capaz de detectar la gran mayoría, pero

no todos los neuromastos (ver Figura l0); este inconveniente es superado utilizando más

larvas que en la metodología manual lo que fortalece la evaluación estadística de los

efectos. Así, utilizando 24 lawas, en triplicado, se logra un promedio de 50 larvas

analizadas exitosamente de las que es posible extraer resultados confiables.
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Figura 10. Metodología de evaluación automatizada de actividad antinllamatoria.
Se muestra e1 método de detección de los neuromastos, y de cuantiñcación de la
infrltración de leucocitos, en larvas dobles transgénicas Tg(lysC::DsRED2;

cldnB::GFP), en las que los leucocitos expres¿n DsRED2 (en rojo), y las células de la

línea lateral expresan GFP (en verde). a, lawa control sin procesar, los neuromastos se

indican con flechas blancas; b, larva mostrada en a después de la detección de los

neuromastos, que se señalan con un cuadrado blanco; c, lawa expuesta a CuSO,r sin

procesar, los neuromastos se indican con flechas blancas; y d, larva mostrada en c
después de la detección de los neuromastos, que se señalax con cuadrados blancos.

Nótese que una vez identificados los neuromastos en el canal verde, el programa de

aná1isis mide 1a intensidad de fluorescencia en el canal roio dentro del área delimitada

por los cuadrados blancos para cada 1arva en cada condición.

Encontramos adicionalmente que es posible aplicar esta metodología a larvas

transgénicas que só1o tienen 1os leucocitos marcados. En particular, usando larvas
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transgénicas lysC::DsRED2 en combinación con DiOCr, una tinción vital de

membranas, es posible realizar ensayos similares sin necesidad de larvas dobles

transgénicas. Ya que la tinción con Dioc6 permite visualizar fácilmente los neuromastos

en el canal verde (ver Figura Suplementaria 1, triángulos azules, como ejemplo de esta

tinción), só'lo basta realizar la tinción en larvas transgénicas lysC:: DsRED2, mantenerlas

en oscuridad, y utilizaf en el programa de análisis una fotografia apropiada como

modelo para la identificación de los neuromastos marcados con DiOCr'

una vez establecida la metodología automatizada se buscó validar sus resultados

llevando a cabo un experimento control con distintas concent(aciones de cuSo¿ y

cdclz, idéntico al que se muestra en la Figura 4b. En la Figura l1b se muestran los

resultados de este experimento llevado a cabo con la metodología automatizada descrita

más arriba. En breve, larvas dobles transgénicas Tg(lysC::DsRED2; cldnB::GFP) de 56

hpf fueron expuestas a CuSOq 10 pM ó 50 pM, o ClCdz 50 pM por 2 horas y luego se

cuantificó la infrltración de leucocitos. La metodología automatizada, al igual que los

ensayos realizados manualmente (comparar Figura 11a y Figura 11b), permite detectar

un significativo reclutamiento de leucocitos alrededor de los neuromastos en larvas

expuestas a CuSO+ (P < 0,001 en el caso de CuSO+ 10 ¡rM, y 0,05 <p < 0,01 en el caso

de CuSO¿ 50 pM) con respecto a los controles no katados o expuestos a CdC12 50 pM'

lJna yez establecido que mediante la metodología automatizada es posible detectaf y

cuantificar la infiltración de leucocitos en este modelo de inflamación, se realizó un

experimento de prueba con un grupo seleccionado de moléculas de actividad

antinflamatoria (Figura 1 ld) que se comparó con un experimento similar rca\izado

56



manualmente (Figura I lc), en el que las laruas fueron preincubadas 30 minutos en los

inhibidores y expucstas a CuSOa por 40 minutos. De la comparación entre las Figuras

llc y 11d se observa que la melodología automatizada arroja los mismos resultados

obtenidos en un ensayo realizado rnanualmente, lo que sugiere que el método

automatizado es suficientemente robusto como para ser llevado a experimentos a gran

escala para screening de gran cantidad de moléculas.
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Figura 11. Comparación entre las metodologías manual y automatizada de

detección de actividad antinflamatoria. a-b, experimentos control en los que 1as

larvas fueron tratadas con las concentraciones indicadas de CuSO+ o CdCl2 por 2 horas a

partir de las 56 hpf. a, (extraída de la Figura 4b, con fines de comparación) el grado de

inflamación se cuantifica manualmente como el número promeóo de neutrófi1os en el

miosepto de las larvas. Los resultados corresponden, para cada condición, al promedio +

error estándar de los conteos hechos en un total de 45 larvas en 3 experirnentos

independientes. b, cuantificación automática del grado de inflamación medido como la

intensidad de fluorescencia promedio de los leucocitos por neuromasto por larva. Los

resultados corresponden, para cada condición, al promedio .l error estándar de los

conteos hechos en un total de 35-54 larvas en 3 experimentos independientes. c-d,

experimentos con molécu1as antinflamatorias seleccionadas. A partir de las 56 hpf 1as

lawas fueron preincubadas en los inhibidores por 30 minutos y luego expuestas a CuSO¿
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l0 pM por 40 minutos. c, cuantificación manual del número promedio de neutrófilos en

el n'Iiosepto. Los resultados corresponden, para cada condición, al promedio * error

estándar de los conteos hechos en un total de 16-29 larvas. d, cuantificación automática
del grado de inflamación medido como la intensidad de fluorescencia promedio de los

leucocitos por neuromasto por larva. Los resultados corresponden, para cad,a condición,

al promedio + error estándar de los conteos hechos en un total de l3-17 larvas. En a y b,

las comparaciones se realizaron contra los controles negativos no tratados, y en c y d,

contra los controles positivos expuestos a CuSO¿. Todas las comparaciones se realizaron

por ANOVA no paramétrica de una vía con prueba posterior de Dunns. u. a., unidades

arbitrarias. ns,p > 0,05, no significativo; *,0,01 <p < 0,05; **, 0,01 <p < 0,001; ***, p
< 0,001.
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4.2 Resolución de la inflamación inducida por daño con CuSOa3

4.2.1 Migración de leucocitos mieloides desde los neuromastos dañados con CUSO¿

durante la resolución de la inflamación

A continuación, nos interesó estudiar el proceso de resolución que sigue al de

inflamación. En modelos lnurinos de lesolución de la inflarnaciórl se ha observado que

las células polimorfonucleadas (equivalentes a los neutrófilos) entran en apoptosis y

luego son fagocitadas por macrófagos (proceso dcnominado eferocitosis) muchos de los

cuales después migran alejándose de la zona del daño (Lawrence et a1.,2002; Gilroy et

al.,2004). Para estudiar este proceso en el modelo de inflamación inducida por daño con

CuSOa, hicimos una leve modificación al protocolo de inflamación, en la que una vez

lograda la inflamación, incubamos en ausencia de CuSO¿. En la Figura 12 se observan

fbtogtafías de una larva doble transgénica Tg(cxcr4b::RFP; BACmpx:;GFP) cuya línea

lateral expresa RFP y cuyos neutrófilos expresan GFP. En condiciones conüol (ver

Figura 12a), los neutrófilos (en verde) se agrupan en la zona ventral del tronco y la cola

de las larvas (ICM y CHT), como se muestra en la figura. Tras 2 horas de tratamiento

con CuSO,r l0 ¡rM, los neutrófrlos se han desplazado al miosepto, donde se agrupan en

torno a los neuromastos dañados (Figura 12b, triángr"rlos blancos). Para permitir que

proceda la resolución de la inflamación, se descartó la solución con CuSOa y se

realizaron numerosos lavados con el fin de eliminar cualquier traza de cobre. Y tras

incubar en ausencia de CuSO+ por 6 horas se observa (ver Figura 12c) que el número de

neutrófilos en el miosepto se ha reducido considerablemente y que sus niveles son casi

I Los resultados expuestos eD la secciórl 4.2 fueron obte¡¡idos er colaboración con Nicole Reynaert.
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comparables a los de la larva control antes de ser expuesta a CUSOa (Figura 12a). Esta

significativa reducción en el número de leucocitos cerca del tejido dañado sugiere un

proceso activo de resolución de la inflamación inducida por CuSOa.

Figura 12. Resolución de la inflamación inducida por daño a los neuroma§to§ con
CuSOa. Fotografías de una larva doble transgénica Tg(cxcr4b::RFP; BACmpx::GFP)
cuya 1ínea lateral expresa RFP (en rojo) y cuyos neutrófilos expresan GFP (en verde). a,

lawa de 72 hpf fotografiada antes de ser expuesta a CuSO+. Nótense los neuromastos

regularmente espaciados marcados en rojo y el escaso número de neutróh1os (en verde)
cerca de ellos. Los neutrófilos se concentran en la zona ventral (ICM). b, larva de 74 hpfl
fotografiada luego de ser expuesta a CuSOa l0 pM por 2 horas. En esta condición de

inflamación, numerosos neutrófilos se hayan agrupados alrededor de cada neuromasto
(señalados con triángulos blancos). c, larva de 80 hpf que tras ser expuesta a CuSO¿ 10

pM por 2 horas fue puesta en medio libre de CuSO+ e incubada por 6 horas. En esta

condición se observa un número muy menor de neutrófilos cerca de los neuromastos en

comparación al de b, casi comparable al de a. hpt, horas post tratamiento.
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Los resultados muestran que tras la inflamación inducida por daño con CUSO+

ocurre un proceso activo de resolución, en el que tras algunas horas la agrupación de

neutrófilos en el miosepto de las larvas es resuelta. En experimentos en mamíferos, se ha

mostrado que los neutrófilos entran en apoptosis, y que los macrófagos fagocitan

neutrófilos apoptóticos para luego abandonar el área del daño o infección migrando

activamente (Lawrence et al., 2002; Gilroy et al., 2004). En trabajos en pez cebra

también se ha reportado la apoptosis de neutrófilos (Loynes et al., 2010; Elks et a1.,

2011) durarfe la resolución de la inflanración, si bien el proceso por el que la mayoría de

los neutrófilos abandonan el foco de inflamación es la migración retrógrada (Mathias et

al., 2006). Para observar el compoÍamiento de los neutrófilos durante la resolución de la

inflamación inducida por daño con CuSO¿, se realizaron experimentos de microscopía

de tiempo extendido (time lapse) de larvas transgénicas BACmpx::GFP. Brevemente, las

larvas fueron expuestas a CuSO+ 10 ¡rM por 2 horas a partir de las 72 hpf y luego fueron

sometidas a lavados intensivos para descartar todo el CuSOa, tras los cuales fueron

anestesiadas para la adquisición de imágenes en un estereoscopio de fluorescencia. En la

Figura Suplementaria 9 se observan las 4 primeras horas de la resolución de la

inflamación inducida por daño con CuSOa. En los primeros cuadros de la secuencia es

posible observar los gmpos sucesivos de neukófilos alrededor de los neuromastos a lo

largo del tronco y la cola (Figura Suplementaria 9, triángulos azules). Luego se observa

un activo proceso de rnigración de los neutróñlos, entre los cuales algunos abandonan el

miosepto migrando hacia la zona ventral y parecen quedarse en [a ICM, otros migran

hacia la zona dorsal, y otra parte de ellos permanece en el miosepto, relativamente

inmóviles o realizando movimientos a lo largo del miosepto. Al final de la secuencia
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(Figura Suplementaria 9) se muestra una comparación entre el primer cuadro de la

secuencia (arriba) y el último (abajo), y se observa una robusta disminución en el

núme¡o de neutrófilos en el miosepto de la larva, indicando el progreso de la resolución.

4.2.2 Curso temporal de la resolución de la inflamación inducida por daño con

CuSO¿

Con el propósito de investigar a lo largo del tiempo el proceso de resolución de la

inflamación inducida por daño con CuSO¿, se determinó el número promedio de

neutrófilos o leucocitos en el miosepto de larvas BACmpx::GFP o lysC::EGFP,

respectivamente, a distintos tiempos a lo largo de la inflamación y la resolución

posterior (Figura l3). Se tomaron grupos de 30 larvas transgénicas BACmpx::GFP o

lysC::EGFP (mezcla % homocigota y 7t heterocigota, proveniente de un cruce entre

adultos heterocigotos) de 72 hpf y se los expuso a CuSO¿ lOpM durante 2 horas, luego

fueron lavados repetidamente con E3 a ñn de eliminar cualquier rastro de CuSOa y se

los incubó en ausencia de CuSO¿ por tiempos variables. A intervalos de 2 horas, se

contó en un estereoscopio de fluorescencia el número de células GFP* en el miosepto de

cada larva de un gmpo. Cada tiempo representa un grupo distinto de larvas, todas

expuestas a CuSOa e incubadas en paralelo. En la Figura l3a se muestra el promedio de

neutrófilos en el miosepto durante la inflamación (usto después de -2 hpt hasta 0 hpt) y

las primeras 10 horas de la resolución. Pero dado que las larvas homocigotas y

heterocigotas para cada transgén no tienen exhiben el mismo número de células
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marcadas, los promedios de células no pueden ser considerados como estimaciones del

número absoluto de células en cada situación, sitto como un indicador de las va¡iaciones

del número de células en cada situación. Teniendo esto en cuenta, se observa en la

Figura l3a que tras 2 horas de exposición a CuSO+ 10 ¡rM, el número promedio de

neutrófilos en el miosepto se eleva aproximadamente 7 veces. Se muestra además que a

partir las 0 hpt (momento de témino de la incubación en cuso+) el número promedio de

neutrófi1os en el miosepto de las larvas desciende constantemente durante las 8 horas

siguientes. Una regresión no lineal de los números promedio de neutrófilos en el

miosepto desde 0 a 8 hpt nos muestra que el número promedio de neutrófilos en el

miosepto decae exponencialmente (ver Figura suplementaria l0a) con una vida media

de aproximadamente t hora. La Figura 13a muestra además que, a pesar de disminuir

sustancialmente durante 1as 10 horas de resolución de 1a inflamación que fueron

estudiadas, el número de neutrófilos en el miosepto de las larvas experimentales

permaneció significativamente más alto que el de las larvas control no tratadas. En un

experimento simila¡ realizado con lalas transgénicas lysC::EGFP, cuyos leucocitos

expresan EGFP, se observan resultados similares (ver Figura 13b). Después del

üatamiento con CuSOa, e1 número de células EGFP* (al tiempo 0 hpt) es

aproximadamente 8 veces mayor al de los controles no tratados. También se observa que

el número de células EGFP* en el miosepto de las larvas experimentales se mantiene

significativamente mayor al de las larvas control durante las primeras 8 horas de

resolución, pese a disminuir considerablemente. En este caso también se realizó una

regresión, que sugiere que el número de células EGFP+ en el miosepto decae

exponencialmente (Figura Suplementaria 10b).
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Figura 13. Curso temporal del número de leucocitos en el miosepto de larvas

expuestas a CuSO¡ durante la resolución. a, número promedio de neutrófilos en el

miosepto durante 1a inflamación (usto después de -2 hpt hasta 0 hpt) y las primeras 10

horas de resolución (0 hpt en adelante), cuantificado en larvas transgénicas

BACmpx;:GFP. Los resultados son promedios + error estándar del promedio de 55 a 60

larvas en 3 experimentos independientes. b, número promedio de leucocitos en el

miosepto de laruas transgénicas lysC::EGFP durante la inflamación y las primeras 8

horas de resolución de la inflamación. Los resultados son promedios a error estándar del

promedio de 15 larvas. Todas las comparaciones se realizaron por ANOVA de dos vías

con prueba posterior de Bonferroni. ns,p > 0,05, no significativo; +, 0,01 <p < 0,05; **,

0.01 <p < 0.001: ***.P' 0.001.

La observación cuidadosa de los resultados mostrados en la Figra 13 y de su

análisis en la Figura Suplementaria 10, muestra diferencias entre las cuantificaciones de

células inmunes durante la resolución de la inflamación realizadas en larvas transgénicas

BACmpx: :GFP y lysC::EGFP (o lysC::DsRED2) derivadas probablemente de1 hecho ya

documentado que las poblaciones celulares ma¡cadas en ambos transgénicos no son

idénticas (Hall et al. 2007). Sin embargo, los datos sugieren además que los distintos

tipos celulares no se comportan idénticamente durante la resolución de la inflamación, a

pesar del hecho que en el análisis de la inflamación inducida por CuSO+ no se hallaron

diferencias significativas. Por esta razón, se realizó un experimento en el que se

horás post tratamienlo (hpt) horas post tratamiento (hpt)
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compararon los números de cé1ulas inmunes en el miosepto de larvas de ambos

transgénicos {BACmpx: :GFP y lysC:: EGFP en este caso) a lo largo de la resolución de

la inflamación (ver Figura 14). Los resultados muestran que existe una diferencia

estadísticamente significativa entre el número de células inmunes en e1 miosepto de

ambos transgénicos a partir de las 2 hpt, que se mantiene hast¿ las 8 hpt. La Figura 14

muestra que ya a las 10 hpt las diferencias entre ambos transgénicos no son

estadísticamente signifi cativas.
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Figura 14. Comparación del reclutamiento de leucocitos cuantificado en l¿rvas

transgénicas BACmpx::GFP y lysC::EGFP. Se compara el número promedio de

células inmunes reclutadas al miosepto de larvas transgénicas BACmpx::GFP y
lysC::EGFP tras ser expuestas a CuSOa 10 ¡rM por 2 horas desde las 72 hpf. Los

resultados se muestrar como el promedio + error estándar de 2l lawas para cada tiempo

y condición. Las comparaciones se realizaron por ANOVA de dos vías con prueba

posterior de Bonferroni. ns,p > 0,05, no significativo; t, 0,01 <p < 0,05; **, 0,01 <p <
0,001; ***, p < 0,001.
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Estos resultados (Figura 14) sugieren que un grupo de células que expresan GFP

en el transgénico lysC::EGFP (distinto dc los neutrófrlos, probablemente) se compofan

distinto de las células que expresan GFP en el transgénico BACmpx::GFP, y en

particular, permanecen más tiempo en el miosepto de las larvas durante la resolución de

la inflamación inducida por daño con CuSO¿. Sin embargo, al observar el doble

transgénico Tg(lysC::DsRED2; BACmpx::GFP), observamos que prácticamente todas

las células marcadas son positivas para ambos marcajes, y que no se observan células

GFP*; DsRED2- o GFP'; DsRED2* lfigura Suplementaria 11). Este hecho descarta la

posibilidad de que los resultados de la Figura 14 puedan explicarse en términos de

célr;Jas BACmpx::GFP' ;lysC::EGFP- y BACmpx:;GFP- ;lysC::EGFP* , Además, esto

elimina también la posibilidad de realizar conteos en larvas dobles transgénicas

Tg(lysC::DsRED2; BACmpx::GFP) y luego comparar los nú,rneros de células en el canal

GFP y DsRED2. Por esta razón, se realizó un experimento en el que se midió la

fluorescencia promedio en cada canal de larvas dobles transgénicas Tg(lysC::DsRED2;

BACmpx::GFP) en distintas fases de la resolución de la inflamación inducida por daño

con CuSO¿. Se utilizaron larvas dobles transgénicas Tg(lysC::DsRED2; BACmpx::GFP)

que a las 72 hpf fueron expuestas a CuSOa 10 pM por 2 horas, y luego se rcalizaron

lavados con E3 para descartar el CuSOa. Entre las 0 hpt y t hpt se fotografiaron en un

microscopio de epifluorescencia las células en el miosepto de 5 larvas, y luego, entre las

5 hpt y 6 hpt, se fotografiaron las células en el miosepto de 7 larvas. Luego se midió el

promedio de intensidad de fluorescencia en cada canal para todas las células

fotografiadas y se calculó la razón entre el promedio de intensidad de fluorescencia en el

canal GFP y el promedio de intensidad de fluorescencia en el canal DsRED2. En la



Figura 15 se grafica la razón entre la intensidad de fluorescencia en ambos canales para

cada célula de ambos grupos, y se observa que existe una diferencia estadísticamente

significativa entre el promedio de las razones de intensidad de fluorescencia de ambos a

distintos tieurpos de resolución de la inflamación (p:0,0013). En el gráfico (Figura l5),

los puntos rojos representan células cuya razón GFP/DsRED2 es menor a 1, es decir, en

ellas la intensidad de DsRED2 es mayor a la de GFP, comparables a las células rojizas

en la Figura Suplementaria I I (triángulos blancos). Y los puntos verdes representan

células cuya razón GFP/DsRED2 es mayor a 1, en las que la intensidad de GFP es

mayor a la de DsRED2, como la célula verdosa en la Figura Suplementaria I I (flecha

blanca). La linea discontinua señala la razón GFP/DsRED2 igual a l, en que las

intensidades en ambos canales son iguales. En la Figura l5 se observa que al inicio de la

rcsolución (0-l hpt), hay células de razón GFP/DsRED2 mayor a I (puntos verdes, 15 de

56 totales, *26Y0), mientras que en r¡na fase más avanzada de la resolución (5-6 hpt),

sólo se observan células de razón GFP,/DsRED2 menor a 1 (puntos rojos). Este resultado

sugiere que, en larvas dobles transgénicas Tg(/ysC:. Ds RED2; BACmpx.:GFP), Ias

células que expresan mayores niveles de DsRED2 en comparación a GFP, están

presentes en mayor proporción en las fases avanzadas de la resolución, que las células

que expresan mayores niveles de GFP.
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Figura 15. Comparación de leucocitos de larvas transgénicas Tg(lysC::DsRED2;
BACmpx::GFP) en distintas fases de la resolución. Se grafica la razón entre el

promedio de intensidad de fluorescencia en el canal GFP y el promedio de intensidad de

fluorescencia en el canal DsRED2 de leucocitos en el miosepto de larvas dobles

tra.nsgénicas Tg(tysC;:DsRED2; BACmpx:: GFP) en dos momentos distintos de la
resolución de la inflamación inducida por daño con CuSOa 10 ¡rM por 2 horas a partir de

las 72 hpf. Se muestra que los promedios de las razones de intensidad de fluorescencia
entre ambos canales son significativamente distintos en distintas fases de la resolución
(p : 0,0013). En particular, se observa que a 0-1 hpt, hay algunas célu1as cuya razón

GFP/DsRED2 es mayor a 1 (puntos verdes), mientras que a 5-6 hpt, todas las células

medidas tienen tra razón GFP/DsRED2 menor a 1 (puntos rojos). Los resultados se

muestran como el promedio * error estándar (líneas negras) de las mediciones realizadas

en 56 células en el miosepto de larvas de 0-1 hpt y 36 células en el miosepto de larvas de

5-6 hpt. Se muestra además cada dato de ambos gnrpos coloreado según su razón
GFP/DsRED2 sea mayor a 1 fuuntos verdes), 1o que indica que la intensidad de GFP es

mayor a la de DsRED2 en esa célula; o menor a 1 (puntos rojos), lo que indica que la
intensidad de GFP es menor a la de DsRED2 en esa célula. Los resultados fueron
analizados por prueba de t de Student de dos colas con corrección de Welch, ya que las

varianzas de ambos grupos son significativámente distintas (p < 0,0012, prueba F). La
línea discontinua seña1a la razón GFP/DsRED2 : 1, en que las intensidades en ambos

canales son iguales. ns, p > 0,05, no significativo; *,0,01 <p<0,05; **,0,01 <p<
0,001; ***,p < 0,001.
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4,3 Rol de PI3K/Akt en la inflamación inducida por daño con CuSO¿

A continuación nos concentramos en el estudio de la vía de señalización

PI3IlAkt en la inflamación, de la que se ha reportado está involuc¡ada en la mi$ación

intersticial de las células inmunes y en cl control de la apoptosis de los neutrófilos

(Franke et al., 2003; Koyasu, 2003; Vanhaesebroeck ef al., 20071' Yoo et al., 2010).

Además, evidencia de nuestro laboratorio muestra que los genes sobreexpresados en

lawas expuestas a CuSO+ están sig[ificativamente enriquecidos en genes que codifican

proteínas que fbman parte de esta vía de señalización (Viviana Gallardo, comunicación

personal), sugiriendo la activación de PI3K y Akt en larvas expuestas a CuSO+.

4.3.1 Efecto de la inhibición farmacológlca de PI3K durante la inflamación

Para estudiar el posible rol de PI3K en la inflamación inducida por daño con

CuSO¿, se rcalizarcn experimentos de inflamación inducida por daño con CuSO¿ en

presencia de inhibidores de PI3K, en los quc se contó el número de leucocitos reclutados

en cada condición (ver Figura 16). En la Figura 16a se muestra el efecto de la inhibición

farmacológica de PI3K usando el inhibidor LY294002. En este experimento se

utilizaron lawas lysC::EGFP de 56 hpf preincubadas durante 30 minutos a28,5 oC e¡

LY294002 o DMSO 0,2 %(vlv), y luego tueron expuestas a CuSOq l0 pM por 40

minutos. Al término de la exposición las larvas fueron anestesiadas y se contó ei número

de leucocitos a lo largo del miosepto en cada condición. Los resultados de estos conteos

(ver Figura l6a) muestran que tanto controles negativos (sin CuSO+) y positivos (con
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CuSOa) no varían con la adición de DMSO 0,2 %(v/v). Además, se muestra que hay una

disminución estadísticamente significativa del número promedio de leucocitos

reclutados al miosepto de las larvas al ser incubadas et LY294002 50 pM (0,01 < p <

0,001) y 100 ¡rM (p < 0,001), sugiriendo que la respuesta inflamatoria es dependiente de

pI3K en algún nivel. Es intelesante notar además que el número promedio de leucocitos

en el miosepto de las 1a¡vas disminuye linealmente G'z : 0,9S) con la concentración de

LY294002 xada (ver Figura Suplementaria 12) en el rango de 0 pM a 100 pM'

usando otro inhibidor de PI3K, wortmannin, se obtienen resultados similares de

disminución del reclutamiento de leucocitos al miosepto en condiciones de inhibición

farmacológica de PI3K (ver Figura 16b). En este caso, se utilizaron larvas

BACmpx::GFP (mezcla % homocigota y 2/t heterocigola, proveniente de un cruce entre

adultos heterooigotos) de 57 hpf preincubadas durante 30 minutos en wortmdnnin o

DMSO 0,25 o6(vlv), qte luego fueron expuestas a CuSO¿ 10 pM por 40 minutos y

finalmente fueron anestesiadas para contar el número de células reclutadas a lo largo del

miosepto. En la Figura 16b se muestran los resultados de los conteos, que indican que a

las concentraciones probadas wortmannin inhibe robustamente el reclutamiento de

neutrófilos al miosepto (p < 0,001) de modo consistente con los resultados obtenidos con

LYZ94O02 (Figura l6a). De modo análogo, en otros exporimentos se mostró que la

inhibición farmacológica de PI3K afecta la migración del primordio de la línea lateral

(Figura Suplementaria 13), lo que sugiere un rol más general para PI3K en la migración

celular, y no restringido al movimiento de células inmunes.
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Figura 16. Disminución del reclutamiento de leucocitos por inhibición
farmacológica de PI3K en larvas expuestas a CuSO¡, a, número de leucocitos

reclutados al miosepto de larvas l1,sC::EGFP preincubadas por 30 minutos en

LY294002 y luego expuestas por 40 minutos a CuSO¿ l0 ¡rM. Los resultados se

muesfran como promedio + cmor estándar dc 15 larvas para cada tratamiento. b, número

de neutrófilos reclutados al miosepto de lanas BACmpx::GFP preincubadas durante 30

minutos en wortmannin y luego expuestas a CuSOa 10 ¡lM por 40 minutos. Los

resultados se muestran como promedio a erÍor estándar de 17 - 2l larvas para cada

tratamiento. Todas las comparaciones se realizaron contra los controles positivos

cxpuestos a CuSO¿ por ANOVA de una vía con prucba posterior de Bonferroni. ns, p >
0,05, no signiñcativo; *, 0,01 < p < 0,05; tt, 0,01 < p < 0.00 I ; *+*, p < 0,001.

A causa de la posibilidad de que los resultados mostrados en la Figura 16 se

debiesen a interacción entre los inhibidores y el CuSOa, y no a un efecto directo de éstos

sobre la actividad de PI3K, se desarrolló un expcrirnento en cl que la exposición a

CuSO+ se llevó a cabo en ausencia de inhibidores (Figura Suplementaria l4). Para

descartar que los inhibidores interfieran con el dario provocado por el CuSOa, y con ello

produzoan menor reclutamiento de células inmunes, se desarrolló un experimento en el

que larvas BACmpx::GFP fueron preincubadas por I hora en inhibido¡es de PI3K

(wortmannin 5 pM y LY294002 50 pM), Iuego puestas en medio libre de inhibidores y

expuestas a CuSOa 10 ¡lM por 40 minutos. Finalmente, se contó el número de



neutrófilos reclutados al miosepto. Los resultados, en la Figura Suplementaria 14,

muestran que en estas condiciones también se reduce signifrcativamente el número dc

leucocitos reclutados al miosepto tras el daño ocasionado por CuSOa, lo que sugiere que

los resultados antes obtenidos (Figura 16) se deben a la inhibición de la actividad de

PI3K y refuerzan [a hipótesis de que PI3K tiene un rol en la infiltración de los

leucocitos.

4.3.2 Activación de Akt inducida por daño con CuSO¿

Una vez establecido que PI3K tiene un papel en el reclutamiento de leucocitos en

la inflamación inducida por daño con CuSO¿ a los neuromastos, nos concentramos en

uno de sus blancos, Akt. La activación de Akt depende por un lado de la unión de PIP3,

sintetizado por P13K, y por el otro, de la fosforilación por otras kinasas. Sin embargo, las

fosforilaciones activadoras de Akt sólo se producen cuando Akt se ha ubicado en la

membrana a través de la unión a PIP3, y cuando Akt ya ha sido fosforilado, es capaz de

fosforilar a su vez a sus numerosos blancos (Cantley, 2009). Teniendo en cuenta que

PI3K parece estar activo durante la inflamación inducida por daño con CuSO¡, ya que la

inhibición farmacológica de su actividad reduce significativamente el reclutamiento de

células inmunes (Figura 16), estudiamos la posible activación de Akt durante la

inflamación mediante inmunohistoquimica utilizando un anticuerpo conba Akt

fosforilado (serina 473) en larvas preincubadas en inhibidores de PI3K (wortmannin 5

¡tM y LY294002 100 pM) y luego expuestas a CuSO¿ l0 ¡rM por 40 minutos (ver

Figura l7). Además, dado que existe evidencia de que c-tnet podría actuar río arriba de
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PI3K, también se estudió la activación de Akt en presencia de inhibidores de c-met

(K252a 10 ¡tM y Met inhibitor I 10 ¡rM). La Figura 17a muesta una larva incubada en

DMSO en la que se obseruan algunas células marcadas en la ICM (Figura l7a') que

eventualmente podrian ser leucocitos. En línea con esta idea, en 1a Figura 17b vemos

una larva preincubada en DMSO y luego expuesta a CuSOq en la que se observan grupos

de células marcadas a lo largo del miosepto (triángulos negros) y también células

marcadas en la ICM (Figura 17b'). Este resultado sugiere que leucocitos reclutados a los

neuromastos tras el daño con CuSO¿ tienen altos niveles de Akt fosforilado, en

comparación con células de los tejidos circundantes. El hecho que todas las larvas

observadas muestren distintas distribuciones de células marcadas, a pesar de compartir

el patrón común de tener gtupos de células a 1o largo del miosepto, sugiere también que

se üata de células en movimiento. Por otro 1ado, la presencia de células marcadas 'a

medio camino' (Figura 17b', flechas negras), es decir, células marcadas que no se

encuentran ni en la ICM (como se observó en los controles negativos, Figura 17a') ni

agrupadas cerca de los neuromastos (como en el control positivo, Figura 17b', triángu1o

negro) sugiere que la activación de Akt no se da solamente en los neuromastos producto

del daño con CuSO+ (cosa que no se descarla), sino que también en otras células. En la

Figura 17c se muestra una lawa preincubada en wortmannin 5 ¡rM, un inhibidor de

PI3K, y luego expuesta a CuSOq. No se observan los grupos de células marcadas

presentes en el control positivo (Figura 17b), y si nos concentramos en la ICM, se

observa un reducido número de células marcadas en la ICM (Figura 17c'). Del mismo

modo, en larvas preincubadas en LY294002 100 pM, otro inhibidor de PI3K (Figura

17d), no se observan grupos de células marcadas a lo largo del miosepto, y en la ICM
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hay un número apatentemente reducido de células marcadas (Figura 17d')' Estos

resultados en conjunto sugieren que 1a activación de Akt obsewada en el control positivo

(Figura 17b) es dependiente de PI3K, cuya inhibición farmacológica reduce el número

de células positivas para Akt fosforilado (Figura 17c y Figura 17d). En el caso de las

laruas preincubadas en inhibidores de c-met (Figura l7e y 17\, se observan resultados

similares. En la Figura 17e se muestra una larya preincubada en K252a 10 pM, un

inhibidor de c-met, en la que no se distinguen grupos de células marcadas a 1o largo del

miosepto, pero sí un número reducido de células marcadas en la ICM. En la

magnificación (Figura 17e') es posible distinguir algunas de las células marcadas en la

ICM, y la ausencia de células marcadas en el miosepto' Utilizando otro inhibidor de c-

met, Met inhibitor 1 10 pM, se observa un efecto más leve (Figura 17f), en el que el

número de grupos de células marcadas en el miosepto (Figura 171 triángulos negros) de

las larvas expuestas al inhibidor es menor al de los controles positivos (Figura 17b,

triángulos negros), Se observa también un número reducido de cé1ulas marcadas en la

ICM (Figrra 17f). Es interesante ¡elacionar este resultado de inhibición parcial de la

activación de Akt por Met inhibitor 1 10 pM con los experimentos de efecto de la

inhibición farmacológica de c-met en e1 reclutamiento de neutrófilos (Figura 7), que

muestran qve Met inhibítor 110 pM no produce cambios significativos en el número

promedio de neutrófilos reclutados al miosepto de larvas expuestas a CuSO+. Tomados

en conjunto, estos resultados sugieren una activación de Akt durante la inflamación de

modo dependiente de Pl3Ky c-met.
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(triángulos negros). En la magnificación (b') se obsewa un grupo de células marcadas

en el miosepto (triángulo negro) además de otras células en la ICM. c, larva preincubada

en wortmannin 5 ¡lM y expuesta a CuSO¿. Sólo en la magnificación, c', se observan

algunas células marcadas en lu ICM, pero ninguna en el miosepto. d, larva preincubada

"i tyzsqoOZ 100 ¡rM y expuesta a CuSO¿. No se observan células marcadas en el

miosepto, y en la rnagnificación en d', os posiblo ver algunas células marcadas en la

ICM. e, larva preincubada enK252a 10 pM y expuesta a CuSO+. No es posible obseryar

células marcadas en el miosepto, y la magnificación en eo, permite ver algunas céIulas

marcadas en la ICM. En f, se muestra una larva preincub ada en Met inhibitor I 10 pMy
expuesta a CuSO+, con grupos de células marcadas a lo largo del miosepto (triángulos

negros), aunque menos frecuentes que en la larua control positivo en b. En la

magnificación, en f, se muestra uno de estos grupos (triángulo negro), además de

algunas células marcadas en la ICM.

Dado que los resultados de inmunohistoquímica de Akt fosforilado en larvas

expuest¿s a CuSO+ (Figura 17) sugieren una activación de Akt en células inmunes,

realizamos experimentos de inmunofluorescencia doble contra Akt fosforilado (serina

473) y GFP en larvas transgénicas BACmpx::GFP, cuyos neutrófilos expresan GFP,

expuestas a CuSO+ (Figura 18). En general, no fue posible obsewar Akt fosforilado en

neutrófilos en la ICM en larvas control (Figura Suplementaria 15, primera columna), sin

embargo, sí se observa activación de Akt en neutrófilos ocasionales que se obsewan en

el miosepto de las larvas control (Figura 18a-c). En el caso de las larvas expuestas a

CuSO+ l0 pM por 2 horas, los neutrófilos reclutados en un neuromasto presentan

mayores niveles de Akt fosforilado (Figura 18d) en comparación con los controles no

tratados (Figura 18a), Y en el caso de 1as larvas expuestas a CuSO¿ 50 ¡rM por 2 horas,

se observa además de activación de Akt en un neutrófilo, que otros tipos celulares en el

neuromasto dañado presentan activación de Akt (Figura l8g). En estas condiciones es

posible observar además activación de Akt en neutrófilos que no están agrupados
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alrededor de los neuromastos, oomo en la aleta caudal (Figura Suplementaria 15,

segunda coiumna).
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Figura 18. Activación de Akt en neutréfilos. Inmunofluorescencia doble de Akt
fosforilado (serina 473, columna izquierda) y GFP (columna central) en larvas

transgénicas BACmpx::GFP de 72 hpf control (primera fi1a, a-c) y expuestas a CuSO+

l0 pM (segunda fila, d-f) y 50 pM (tercera fila, g-i) por 2 horas. En la columna derecha
se muestra la superposición de los dos canales. En a-c, se muestra un neutrófilo
ocasional en el miosepto de una larva control que muestra bajos niveles de Akt
fosforilado. En d-f, se muestran 3 neutrófilos reclutados a un neuromasto de una larva
expuesta a CuSOa 10pM. Obsérvese que los 3 neutrófilos tienen niveles mayores de Akt
fosforilado (en d) que el neutrófilo de la larva control (en a), y que la marca está

polarizada en todas las células. En g-i, se muestra un neufófilo reclutado a un
neuromasto de una larva expuesta a CuSO¿ 50 ¡rM. Nótese que el neutrófi1o tiene altos

niveles de Akt fosforilado y que además, existe gran número de otras cé1ulas en e1

neuromasto con niveles considerables de activación de Akt. Todas 1as imágenes se

muestran a la misma magnificación, indicada por la barra blanca en 1a esquina inferior
derecha, que representa 50 pm.
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4.3.3 Efecto de la inhibición farmacológica de Akt durante Ia inflamación

Los resultados de activación de Akt dependiente de PI3K, en parte en células

inmunes, sugieren que Akt podría tener un papel en la inflamación, para evaluar esta

hipótesis realizamos un experimento en e1 que cuantificamos e1 reclutamiento de

neutrófi1os inducido por daño con CuSO+ en presencia de un inhibidor de Akt. En la

Figura 19 se muestran 1os result¿dos de este experimento, en el que se usaron larvas

transgénicas BACmpx::GFP (producto de un cruce entre adultos heterocigotos)

preincubadas 30 minutos con inhibidor de Akt o solvente (etanol 0,5 % v/v) y luego con

CuSO+ 10 pM por 40 minutos. Los conteos de neutrófilos reclutados al miosepto

muestran que la inhibición farmacológica de Akt no produce efectos estadísticamente

significativos en el reclutamiento de neutrófilos (Figura 19), por lo que, si bien se

produce la activación de Akt durante la inflamación inducida por daño con CuSOa

(Figura 17b), los resultados sugieren que Akt no tiene un rol en la infiltración de los

neutrófilos en el tejido dañado.
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Figura 19. La inhibición farmacológica de Akt no tiene efecto sobre el

reclutamiento de leucocitos inducido por daño con CuSO¿, Cuantiflrcación del

número promedio de neutrófilos reclutados al miosepto de larvas transgénicas

BACmpx::GFP preincubadas 30 minutos con inhibidor de Akt y luego expuestas a

CuSO; 10 ¡rM por 40 minutos. Los resultados corresponden al promedio a error estándar

de conteos en un total de 40 larvas para cada condición, de 2 experimentos

independientes. Las comparaciones se realizaron contra 1os controles positivos, tratados

con CuSOa y preincubados en etanol, por ANOVA no paramétrica de una vía con prueba

posterior de Dunns. ns, p > 0,05, no significativo.

4.3.4 Efecto de la inhibición farmacológica de PI3K durante la resolución de la

inflamación

A continuación estudiamos el rol de PI3K durante la resolución de la inflamación

inducida por daño con CuSOa. Los resultados obtenidos de los experimentos de

inhibición farmacológica de PI3K durante la inflamación inducida por daño con CuSO¿

(Figura 16) sugieren que PI3K tiene un rol en el reclutamiento de células inmunes al

sitio de daño. De hecho, existe numerosa evidencia del papel de PI3K en la migración

celular, en especial de neutrófilos (Sasaki et al., 2000; zuckefi et a1., 2010; Iglesias,

2009), y también en pez cebra (Yoo et al., 2010). Estos datos sugieren que en el proceso

de resolución de la inflamación inducida por daño con CuSOa PI3K podría tener un rol

CuSq 10[M

Akt inhib¡tor X 5FM
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importante debido a que, como se muesha en la Figura Suplementaria 9, gran parte de

los neutrófilos migran hacia la ICM y al borde dorsal durante la rcsolución. En la Figura

20 se muestran los resultados de experimenfos de inhibición fannacológica de PI3K,

usando wortmannin 5 p,M en larvas transgénicas BACmpx::GFP o lysC;:EGFP

inmediatamente después de descartar el CuSO+. Los resultados en la Figura 20a

muestran que tras 4 horas de resolución, el número promedio de neutrófilos en el

miosepto de las larvas expuestas al inhibidor es significativamente mayor ú, < 0,001)

que el de los controles positivos, lo que sugiere que la inhibición de PI3K está

retardando la resolución (en términos del número de neutrófilos). Por otro lado, la Figura

20b muestra el efecto de la inhibición de PI3K en las mismas condiciones, sobre la

resolución en larvas transgénicas lysC::EGFP. Los resultados muestran que después de

2 horas de resolución, las larvas expuestas al inhibidor de PI3K tienen en promedio

significativamente menos leucocitos en el miosepto comparadas con los controles

positivos (0,01 < p < 0,05), lo que sugiere que la inhibición de PI3K está acelerando la

resolución (en ténninos del número de leucocitos).
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Figura 20. Efectos de la inhibición farmacológica de PI3K en la resolución de la
inflamación. a, número promedio de neutrófilos en e1 miosepto durante la inflamación y
las primeras 4 horas de resolución, cuantificado en larvas transgénicas BACmpx::GFP
expuestas a CuSO+ 10 pM por 2 horas y luego incubadas en inhibidor de PI3K
(wortmannin 5 pM) o su solvente (DMSO 0,25oA). Los resultados son promedios * error
est¿índar del promedio de 20 1arvas para cada tiempo en cada condición. b, número
promedio de leucocitos en el miosepto durante la inflamación y las primeras 4 horas de

resolución, cuantificado en larvas transgénicas lysC::EGFP expuestas a CuSOa 10 ¡rM
por 2 horas y luego incubadas en inhibidor de PI3K (wortmannin 5 p'M) o su solvente
(DMSO 0,25%). Los resultados son promedios + error estándar del promedio de 20

larvas para cada tiempo en cada condición. Todas 1as comparaciones se realizaron por
ANOVA de dos vías con prueba posterior de Bonferroni. ns, p > 0,05, no significativo;
*, 0,01 <p < 0,05; **, 0,01 <p < 0,001; ***,p < 0,001.

horas post trataÍiento (hpt) horas po6t tratarYüento (hpt)
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4.4 Metaloproteinasa de matriz 9 (MMP9) en Ia inflamación inducida por daño con

CuSO¿

Finalmente, estudiamos el rol de la metaloproteinasa de matriz 9 (MMP9) en la

inflamación. Evidencia proveniente dc trabajos realizados en mamíferos muestra que

MMP9 se expresa constitutivaÍncnte en neutrófilos y es inducible en muchos otros tipos

celulares (Opdenakker et al., 2001). Se ha observado la inducción de MMP9 en procesos

de inflamación, infección y en tumores (Opdenakker et a1.,2001; Parks et al., 2004) y

también durante la regeneración de tejidos (Parks, 1999). En el pez cebra, también se ha

mostrado su inducción en tejidos dañados y en regeneración (Yoong et al., 2007;

Yoshinari et a1.,2009). Además, evidencia de nuestro laboratorio muestra la inducción

de mmp9 en larvas expuestas a CuSO+, en experimentos de microarreglos (Viviana

Gallardo, comunicación personal), en células en grupos a lo largo del miosepto

horizontal, en experimentos de hibridación in situ (Peña,2011), lo que sugiere un rol

para MMP9 en la inflamación inducida por daño con CuSO¿.

4.4.1 Inducción de la expresión de mmp9 en larvas expuestas a CuSO¡

Mediante hibridación ¡n situ se determinó el patrón de expresión de mnpg en

larvas de 58 hpf expuestas a CuSO¿ 10¡rM por 2 horas y larvas no tratadas del mismo

estadío (Figura 2l). Las larvas control tienen bajos niveles de expresión de mmp9, qte

se concentra en algunas células ubicadas en el CHT (ver Figura 21a), donde reside la

mayor parte de los leucocitos mieloides en este estadío de desarrollo (Lieschke et al.,
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2001). En el caso de las larvas expuestas a CuSOa, además de la expresión ya observada

en el CHT de las larvas no Eatadas, se observa expresión de mmp9 en células en el

miosepto horizontal a lo largo del tronco y la cola (ver Figura 2lb) y en particular

alrededor de los neuromastos de la linea lateral posterior (ver Figura 21b, triángulo

negro), lo que sugiere que mmp9 es expresado en las larvas expuestas a CUSO4 por

células inmunes alrededor de los neuromastos (ver Figura 21b, recuadro). En larvas

expuestas a CuSO+ 50 pM por 2 horas se obtienen resultados similares, aunque

aparentemente la inducción de mmp9 es más robusta en estas condiciones (Figura

Suplementaria 16). Más aún, en larvas expuestas a radiación ionizantea, también es

posible observar la inducción de mmp9, aparentemente de modo dependiente de la dosis

(Figura Suplementaria 1 7).

a 
Los resultados que se muestral en la Figura Suplemeltaria 17 fugron obtenidos en colaboración con

Parnela Mena.
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Figura 21. lnducción de la expresión de mmp9 en larvas expuestas a CUSO¿.
Hibridación tu situ de mmp9 en larva control de 58 hpf, a, y en una larva dc 58 hpf
tratada con CuSOa l0¡rM por 2 horas, b. En los recuadros se muestra en detalle el á¡ea

del primer neuromasto de la linea lateral posterior (triángulos negros). Nótese que en

ambos casos se observa expresión en el CHT, mientras que sólo en la larva expuesta a

CuSOr se observa inducción de la expresión d,e mmp9 en células alrededor de los
neuromastos y en células a lo largo del miosepto.

4.4.2 Inducción de MMP9 en los neuromastos de larvas expuestas a CUSO¿

Los resultados obtenidos en los experimentos de hibridación in sir¿r muestran un

aumento sustancial en los niveles de transcrito de mmp9, que sugieren un posible

aumento de los niveles de MMP9 alrededor de los neuromastos de las larvas tratadas con

CuSO¿. Mediante inmunofluorescencia se detectó la expresión de MMP9 en larvas de 58
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hpf expuestas a CuSO¿ 10 ¡rM por 2 horas y en larvas control no tratadas (Figura 22). En

la larva control se observan bajos niveles de expresión de MMP9, distribuida de forma

difusa (consistente con una proteina secretada al medio extracelular) hacia la zona

ventral (Figura 22, panel superior izquierdo), sin embargo, un análisis detallado muestra

que existen niveles bajos, pero detectables, de MMP9 en las células ciliadas de los

neuromastos (Figura Suplementaria 18). En la larva expuesta a CuSOa, en cambio, se

observa mayor expresión de MMPg (Figra 22, panel superior derecho). La tinción de

núcleos con DAPI (Figura 22, canal azul, tercera fila) permite distinguir la posición de

dos de los neuromastos terminales de la cola, tanto en la larva control (en la que además

es posible observar los cilios marcados con tubulina acetilada) como en la tratada con

CuSOa (en la que no se observan cilios, reflejo del daño causado por la exposición a

CuSOa). Se observa en la superposición de los canales (Figura 22, úttima fila) que el

daño con CuSOa induce un aumento sustancial de la expresión de MMPS en e[ área de

los neuromastos.
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Figura 22, Inducción de la expresión de MMP9 en neuromastos de larvas expuesta§

a 
-cuso¿. 

Inmunofluorescencia doble de MMPS (primera fila) y tubulina acetilada

(segunda fila), y tinción de núcleos con DAPI (tercera fila) que muestran la inducción de

VtMPg en neuromastos de una larva expuesta a CuSOq 10 ¡rM por 2 horas (columna

derecha) en comparación con el control no tratado (columna izquierda). En 1a última fila
se muestran los canales, MMPS (verde), tubulina acetilada (rojo) y DAPI (azul)

superpuestos. En todas las imágenes, anterior se muestra a la izquierda, posterior, a la

derecla: dorsal, arriba; y ventral, abajo. Todas las imágenes tienen la misma

magnificación. La barra blanca en la esquina inferior derecha representa 100 pm.
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4.4.3 Inducción de MMP9 en neutrófilos de larvas expuestas a CuSOa

La inducción de MMP9 observada en los experimentos de inmunofluorescencia

(Figura 22) en cólulas en los neuromastos de larvas expuestas a CuSO¿ sugiere Ia

posibilidad de que cé1ulas irununes reclutadas al tejido dañado induzcan MMP9. En la

Figura 23 se muestran experimentos de inmunofluorescencia contra MMP9 y GFP en

larvas transgénicas BACmpx::GFP, que expresan GFP en los neutróñlos, en los que se

observan neutrófilos que expresan MMP9 en condiciones de inflamación inducida por

daño con CuSO¿. En las larvas control la expresión de MMP9 es significativamente

menor a la observada en larvas expuestas a CuSO¿ (véase también Figura 22). Sin

embargo, es posible obseryar que algunos neutrófilos esporádicos observados

normalmente en el miosepto de larvas control expresan niveles bajos de MMP9 (Figura

23a, triángulos blancos). Además, en las larvas control se observa expresión de MMPS

distribuida de forma difusa por el tejido (Figura 23a), tal como se observó antes (Figura

22). En las larvas expuestas a CuSO¿ 10 ¡rM por 2 horas se observa, tal como sc observó

antes (Figura 22), inducción de MMP9 en el área de los neuromastos (Figura 23d). Es

posible además, observar 4 neutróñlos reclutados a las cercanías de un neuromasto

(Figura 23e) que expresan MMP9 (Figura 23d, triángutos blancos), aparentemente en

mayores niveles a los de los neutrófilos de la larva control. Se observa también que otros

tipos celulares expresan MMP9, posiblemente oftos leucocitos y células adyacentes al

tejido dañado.
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Figura 23. Inducción de MMPS en neutrófilos. Inmunofluorescencia doble de MMP9
(columna izquierda, a y d) y GFP (columna cental, b y e) en larvas transgénicas

BACmpx::GFP de ?2 hpf control (primera fila, a-c) y expuestas a CuSO¿ l0 ¡tM por2
horas (segunda frla, rl-f). En la columna derecha (c y 0 se muestra la superposición de

los dos canales. En a-c, se muestran 2 neutrófi1os en el miosepto de una lala control en

Ios que es posible detectar bajos niveles de MMP9 (a, triángulos blancos). En d-f, se

muestran 4 neutrófilos reclutados a un neuromasto de una 1a¡va expuesta a CuSO+

10¡rM. Los neutrófilos tienen niveles mayores de MMP9 (d, triángulos blancos), y se

observan además otras células que expresan MMPS en el ¿irea del neuromasto. Todas 1as

imágenes se muestran a la misma magnificación, indicada por la barra blanca en la

esquina inferior derecha, que representa 50 ¡rm.

4.4.4 Inhibición farmacológica de MMP9 durante la inflamación inducida con

CuSO¿

Una vez demostrada la inducción, tanto del transcrito mmp9 como de la proteína

MMP9, se estudió el efecto de 1a inhibición farmacológica de la actividad gelatinasa de

MMPS en el reclutamiento de neutrofilos al miosepto de larvas expuestas a CuSOa (ver
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Figura 24). Básicamente, en estos experimentos se aplicó el mismo procedimiento

mostrado en la sección 4.1.3 (Figuras 6,7 y 8) con algunas modificaciones, en que se

preincubaron larvas transgénicas BACmpx::GFP de 56 hpfcon distintas concentraciones

del inhibidor de MMP9 (1 pM y l0 ¡rM) durante I hora, luego fueron expuestas a

CuSO¿ l0 pM por 20 minutos, y finalmente se contó el número de neutrófilos en el

miosepto para ser comparado después con el número de neutrófilos en el miosepto de

larvas control preincubadas en el solvente del inhibidor (DMSO 0,1 %(v/v), en este

caso) y luego expuestas a CuSO¿. En la Figura 24 se observa que la inhibición de la

actividad gelatinasa con MMP9 inhibitor 1 disminuye significativamente el número

promedio de neutrófilos reclutados al miosepto tras una exposición de 20 minutos a

CuSO¿ l0 ¡rM (0,01 <p < 0,05, ANOVA de una vía). Experimentos similares en los que

se evaluó el número de neutrófilos reclutados tras 40 minutos de exposición a CuSO¿ no

muestran diferencias significativas entre los promedios de neutrófilos reclutados al

miosepto de larvas control y de larvas expuestas al inhibidor de MMPS (ver Figura

Suplementaria 19).
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Figura 24. Disminución del reclutamiento de neutrófilos por inhibición
faimacológica de MMPS en larvas expuestas a CuSOa. Número de neutrófilos

reclutados al miosepto de la¡¡as preincubadas durante t hora en i¡hibidor de MMP9 o

DMSO y luego expuestas a CuSO¿ 10 pM por 20 minutos. Los resultados se muestran

como el promedio t error estándar de 2 experimentos independientes, cada uno

reahzado con 15 la¡vas por tatamiento. Las comparaciones se realizaron por ANOVA
no paramétrica de una vía con prueba posterior de Dunns. *,p < 0,05.

Los resultados obtenidos con el inhibidor de MMPS (Figura 24) podrían deberse

tanto a efectos directos de inhibición de la actividad gelatinasa de MMP9 como a una

inhibición indirecta de la muerte de células ciliadas por la exposición a CuSO¿. En este

último caso, la disminución del número de neutrófilos reclutados al miosepto sería

consecuencia de una disminución en la intensidad de la señal inflamatoria, la magnihrd

del daño en el tejido, y no sería consecuencia de la inhibición de la actividad de MMP9.

Por esta razón se estudió el efecto de la inhibición farmacológica de MMP9 en la

sensibilidad de los neuromastos, y las células ciliadas en particular, a 1a exposición a

CuSOa. Brevemente, se usaron larvas transgénic as SqET4, cuyas células ciliadas

expresan GFP (Parinov et a1., 2004), de 56 hpf, preincubadas en distintas

CUSO¡ 10¡¡M

DMSO 1%

MMPg inhíbitor I

+-
-+
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concentraciones de inhibidor de MMP9 (l pM y l0 ¡rM), y luego expuestas a CUSO¿ l0

¡rM por 40 minutos. A[ término de esta incubación, las larvas fueron anestesiadas y

examinadas en un microscopio de epifluorescencia. En la Figura 25 se grafica el

porcentaje de larvas que tras las incubaciones tenia marca GFP en el primer neuromasto

de la línea lateral posterior. Los resultados muestran que el 100% de las larvas control

incubadas en E3 y de las expuestas a E3 + DM§O 1 %(vlv) tienen marca GFP en el

primer neuromasto de 1a línea lateral posterior, mienúas que en las larvas tratadas con

CuSO¿ l0 pM y DMSO 0.1 %(vlv) + CuSOq 10 pM, esta proporción disminuyó a 55,6 +

4.4 % y 62,6 + 2.1 yo, respectivamente, [o que sugiere que la adición de DMSO a esta

concentración no perturba la acción del CuSOa sobre las células ciliadas del primer

neuromasto de la línea lateral posterior. En los dos gmpos de larvas tratadas con el

inhibidor de MMP9, los porcentajes de larvas con marca CFP en el primer neuromasto

de la línea lateral posterior (57,8 + 12,4 %o para I pM, y 74,0 r 3,3 yo pa;ta 10 pM del

inhibido¡ de MMP9) no fueron significativamente distintos de la f¡acción de larvas con

marca GFP en los controles positivos (62,6 + 2.1 %). Estos resultados sugieren que el

inhibidor de MMP9 no interfiere con el daño a los neuromastos causado por el CuSOa

por lo que los resultados de disminución del reclutamiento de neutrófilos en presencia

del inhibidor no se deben a una reducción del daño tisular que induce tal reclutamiento.
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Figura 25. Efecto de l¿ inhibición farmacológica de MMP9 en la sensibilidad de las

cétulas ciliadas a CuSO¿. Porcentaje de larvas SqET4 con marca GFP en el primer

neuromasto de la línea lateral posterior después de ser preincubadas por t hora en E3,

E3 + DMSO I o/o(trlv),o E3 + DMSO 1 %(vlv) + MMP9 inhibitor I (l pM ó 10 pM), y
luego expuestas a CuSO¿ 10 pM por 40 minutos. Los resultados se muestran como el

promedio t error estándar de 3 experimentos independientes, cada uno realizado con 15

larvas por tratamiento. Las comparaciones se realizaron contra los controles positivos

expuestos a CuSOa por ANOVA no paraméirica. ns, p > 0,05, no significativo.
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V. DISCUSIóN

Una gran parte del conocimiento actual sobre la respuesta inmune ha sido

adquirida mediante estudios realizados en animales vertebrados y sistemas in vitro, en su

mayoría modelos murinos y cultivos primarios de células inmunes (Renshaw and Trede,

2012). Sin embargo, para evitar algunas de las limitaciones de estos modelos se han

introducido otros animales, modelos de estudio de la inmunidad. Entre ellos, el pez

cebra combina una serie de ventajas, ya que se trata de un vertebrado pequeño, de rápido

desarrollo, muy apropiado para el desarrollo de screenings de compuestos y mutantes.

Además, existen numerosas líneas transgénicas que penniten monitorear el

compofamiento de diversas poblaciones de células inmunes y también otros tejidos, lo

que combinado a la transparencia del pez cebra y a la disponibilidad de variadas

herramientas genéticas, permiten el estudio in vivo de procesos dificiles de observar en

mamíferos (Carradice and Lieschke, 2008; Renshaw and Trede, 2012). Los peces

representan la clase más temprana de vertebrados que poseen inmunidad innata y

adquirida, y su sistema inmune es similar al de los mamíferos en muchos aspectos

(Plouffe et a1.,2005). El pez cebra en particular, posee linfocitos B y T, células NK,

macrófagos, neutrófilos, eosinófilos, mastocitos, y sistema del complemento. Además, a

nivel molecular, existe una alta conservación de moléculas de histocompatibilidad,

TLRs, péptidos antimicrobianos, y citoquinas proinflamatorias (Plouffe et a1.,2005;

Carradice and Lieschke, 2008; Renshaw and Tre de,2012).

Hemos descrito aquí un nuevo modelo de inflamación, inducida por daño tisular

generado químicamente, exponiendo larvas de pez cebra a concenffaciones subletales de
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CuSO4, que puede ser de gran utilidad en la detección de nuevas moléculas capaces de

modular la respuesta inmune innata y en el estudio de gones involucrados en las distintas

fases de la inflamación. Además, hemos mostrado roles importante s para la via

PI3I«Akt y para la metaloproteinasa de matriz 9 en el proceso inflamatorio usando la

metodología desarrollada en este proyecto'

5.1 Modelo de inflamación inducida por daño con CuSO¿ a los neuromasto§

En trabajos anteriores, se ha mostrado que la exposición de larvas de pez cebra

por períodos cortos a bajas concentraciones de CuSO+ daña las células ciliadas de los

neuromastos y es capaz también de dañar otros tipos celulares de los neuromastos a

mayores concentraciones o en exposiciones miás prolongadas (Hemández et aI 2006;

olivari et al. 2008). Los resultados muestran que concomitante al daño ocurre la

migración de leucocitos mieloides, entre ellos neutrófilos, al miosepto de las larvas que

se agmpan alrededor de los neuromastos dañados. En las condiciones estudiadas, las

células ciliadas de los neuromastos mueren en los primeros minutos de exposición a

CuSOa (Figura Suplementaria 3), y tras ello se produce una progresiva desorganización

de la estructura de roseta del neuromasto (Figura Suplementaria 2), como se ha descrito

anteriormente (Hernríndez et al. 2006; Olivari et al. 2008). Dentro de este cuadro, la

migración de los primeros leucocitos desde la ICM a los neuromastos (Figura 3) pmece

comenzax tras 1os primeros 10 minutos de exposición (Figura Supleme\faña 2) de modo

que al cabo de 2 horas de exposición a CuSOa encontramos un número
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significativamente mayor de céluias inmunes en el miosepto de las larvas tratadas en

comparación con los controles no oxpuestos (Figura 4b y Figura Suplementaria 5c).

Un aspecto interesante de este modelo de inflamación, es el hecho que las células

inmunes llegan directamente desde la ICM por migración intersticial y no se observaron

caso§ en que 1o hicieran a través de 1a circulación. Mientras en mamíferos §ourshargh

et a1., 2010) y otros modelos de inflamación en pez cebra (Mathias et ai. 2006; Renshaw

et al. 2006) es posible observar la llegada de los neutrofilos a través de la circulación, la

extravasación, y posterior migración hasta el sitio del daño, en la inflamación inducida

por daño con cuSoa no se observó que células provenientes de la circulación salieran de

ella para luego migrar a los neuromastos dañados. A1 contrario que en mamíferos, en la

inflamación inducida por daño con CuSO+ la mayor parte de las célu1as realiza

migración intersticial desde la ICM. Es posible pensar que estas diferencias se deban a la

distancia entre la ICM y el foco del daño; sin embargo, la comparación de distintos

modelos de inflamación no apoya esta idea. Por un lado, en e1 modelo de corte de cola

en pez cebra, se ha obserado que algunos neutrófi1os llegan a través de la circulación

(Renshaw et al. 2006), lo que podría explicarse porque la circüación está mucho más

próxima al sitio de daño que la ICM. En otro modelo, en cambio, en el que se realiza un

pequeña incisión enla zona ventral de la aleta caudal, justo bajo la ICM, también se ha

reportado la llegada de neutrofilos a través de la circulación (Mathias et al., 2006), sin

embargo en este caso tanto la ci-rculación como la ICM se encuentran igualmente

próximas al lugar del daño, por lo que este factor parece no ser relevante. Más aún, en

experimentos en los que se realizaron pequeñas heridas con un láser en la CHT, no se
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observó llegada de neutrófilos a través de la circulación sino sólo por migración

intersticial (Yoo et al., 2010), 1o que sugiere que la magnitud de1 daño podría explicar

las diferencias en los comportamientos de las células inmunes en los distintos modolos

de inflamación. Así, en los modelos de corte de cola (Renshaw et al' 2006) y de incisión

en la aleta caudal (Mathias et a1.,2006) se realiza un daño físico en que resulta en la

amputación de una zona considerable de tejido, y ambos exhiben extravasación de

neutrófilos desde la circulación; mientras que en e1 modelo de daño con láser en la CHT

(Yoo et al., 2010) y en el modelo de inflamación inducida por daño con CUSOa se

realiza un daño que implica unas pocas células, células del pigmento en el primer caso, y

las células de los neuromastos en el segundo, y en ambos casos no se obse¡va

extravasación de neutrófilos. Esta correlación aparente entre la magnitud del daño con

que se induce la inflamación y el comportamiento de los neutrófilos también se observa

en la resolución de la inflamación (ver sección 5.2).

5.1.1 Aspectos mecanísticos de la inflamación inducida por daño con CuSO¿

5.1.1.1 Rol del peróxido de hidrógeno (IIzOz)

La migración intersticial de los neutrófilos en respuesta al daño de los

neuromastos ante la exposición a CuSO¿ probablemente es inducida, como en otros

modelos, por la liberación de citoquinas y otras moléculas de señalización, como H2O2

§iethammer et al., 2009). Se ha reportado en pez cebra que tras una herida, la enzima

Dnox (dual oxidase) es capaz de generar gradientes de HzOz en el tejido a gran escala
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(hasta a -200 pm del foco de daño) en r¡nos pocos minutos, comenzando a los 3 minutos

de inferido el daño y con un punto máximo de generación de HuOz en el margen de la

herida 20 minutos después de realizada §iethammer et al., 2009). Esta descripción del

gfadiente de HzOz generado por un corte de cola parece coincidir muy bien con

temporalidad con que se desarrolla la inflamación neutrofilica tras la exposición a

CuSOa. Así, la distancia del miosepto a la ICM se encuentra aproximadamente entre 50

y 150 pm, y como se observa en la Figura 4d, el número máximo de neutrófilos en el

miosepto se alcanza tras los primeros 20 minutos de exposición a CuSO¿. De hecho, en

experimentos llevados a cabo en este modelo de inflamación se mostró que en larvas

preincubadas en un inhibidor de las oxidasas NADPH, DPI (diphenyleneiodonium), el

número de neutrófilos reclutados en respuesta al daño con CuSOa se reduce

significativamente (D'Alengon et a1.,2010), mientras que la sola incubación de larvas en

H2O2 no produce reclutamiento de neutrófilos en absoluto (Figura Suplementaria 4).

Estos datos sugieren que la señalización por H2O2 es crucial para la migración de los

neutrofilos a los neuromastos dañados con CuSO¿.

5.1.1.2 Rol de l¡s ciclooxigenasas (COX)

Las ciclooxigenasas son enzimas que catalizan la formación de prostaglandinas,

principalmente a partir de ácido araquidónico. Durante la inflamación, diversos

eslímulos (entre ellos el daño tisular, la fagocitosis y algunas inmunoglobulinas)

inducen la síntesis de ácido araquidónico por la fosfolipasa ,A,2 (Bertolini et al., 200'l). El

ácido araquidónico es el sustrato principal de las ciclooxigenasas que generan

99



endoperóxidos, entre ellos 1as prostaglandinas de 1as series D, E, F, e I (Bertolini et al.,

2001; Gilroy et a1.,2004).

Tanto en humano como en pez cebra, existen dos isoformas de las

ciclooxigenasas, las ciclooxigenasas 1 y 2 (COX-I y COX-Z), ambas codificadas por 2

genes en regiones sinténicas del genomas de humano y pez cebra (Plescott and Yost,

2002). Pese a que existen ligeras diferencias en las secuencias aminoacídicas de las

proteínas codificadas en humano y pez cebra,los perfiles farmacológicos de las enzimas

de pez cebra son prácticamente idénticos a los de las enzimas humanas (Grosser et al.,

2002). COX-I y COX-2 se expresan en general en los mismos tipos celulares y tienen la

misma ubicación intracelular, en e1 retículo endoplásmico y 1a envoltura nuclear

(Prescott and Yost, 2002). Mientras COX-I es una enzima expresada constitutivamente

que mantiene niveles basales bajos de prostaglandinas, que entre otfas funciones aluda a

proteger el epitetio gástrico; COX-2 es inducible, y produce grandes cantidades de

prostaglandinas en procesos como la inflamación y la carcinogénesis (Prescott and Yost,

2002).

Los resultados muestran un robusto efecto de los inhibidores generales de las

ciclooxigenasas sobre la infiltración de leucocitos en el miosepto de larvas expuestas a

CuSOa (Figura 6), a excepción de aspirin, que no provocó cambios significativos en el

número de células inmunes reclutadas (Figura 6d). Utilizando inhibidores específicos de

COX-I se obtuvieron resultados similares de inhibición del reclutamiento de leucocitos

(Figura 6, e y f). Estos datos sugieren un rol importante de COX-1 en 1a inflamación

neutrofilica, cuya iuhibición farmacológica parece ser suficiente para reducir el número
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promedio de células reclutadas al miosepto a niveles similares a los de las larvas control

no expuestas a CuSOa (Figura 6e). Experimentos simila¡es realizados con el inhibidor

específico de COX-2, NS-398, no son concluyentes, ya que la adición de BSA al medio

parece interferir con el efecto del CuSOq disminuyendo la respuesta de los controles

positivos (Figura Suplementaria 7).

5.1.1.3 Rol de c-met e¡ la inflamación inducida por daño con CUSO¿

Existe numerosa evidencia que vincula al factor de crecimiento de hepatocitos

(HGF), y su receptor, c-met, con la respuesta inmune (Mine et al., 1998; Skibinski,

2003). HGF, en su fbrma dimérica, se une a un receptor específico de superficie [amado

c-met (Boffaro et al., 1991). El recepfor c-met posee dos subunidades provenientes de un

mismo polipéptido por corte proteolítico, denominadas o y p. La subunidad a, de

aproximadamente 50 kDa, es completamente extracelular, mientras que la subunidad p,

de aproximadamente 145 kDa, atraviesa la membrana plasmática y contiene la actividad

tirosina kinasa de c-met, en el lado intracelular del receptor (Giordano et al., 1989b,

1989a). Se ha mostrado que la interacción HGFIc-met tiene un ro1 importante en

variados procesos, entre ellos la formación y mantención de órganos con epitelios, como

el hígado, intestino, pulmón y riñón; también en la migración y crecimiento de

músculos, regeneración de neuronas, hematopoiesis, angiogénesis, y adhesión y

migración de linfocitos (Skibinski, 2003).
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Se ha mostrado que todos los efectos biológicos reportados para HGF son

mediados por su interacción coí c-met, y en particular, se ha mostrado que HGF induce

tanto la adhesión de neutrófilos a células endoteliales como la transmigración de

neutrófilos (Skibinski, 2003). Estos antecedentes nos llevaron a estudiar el rol de c-rnet

en la inflamación inducida por daño con CuSO¿, Y los resultados obtenidos (Figura 7 y

Figura Suplementaria 8) sugieren un rcl para c-met en la inflamación neutrofilica en pez

cebra. En este sentido, se ha mostrado anteriormente que HGF y c-met lierren tn tol

crucial en la adhesión mediada por integrinas y la transmigración de neut¡ófilos a través

de cambios en el citoesqueleto activados por señalización vía PI3K y tirosina kinasa

(Mine et a1., 1998). De modo consistente con estos reportes, la inhibición farmacológica

de c-met reduce considerablemente la infiltración de neutrófilos al miosepto de 1a¡vas

expuestas a CuSO+ (Figura 7 y Figura Suplementaria 8), y ademrás parece reducir los

niveles de fosforitación de Akt, un blanco de PI3K, en larvas expuestas a CUSOa (Figura

17e y 17f). Si bien estos resultados podrían deberse a un bloqueo en la migración de los

neutróñlos y no implicar necesariamente un rol de c-met et\ la activación de Akt en

neutrófilos, la evidencia muestra consistentemente qüe c-met (y por tanto,

probablemente también HGF) tiene un rol en la migración intersticial de los neutrófilos

durante la inflamación inducida por daño con CuSO+ en pez cebra. Evidencia preliminar

muestra que la exposición a inhibidores de c-met afecta Ia migración del primordio de la

línea lateral (Viviana Gallardo, comunicación personal), 1o que sugiere un rol más

general para c-met qlj,e en la migración intersticial, probablemente en la adhesión

dependiente de integrinas durante la migración.
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5.1.1.4 Otras proteínas involucradas en el proceso de inflamación

Experimentos farmacológicos similares con diversos inhibidores muesfran que

tanto el roceptor de glucocorticoides (GR), JNK, y HIF-la tienen un rol en la

inflamación inducida por daño con CuSO¿ en larvas de pez cebra (Figuras 8 y 9) Eu

todos los casos, la pafiicipación en la inflamación ha sido documentada en otros

modelos de inflamación. Existe numerosa evidencia ya de la participación de los

glucocorticoides en la inflamación (Parrillo and Fauci, 1979; Lawte¡ce ef al',2002;

Gilroy et a1.,2004; Perretti and D'Acquisto, 2009), y también evidencia sugiere que la

expresión de mmpg está controlada por glucocorticoides (Hillegass et al. 2008). También

se ha mostrado un rol para JNK, que a través de Mkp-1 sería inhibida por la señalización

por glucocorticoides, en la migración intersticial de macrófagos durante la inflamación

en pez cebra y en la expresión de la metaloploteinasa de matriz 13 (MMP13) (Zhatg et

al., 2008). Finalmente, los ensayos de inflamación en presencia de 2-ME sugieren un rol

en la inflamación para HIF-1o. Estos resultados, en conjunto con expefimentos similares

realizados con 2-ME en la migración del primordio de la línea lateral posterior (Marjorie

Alvarez, comunicación personal), sugieren que HIF-1rr está involucrado en la migración

celular, lo que explicaría los resultados de su inhibición farmacológica tanto en la

inflamación, en la que se reduce significativamente el reclutamiento de neutrófilos

(Figura 9b); como en la migración del primordio de la línea lateral posterior, en el que la

migración se ve significativamente letrasada (Marjorie ÁWarez, comunicación

personal). Esto resulta coherente con reportes recientes en los que se describe la
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participación activa de HIF-10 en la movilidad de los neutrófilos durante la resolución

de la inflamación en larvas de pez cebra (Elks et al., 2011).

Los ensayos de inflamación en presencia de moléculas de conocida actividad

antinflamatoria, además de mostrar como controles positivos la capacidad de esta

metodología de detectar la inhibición del reclutamiento de cé1ulas inmunes al miosepto

de las larvas, sugieren que existe una amplia conservación entre 1os mecanismos

involucrados en el proceso de inflamación inducida por daño con CuSO+ en lawas de

pez cebra y los ya esfudiados antes en otros modelos.

5.1.2 La infl¿mación inducida por daño con CuSO¿ entre otros modelos de

inflam¿ción en pez cebra

Si bien la respuesta inflamatoria en el pez cebra ha sido ampliamente estudiada

mediante diversos modelos de inflamación (Renshaw et al. 2006; Hall et al. 2007;

Mathias et al. 2OO7; Cvejic et al. 2008; Nietlammer et al. 2009; Mathias et al. 2009;

Gray et al. 2011),la gran mayoría de los ensayos usados para estudiar la inflamación se

basan en el daño fisico (Renshaw et al. 2006; Yoong et al. 2007 Hall et al. 2007; Yoo et

al. 2010) o en una condición de inflamación crónica inducida genéticamente (Mathias et

a1.,2007; Cvejic et al., 2008). En el caso de los ensayos basados en el daño fisico, la

manipulación de cada larva por separado introduce problemas de reproducibilidad y

además limita el número de individuos que puede ser estudiado en cada experimento. A

causa de estas dificultades, las metodologías que implican daño físico son poco
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aplicables a experimentos de screening a gran escala. Por otro lado, las estrategias que

utilizan larvas en las que se ha inducido inflamación crónica hacen imposible controlar

la inflamación en tfuminos temporales,

extensión espacial en el tejido (Mathias

en ocasiones, tampoco en términos de

al., 2007). Además, pese a ser sistemas

ideales para estudiar enfermedades causadas por alteraciones genéticas (Walters et a1.,

2010), implican alteraciones muchas veces desconocidas como modelos generales de

inflamación.

El modelo de inflamación inducida por daño con CuSO+ se distingue

principalmente por ser inducido químicamente, lo que implica una serie de ventajas en

términos de facilidad de manipulación y reproducibilidad. Ya que e1 profocolo consiste

básicamente en disponer las larvas en placas de Petri o de 6 o más pocillos, y agregar

una solución de CuSO¿ de concentración fija, es posible utilizar graudes números de

larvas en cada experimento, y en el caso de aplicaciones de screening a gran escala,

pueden usarse dispositivos automatizados de manejo de líquidos para inducir la

inflamación en gran número de larvas simultáneamente. El daño de los neuromastos

ocasionado por el CuSOa y la posterior infiltración de leucocitos son altamente

reproducibles, y la posibilidad de detonar la inflamación en todas las larvas

simultáneamente y en gn¡po reduce la variabilidad entre individuos, y permite evitar

diseños experimentales complejos con análisis pareado, como es necesario en los

modelos de inflamación que implican alta variabilidad de la respuesta entre individuos

(Loynes et al., 2010). Para desanollar un protocolo automatizado, tomamos ventaja de la

transparencia de las larvas de pez cebra y de la existencia de una amplia variedad de

v
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líneas transgénicas, sin embargo, es posible realizar ensayos similares prescindiendo de

larvas transgénicas, mediante el uso de tinciones histoquímicas (Figura Suplementaria

5), inmunohistoquímica e inmunofluorescencia (Figuras 17 y 18), e hibridación in slln

(Figura 2l y Figula Suplernentaria l6).

5.1.3 Metodología automatizada de detección de actividad antinflamatoria

Como ya se describió, la inducción química de un daño tisular que causa el

reclutamiento de leucocitos resuelve problemas de reproducibilidad y linritaciones de

número de lawas por experimento, al descartar la necesidad de daño físico a las larvas.

Sin embargo, en e[ desanollo de una metodología automatizada de screening es común a

todos los modelos de inflamación la necesidad de una delimitación automática del área

de tejido dentro de la cual cuantificar la infrltración de células inmunes. En modelos en

los que se realiza daño físico a las larvas, como el corte de cola, la delimitación del área

de daño es dificil debido a que existe gran variabilidad entre las heridas inferidas a las

larvas, lo que hace cambiar también el área de interés para la cuantificación en cada

caso, y además, la gran mayoría de las técnicas basadas en CA}i4 (computer aided

microscopy) dependen fuertemente de una correcta orientación de las larvas para realizar

la identiftcación, algo muy dificil de conseguir de modo automático. En el modelo de

inflamación inducida por daño con CuSO¿, utilizamos la existencia de numerosas líneas

transgénicas dar solución a estos problemas. La delimitación automática del área dañada,

y de cuantificación de la infiltración de células inmunes, se basa en el uso de larvas
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dobles transgénicas Tg(/ysC. :Ds.RED 2; cldnB::GFP) que, como se explica en 1a sección

4.1.4 (Figura 10), cxpresan GFP en las células de la línea lateral y DsRED2 en los

leucocitos. Esto permite que un programa especialmente diseñado reconozca los

neuromastos en el canal verde, los defina como área de interés, y luego realice la

cuantificación en el canal rojo. Esta estrategia permite la automatización de la

delimitación del área del daño y de la cuantificación de la infiltración de células inmunes

en ella. Además, ya que cada neuromasto por separado es una herida en la que es posible

medir el $ado de infiltración de leucocitos, el sistema depende muy poco de la

orientación de las larvas. Básicamente, cualquier larva que quede de lado (mostrando

uno de sus costados) puede ser sometida a análisis para la identificación de sus

neuromastos. Esta orientación se consigue con facilidad en gran parte de las larvas

simplemente centrifugando a baja velocidad la placa, de modo que aproximadamente el

70 oA de las larvas quedan en orientaciones que permiten el análisis siu necesidad de ser

orientadas manualmente. Así, la rnetodología automatizada basada en Ia inflamación

inducida por daño con CuSOa reproduce los resultados obtenidos cn experimentos

realizados manualmente, tanto en términos de la respuesta ante otros metales pesados

(Figura lla y 11b) corno en la identificación del efecto antinflarnatorio de algunas

moléculas (Figura I lc y 11d).

Es importante señalar que en un screening automatizado realizado utilizando el

ensayo de inflamación inducido por CuSOa, no se podría distinguir sin experimentos

adicionales entre efectos autinflanatorios específicos, inhibición de la movilidad celular

y protección de las células ciliadas de la rnuerte celular. En todos los casos mencionados
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un ensayo de inflamación inducida por daño con CuSO¿ mostraría como resultado una

disminución en el reclutamiento de leucocitos a los neuromasfos. Las moléculas

candidato deberían entonces ser sometidas a expefimentos adicionales para determinar el

aspecto específico del comportamiento de 1as células inmunes que está siendo

pefturbado. A pesar de esto, los resultados de los ensayos de inflamación realizados con

preincubaciones con inhibidores de PI3K seguidas de lavados y luego exposición a

CuSO¿ en ausencia de los inhibidores (ver Figura Suplementaria 14) sugieren que los

resultados obtenidos en ensayos similares sin lavar los inhibidores (ver Figura 16) no

son consecuencia de una interferencia de los inhibidores con el daño provocado por [a

exposición a CuSO¿, como sucedería en el caso hipotético de que los inhibidores,

moléculas orgánicas en general, quelaran los iones Cu2*. Estos resultados además

muestran que la posible interferencia de 1as moléculas orgánicas con la acción de los

iones Cu2* no es un evento tan frecuente para afectar los resultados, o la magnitud de su

efecto es más bien acotada y no es suficiente para alterar significativamente el

reclutamiento de los leucocitos,

5,1.4 Otras aplicaciones del ensayo de inflamación inducido por daño con CUSO¿

Pese a que la más impofante aplicación del modelo de inflamación inducida por

daño con CuSO¿ es el estudio dei proceso de inflamación mismo (ver secciones 4'3 y

4.4) y, a través de la metodología automatizada (descrita en la sección 4.1'.4)' la

identificación de nuevas molécu1as de propiedades inmuno-moduladoras, es posible
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valerse de las ventajas de este ensayo para estudiar otras áreas estrechamente

relacionadas.

La más cercana aplicación de este modelo de inflamación es el estudio de la

resolución de la inflamación (sección 4.2). En este sentido, los resultados de

experimentos en los que se utilizaron inhibidores de PI3K (Figura 20) constituyen un

antecedente para el desarrollo de una metodología de evaluación de actividad

antinflamatoria comparable a la desarrollada en la inflamación. Además, ya que la

resolución de la inflamación en este modelo ocurre más rápido que en otros modelos de

estudio (Renshaw et al. 2006; Loynes et al. 2010; Elks et al. 201l), existe la posibilidad

de rcalizar observaciones in vivo del comportamiento de las células inmunes durante

parte importante de la resolución utilizando microscopía de tiempo extendido (Figura

Suplementaria 9), lo que pennite esrudiar in viyo el comportamiento de las células

inmunes du¡ante la resolución en términos de su movilidad, direccionalidad y otros

parámetros cinéticos (Foxman et al., 1999).

La metodología automatizada que se desarrolló para la detección de moléculas

de actividad antinflamatoria puede ser aplicada también para el screening de genes

involucrados en la inflamación y, eventualmente, en la resolución de la inflamación

también. Si bien fue desarrollada para identificar moléculas de propiedades inmuno-

moduladoras, las ventajas de reproducibilidad y automatización de esta metodología

pueden aplicarse también a screenings de ganancia y pérdida de función, usando

morfolinos, por ejemplo, y también en peces mutagenizados. En este sentido existe ya
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evidencia preliminar de que el ensayo de inflamación inducida por daño con CUSO¿

permite identificar mutantes de inflamación (D'AIengon et al., 2010).

Finalmente, el modelo de inflamación inducida por daño con CuSO,r puede ser

aplicado al estudio de otros procesos relacionados a la inmunidad, como la relación entre

la respuesta inmune y la regeneración. Así, el daño con CuSOa, reclutamiento de

leucocitos, y posterior regeneración de 1as células ciliadas de los neuromastos de la línea

lateral pueden servir como modelo de estudio del efecto que la infilt¡ación de células

inmunes en los neuromastos tiene en la regeneración de las células ciliadas.
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5,2 Resolución de la inflamación inducida por daño con CuSO¿

Una vez caraclet',zada la inflamación inducida por daño a los neuromastos con

CuSOa es posible describir el proceso que sucede tras la inflamación, la resolución,

realizando cambios mínimos al protocolo experimental. La resolución dc la inflamación

permite el restablecimiento de la homeostasis tisrlar, limitando el daño que las células

inmunes reclutadas al foco de inflamación pueden ocasionar a otros tejidos. En

mamíferos, la resolución de la inflamación es un proceso activo en el que gran parle de

los neutrófilos, y en general de las células polimorfonucleadas, entra en apoptosis para

ser después fagocitados por macrófagos, proceso denominado esferocitosis. Finalmente,

algunos de estos macrófagos entran en apoptosis y otros migran retrógradamente

alejándose del foco de inflamación (Lawrence et a1.,2002; Gilroy et a1.,2004; Serhan et

al., 2007). Esto implica que la mayor parte de los neutrófilos reclutados durante el

proceso de inflamación son después retirados por macrófagos que los fagocitan una vez

que enh'an cn apoptosis, y la migración retrógrada de neutrófilos, es un comportamiento

muy poco frecuente en la resolución de la inflamación en mamiferos, que sólo

recientemente ha sido observado (Woodfin et al., 201l). En pez cebra, se han observado

tanto la apoptosis de neutrófilos (Loynes et al., 20L0; Elks et al., 2011), corno la

migración retrógrada (Mathias et al. 2006; Hall et al. 2007). Sin embargo, en los

modelos de inflamación estudiados en pez cebra, la apoptosis de neutrófilos parece ser

muy infrecuente: en un modelo en que se hace una incisión en la parte ventral de la aleta

caudal de larvas de pez cebra no se reportó apoptosis en absoluto (Hall et al. 2001), y en

otro modelo de inflamación en el que se corta la porción más posterior de la aleta caudal
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sc reportó que aproximadamente el 4,4 % de los neutrófi1os entra en apoptosis durante la

resolución de la inflamación (Loyres et al., 2010). En contraste con lo reportado en

mamíferos, en pez cebra se ha observado que la mayor parte de los neutróf¡los abandona

el foco de inflamación por migración retrógrada (Mathias et al., 2006; Elks et al., 2011).

En la Figura Suplernentaria 9 se muestra que en el proceso de resolución de la

inflamación inducida por daño con CuSO¿ la mayoría de los leucocitos abandona el

tejido dañado a través de migración intersticial. De las 14 larvas estudiadas por

microscopía de tiempo extendido, no se observaron casos de leucocitos que muestren

señales de entrar en apoptosis o de entrar a la circulación sanguínea durante las primeras

4 horas de resolución de la inflamación. Pese a que no se descarta la posibilidad de que

una fracción de los leucocitos entre en los vasos sanguíneos, sea fagocitado o enhe en

apoptosis durante la resolución de la inflamación, la migración intersticial es el

comportamiento mayoritario de los leucocitos durante la resolución de la inflamación

inducida por daño con CuSOa. De hecho, tomando en cuenta que se realizaron 8

experimentos de microscopía de tiempo extendido independientes en los que se

observaron las primeras horas de resolución de la inflamación en un total de 14 larvas

(lo que implica la observación de -250 neutrófilos), es posible estimar que la apoptosis y

fagocitosis de leucocitos suceden en menos del 7 Yo de las larvas y en menos del 0,4 o/o

de los neutrófilos.

La razón de las diferencias entre los modelos de resolución de la inflamación en

pez cebra podría estar relacionada con la magnitud del daño tisular con que se provoca [a

inflamación inicial. En este sentido, el daño químico a los neurornastos de la línea lateral
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con CuSOa parece ser muCho más leve que el modelo de cortc de la aleta caudal

(Renshaw et at.2006; Loynes et al. 2010). Por un lado, mientras la exposición a CuSO¿

10 ¡rM por 2 horas provoca la muerte de las células ciliadas de los neuromastos y de

algunas de las células accesorias (Hernández ef al. 2007; Olivari et al. 2008), en el caso

del cofie de la aleta caudal se está amputando un tejido varias veces más extenso. Como

consecuencia de ello, existen también diferencias en las respuestas inflamatodas, que

podrían dar cuenta de las diferencias que se observan durante la resolución. En el caso

del daño con CuSOa, es posible descartar la solución de CuSO¿ tras 2 horas de

exposición y observar que el número de neutrófilos en el área del daño comienza a

disminuir rápidamente (Figura l3), y en el modelo de corte de la aleta caudal, sin

cmbargo,6 horas después de realizado el corte el número de neutrótllos recién llega a su

punto más alto (Renshaw et al. 2009). Esto podria indicar que la respuesta inflamatoria

al corte de la aleta caudal es rnás aguda que la inducida por el daño con CuSOa, de

hecho, mientras la primera concentra un gran número de leucocitos en el borde de la

cola, el protocolo de daño quírnico implica la migración de leucocitos a varias heridas

distintas (una en cada neuromasto), dc modo que los leucocitos sc distribuyen entre los

neuromastos dañados en números menores por neuromasto (1 - 10), que los que se

observan en el corte de aleta caudal (10 - 40) (Loynes et al., 2010).

En términos cuantitativos, se ha reportado en trabajos en mamíferos, que el

número de células polimorfonucleadas (equivalentes a los neutrófilos de pez cebra) en el

foco de la inflamación decrece exponencialmente durante la resolución (Rossi &

Sawatzky 2008). Los resultados de cuantificación de neutrófilos durante la resolución de
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la inflamación inducida por daño con CuSOa en pez cebra muestran que al igual que en

mamíferos, el número de neutrófilos desciende exponencialmente durante la resolución

de la inflamación (Figura Suplementaria l0a), pese a que la evidencia indica que en

ambos modelos tal proceso no oculre por los misrnos mecanismos, como ya se

mencionó. El hecho, aparentemente contradictorio, de que en modelos de resolución de

la inflarnación en los que los neutrófilos se comportan muy distinto en términos

generales (apoptosis en mamíferos y migración retrógtada en pez cebra), sus números

evolucionen de modo similar a través del tiempo, podría estar relacionado con la

conservación que se ha descubierto de numerosas moléculas y vías de señalización,

además de intermediarios lipídicos (Gilroy et a1.,2004; Elks et a1.,2011), que controlan

el desarrollo en el tiempo del proceso. Más aÍrn, a pesar de las diferencias en los

comportamientos más frecuentes de los neutrófilos, existen otras similitudes en los

procesos de resolución de la inflamación de mamíferos y del pez cebra. Abundante

evidencia en mamíferos muestra la llegada de monocitos, que se diferencian en

macrófagos, más tarde que los neutróñlos al foco de la inflamación. Esta diferencia se

rnantiene en la resolución, de modo que el número de neutrófilos comienza a disminuir

mucho antes que el de macrófagos (Lawrence er al.2002; Serhan et a[. 2007; Rossi &

Sawatzky 2008). En este sentido, los resultados de las Figuras 14 y 15 sugieren que

también en la resolución de la inflamación en pez cebra es posible observar este

comportamiento, como ya se ha reportado en el caso del modelo de cofe de aleta caudal

(Ellett et a1.,2011), donde al parecer los macrófagos pernanecen mucho más tiempo en

el sitio del daño que los neutrófilos, que migran alejándose rápidamente de las heridas

desde el momento er1 que se descarta el CuSO+ del medio de las larvas. Los
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experimentos en que se compara el curso de la resolución de la inflarnación en larvas

transgénicas BACmpx::GFP y IysC::EGFP (Figura Suplementaria l0 y Figura l4) y en

larvas dobles transgénicas Tg(lvsC::DsRED2; BACmpx::GFP) (Figura l5), sugieren que

mientras el número de neutrofilos en el miosepto de las larvas desciende

exponencialmente durante las primeras horas de la resolución (Figura Suplementaria

l0a), existen otros leucocitos mieloides, que en el doble transgénico Tg(lysC::DsRED2;

BACmpx::GFP) coresponden a células que expresan mayores niveles de DsRED2 en

comparación con GFP (Figura 15, puntos rojos), cuyo número en el miosepto de las

larvas durante la resolución desciende también exponencialmente pero con mayor

lentitud (Figura Suplementaria l0b), de modo que durante $an parte de la resolución su

nirmero en el miosepto de las larvas es mayor al de neutrófilos (Figura 14). Más aún, de

modo consistente con las diferencias observadas en los comportamientos de las células

marcadas en las larvas transgénicas BACmpx: :GFP y lysC::EGFP, en los experimentos

de inhibición farmacológica de PI3K realizados para evaluar un posible rol de PI3K en

la resolución, se observa que la presencia de inhibidor de PI3K cambia de modo distinto

en cada transgénico el número de cé1ulas marcadas en el miosepto de las larvas durante

la resolución (Figura 20). Este experimento, además de sugerir un rol para PI3K en la

resolución (ver sección 5.3), sugiere por una vía distinta que en efecto las células

marcadas en los transgénicos BACmpx::GFP y lysC::EGFP no son iguales, hecho

reportado anteriormente (Hall et al. 2007; D'Alengon et al. 2010), ya que sus respuestas

ante la inhibición de PI3K son distintas y opuestas. En este sentido, los resultados de

inhibición de PI3K durante la resolución sugieren que la exposición a wortmannin está

interfiriendo con funciones distintas de PI3K en los distintos tipos celulares. Así, a pesar



de que independiente del transgénico usado sólo observamos migración retrógrada

durante la resolución, la inhibición de PI3K, quc en ambos tipos celulares debiese

interferir la movilidad celular (como se discute en la sección 5.3) haciendo aumentar el

uumero promedio de células en el rniose¡rto respecto a las condiciones control (como se

observa para los neutrófilos en la Figura 20a), en el transgénico lysC::EGFP produce tn

aumento del número promedio de células en el miosepto. Esto sugiere que en estas

células la inhibición de PI3K está afectando otro proceso celular, posiblemente la

inhibición de la apoptosis (sin descartar que afecte también la movilidad), indicando

otras diferencias de estos leucocitos respecto de los neutrófilos.
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5,3 Rol de PI3I«Akt en la inflamación lnducida por daño con CuSOa

La inflamación inducida por daño con CuSO¿ a los neuromastos de pez cebra es

un modelo útil de migración intersticial de leucocitos, en la que se postula PI3K tiene un

rol central. A pesar de que existe variada evidencia que sugiere un ro1 de PI3K en la

migración intersticial (Sasaki et al., 2000; Ferguson er a1-,2007), gran parte de esta

evidencia debe ser revisada a la luz de otros reportes que sugieren que PI3K regula la

salida de los leucocitos de los vasos sanguíneos en vez de la migración intersticial

propiamente tal (Liu et al. 2007; Stephens et al. 2008). En este cuadro, nuestros

resultados aportan evidencia que sugiere un rol de PI3K en la migración intersticial, de

modo consistente con otros trabajos realizados en pez cebra (Yoo et al', 2010) y medaka

(Oryzias latípes) (Grabher ef 41.,2007).

Como muestra la Figura Suplementaria 1, en 1a que no se observan leucocitos

saliendo de la ci¡culación para migrar hacia los neuromastos dañados, 1a gran mayoría

de los leucocitos reclutados a los neuromastos llega por migración intersticial desde la

ICM y otros sitios a lo largo del tronco y la cola de las larvas. Por esta razón, pese a que

no se puede descartff en absoluto que algunos leucocitos abandonen la circulación para

migrar luego a los sitios de daño, asumiremos en base a las observaciones que la mayor

parte de los leucocitos reclutados 1legan por migración intersticial. Los resultados de

experimentos de inhibición farmacológica de PI3K (Figura 16) muestran que es posible

abolir casi por completo e1 reclutamiento de leucocitos con concenttaciones crecientes

de inhibidores (ver Figura 16a, LY294002 100 ¡rM y Figura 16b, wortmannin 5 ¡tM)'

Dado que el reclutamiento de leucocitos se da mayoritariamente por migración
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intersticial, la abolición casi completa del reclutamiento dc leucocitos sugiere un rol de

PI3K en la migración intersticial misma, sin descartar la posibilidad de que PI3K

también tenga un papel en la migración transendotelial de los leucocitos. De modo

similar, en la ¡esolución de la inflamación inducida por daño con CUSOq hemos

observado que la mayor parte de los neutrófilos abandonan el tejido dañado por

migración intelsticial, y, en el caso de los neutrófilos, la inhibición farmacológica de

PI3K retarda significativamente la resolución de la inflamación (Figura 20a), medida en

términos del número de neutrofilos en el miosepto. Probablemente, el rol de PI3K en la

migración intersticial que nuestros resultados indican esté relacionado con la activación

de Rac y la polimerización de actina en las prohusiones del leading edge de los

neutrófilos y con la polarización de las células, tal como se ha reportado antes (Yoo et

al., 2010). En este sentido, experimentos similares de inhibición farmacológica de PI3K,

realizados en el primordio de la línea lateral, muestran resultados similares (Figura

Suplementaria 13), lo que sugiere que mecanismos similares a los descritos en los

neuhófilos (Yoo et al., 2010) podrían participar en la migración del primordio.

A continuación, estudiamos Akt (también conocido como PKB), uno de los

principales blancos descritos de PI3K (Franke et al., 2003; Juntilla and Koretzky,2008;

Weichharl, 2008). Los resultados muestran un aumento de los niveles de Akt

fosforilado, su forma activa, en células alrededor de los neuromastos en larvas expuestas

a CuSO+ (Figura l7b y Figura l8) y también en células relativamente alejadas de los

sitios de daño (Figura Suplementaria 15b). Los experimentos de inmunohistoquímica en

larvas preincubadas en inhibidores de PI3K y c-met stJgreren po¡ un lado que la
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activación de Akt observada es dependiente de PI3K (Figura 17c y l7d) y de c-met

(Figura 17e y 17f), sin embargo es necesaria más evidencia para confirmarlo. Por otro

lado, estos resultados sugieren también que la activación de Akt se da, al menos en

paÍe, en células inmunes (Figura l7). Experimentos posteriores de imnunofluorescencia

doble confinnan Ia activación de Akt en neutrófilos de larvas expuestas a CuSOq (Figura

l8 y Figura Suplementaria 15, columna derecha). Es interesante notar que la activación

de Akt en células de [a ICM observada por inmunohistoquímica en larvas control

(Figura l7a), no ocurre en los neutrófilos (Figura Suplementaria 15, columna izquierda),

sino en otro tipo celular. Los resultados muesfan también que en neutrófilos de larvas

expuestas a CuSO¿ ocurre una activación de Akt (Figura 18a) aparentemente mayor que

la observada en neutrófilos de larvas conhol (Figura 18d) y que a mayores

concentraciones de CuSOa es posible observar activación de Akt en otros tipos celulares

en los neuromastos dañados (Figura l8g y Figura Suplementaria l5f, triángulo blanco).

La activación de PI3K/Akt en los neutrófilos podría estar relacionada también con la

inhibición del programa apoptótico, como ya se ha reportado en otros modelos (Tsuruta

et a1.,2002; Xu et al., 2010).

Los resultados obtenidos sugieren la activación dependiente de PI3K de Akt en

los neutrófilos en condiciones de inflamación inducida por daño con CuSO¿.

Experimentos de inhibición farmacológica de Akt muestran que el reclutamiento de

neutrófilos al miosepto de larvas expuestas a CuSO¿ no es afectado significativamente

por la inhibición de Akt (Figura l9). Estos datos sugieren que si bien Akt se activa en

neutrófilos durante la inflamación inducida por daño con CuSO¿ (Figura 18 y Figura
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Suplementaria 15, columna derecha), no patece tener un rol en la migración intersticial

de los neutrófilos hacia 1os neuromastos dañados (Figura 19).

Dado que se ha reportado que PI3K está implicada tanto en la migración

intersticial de leucocitos (Sasaki et a1.,2000; Yoo et al.,2010; Rickert et al',2010) como

en el control de la apoptosis (Tsuruta et al., 2002; Franke et a)..,2003; Sousa et al ,

2009), y ambos son procesos fundamentales en la resolución de la inflamación (Serhan

et al., 2007), nos interesó estudiar el rol de PI3K en la resolución de la inflamación

inducida por daño con CuSO¿ (Figura 20). En pez cebra, se ha reportado que la

resolución procede principalmente por migración intersticial de los neutrófltlos, que

abandonan el sitio de la inflamación (Mathias et a1.,2006; Loyres et al., 2010), y en

menor medida, también por apoptosis de los neutrófilos reclutados (Loynes et a1., 2010).

En el proceso de resolución que sucede tras la inflamación provocada por el daño a los

neuromastos con CuSO+, hemos observado también una prevalencia de la migración

intersticial de neutrófilos (Figura Suplementaria 9) por sobre la apoptosis, no observada,

pero tampoco descartada. Los experimentos de inhibición farmacológica de PI3K

durante la resolución (Figura 20) muestran respuestas distintas a la inhibición de PI3K

en distintos transgénicos. Por un lado, en larvas tran sgénicas BACmpx..'GFP, que poseen

neutrofilos que expresan GFP, la inhibición de PI3K inmediatamente después de

descartar el CuSO¿ provoca un aumento estadísticamente signiñcativo del número

promedio de neutrófilos en el miosepto tras 4 horas de resolución (Figura 20a). Este

resultado se relaciona posiblemente con la perturbación de la activación de Rac y la

polimerización de actina en 1as proüusiones del leading edge de los neufófilos, causada
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por la inhibición de PI3K, como ya ha sido descrito en un modelo de inflamación en pez

cebra (Yoo et al., 2010). Por otro lado, el mismo experimento realizado en larvas

transgénicas l¡tsC: :EGFP, cuyos leucocitos mieloides expresan EGFP, muestra una

reducción estadísticamente significativa del número de leucocitos en el miosepto de las

larvas tras 2 horas de resolución (Figura 20b). Este resultado, en aparente contradicción

con el obtenido en larvas BACmpx.:GFP (Figura 20a), podría ser explicado por el hecho

de que ambas líneas transgénicas no marcan exactamente las mismas poblaciones

celulares y por la apoptosis de células inrnunes durante la resolución. El hecho de que

las líneas transgénicas BACmpx::GFP y lysC::EGFP no marcan los mismos grupos

celulares ya ha sido documentado (Hall et al. 2007; D'Alengon et al. 2010), y se ha

mostrado además que una parte de las células lysC:;EGFP* en este transgénico, expresa

también el gen de la peroxidasa mieloide (mpx) (Hall et al. 2007). Más aún, la

observación comparada de la resolución de la inflamación inducida por daño con CuSO¿

en ambas líneas transgénicas muestra claras diferencias entre ambas (Figuras 14 y 15,

ver sección 5.2 para más detalles). Entonces, es posible sugcrir que la inhibición

farmacológica de PI3K en la Figura 20b afecta a células tysc::EGF?* lBACmpx::GFp',

en las que interrumpiría 1a inhibición de PI3K sobre la apoptosis vía Akt, acelerando la

resolución, como se ha reportado en leucocitos, en otros modelos (Lindemans & Coffer

2004; Pinho et al. 2005; Rossi et al. 2007; Sousa et al. 2009; Xu et al. 2010).
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5,4 Rol de la metaloproteinasa de matriz 9 (MMP9) en la inflamación inducida por

daño con CuSOa

Evidencia de nuestro laboratorio de experimentos de microarreglos sugería la

inducción de la metaloproteinasa de matriz 9 (MMP9) en larvas expuestas a CuSO¿

(Viviana Gallardo, comunicación personal; Peña, 2011), concentrada en los neuromastos

de la línea lateral (D'Alengon et a1.,2010). Estos datos, en conjunto con la abundante

evidencia de un rol de MMP9 en la inflamación en mamíferos (Opdenakker et a1.,2001;

Parks et a1.,2004), nos llevaron a estudiar el posible rol de MMP9 en la inflamación

inducida por daño con CuSO¿ en larvas de pez cebra. Los experimentos de

microarreglos en los que larvas de pez cebla fueron expuestas a CuSO+ 100 ¡rM durante

6 h muestran que los mensajeros de algunas metaloproteinasas de matriz, entre ellas

MMP9, son robustamente sobreexpresados en larvas expuestas a CuSO¿ (Viviana

Gallardo, comunicación personal). Análisis posteriores de hibridación in situ muestran

que en estas condiciones la sobreexpresión de mmp9 se concentra en células alrededor

de los neuromastos de la línea lateral posterior, anterior y en las fosas nasales

(D'Alengon et al., 2010). La inflamación inducida por daño con CuSO¿ a los

neuromastos de larvas de pez cebra nos sirvió entonces como modelo para el estudio del

rol de la metaloproteinasa do matriz 9 (MMP9) en la inflamación in vivo.

Los experimentos de hibridación /r? sil¡r muestran un robusto aurnento en los

niveles de transcrito de mmp9 en condiciones de inflamación en células alrededor de los

neuromastos a Io largo de la linea lateral (Figura 2l y Figura Suplementaria l6). Si bien

no puede descartarse que parte de la expresión de mmp9 ocurra en células dc los
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neuromastos o del tejido circundante, hay razones para sugerir que la inducción de la

expresión de mmp9 que vemos en [a Figura 2l y la Figura Suplementaria 16 se debe

principalmente a células inmunes reclutadas a los neuromastos dañados con CuSOa. Por

un [ado, al observar la expresión de mmp9 en la larva control (Figura 2la) vemos que

gran parte de ella se concentra en células distribuidas en la ICM, y ocasionalmente, en el

miosepto, un patrón muy similar a la distribución de los leucocitos (comparar con la

Figura 2, a y b). En esta misma línea, la expresión de mmp9 enlarvas expuestas a CuSO¿

l0 ¡rM por 2 horas (Figura 2l b) muestra que hay células que expresan mmp9 en la ICM,

gnrpos de ellas alrededor de los neuromastos y algunas aisladas a lo largo del miosepto,

de modo similar a la disposición de los leucocitos en las mismas condiciones (comparar

con la Figura 2, c y d), lo que sugiere que parte de los leucocitos reclutados a los

neuromastos dañados y de los residentes en la ICM expresan mmp9. Además, el patrón

de células que expresan mmp9 no es constante a través de distintas larvas. Tal como

sucede con los leucocitos reclutados al miosepto de las larvas expuestas a CuSOa, en que

la distribución de los leucocitos alrededor de los neuromastos de la linea lateral posterior

justo después del tratamiento con CuSO¿ es variable entre diferentes individuos, la

expresión de mmp9 en condiciones de inflamación es variable entre distintas larvas, lo

que sugiere que se trata de células en movimiento.

Los resultados sugieren que mmp9 se expresa mayoritariamente en leucocitos

tanto en la ICM en condiciones normales, como una vez que han migrado a los

neuromastos en condición de inflamación. En trabajos realizados en pez cebra y en

mamíferos, existe numerosa evidencia que indica qu;e mmpg se expresa en células
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inmunes. En mamíferos, mmpg se expresa principalmente en neutrófilos (células

polimorfonucleadas) y eosinófilos (Dahlen et a1., 1999), y su expresión se induce en

condiciones de inflamación (opdenakker et a1.,2001;won et a1.,2007; Dos Santos et

al., 2009). De modo similar, en pez cebra existe evidencia de que mmp9 se expresa en

neutrófilos (Yoong et a1.,2007; Mathias et al., 2009) y también de la inducción de la

expresión de mrup9 en condiciones de inflamación (Yang et a1',2001; Yoong et al ,

2007; Yoshinari et a1.,2009; Volkman et a1.,2010). Más aún, experimentos en los que se

sometieron larvas de pez cebta a radiación ionizante a las 3 hpf, muestran un

significativo aumento de la expresión de mmpg (ver Figura Suplementaria 17),

aparentemente dependiente de la dosis de radiación. Estos datos sugieren que el daño

tisular podría tener un ro1 importante en 1a inducción de la expresión de mmp9 en pez

cebra, tal como se ha observado en mamiferos (Parks, 1999; Parks et al , 2004) En este

sentido, es interesante el hecho que en mamíferos se ha reportado que la expresión de

mmpg es constitutiva en los neutrófilos, e inducible en monocitos, linfocitos, células

dendríticas y fibroblastos (opdenakker et al., 2001), lo que coincide con los resultados

que se muestran en 1a Figura 21, en la que por un lado la larva control (Figura 21a)

muestra la expresión de mmpg en ausencia de inducción por daño tisular (que sería la

expresión constitutiva), que se concentra en células en la ICM que podrían ser

neutrófilos; y por oho lado, ante un daño tisular (provocado por la exposición a CuSO¿)

se observa (Figura 21b) la inducción de la expresión de mmpg posiblemente en algunos

otros tipos celulares, probablemente macrófagos y células del tejido adyacente a 1os

neuromastos. Es posible observar un comportamiento similar a nivel de proteína, en

experimentos de inmunofluorescencia (Figura 23).
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A nivel de la expresión de protcína, los experimentos de inmunofluoresccncia

muestran la inducción de MMP9 en el área de los neuromastos de larvas expuestas a

CuSOa 10 pM por 2 horas (Figura 22), lo qe es parcialmente consistente con los

resultados obtenidos respecto de la expresión de mensajeros de mmp9. Por un lado, la

inducción de MMP9 en el á¡ea de los neuromastos en larvas expuestas a CuSOa (Figura

22) se correlaciona muy bien con el aumento en los niveles de transcrito de mmp9 que se

muestra en la Figura 2lb. Estos datos muestran que la inducción del gen mmp9 se ve

acompañada por la presencia e inducción de la proteína MMP9. Por otro lado, se ha

mostrádo que los neutrófilos acumulan MMP9 en gránulos (Opdenakker et al., 2001), y

los experimentos de hibridación ir sil¿r muestran que mmp9 se expresa en células en la

ICM en condiciones control (Figura 21a), pero en los experimentos de

inmunofluorescencia de MMP9 no se observan células que expresen MMP9 en la ICM

(Fi,gra 22). Esto podría explicarse por una deficiente penetración del anticuetpo contra

MMP9 en el tejido, cosa que se observa con el anticuerpo contra tubulina acetilada, con

el que en algunas larvas no se logró marcar el nervio de la línea lateral posterior.

Experimentos posteriores de inmunofluorescencia confirman el hecho, sugerido por lo

experimentos de hibridación in situ (Frgora 2l y Figura Suplementaria 16), que parte de

la expresión de MMP9 sucede en los neutrófilos (Figura 23). Adernás, se observa que

mientras los neutrófilos expresan MMP9 tanio en condiciones control como de

inflamación, en otros tipos celulares que no expresan MMP9 en condiciones control se

induce la expresión de MMP9 durante la inflamación, de modo similar a lo que se ha

reportado en otros modelos (Opdenakker et al., 2001).
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Adernás, de modo complementario al hecho reportado de que 1os mensajeros de

mmp9 se expresan en la 1ínea lateral de pez cebra en condiciones control (Gallardo et a1.,

2010), los experimentos de inmunofluorescencia muestran la presencia de proteina

MMP9, en niveles muy bajos, en los cilios de las células ciliadas de los neuromastos de

la línea lateral posterior (Figura Suplementaria l8).

A continuación, nos concentramos en el estudio de un posible rol de MMP9 en la

inflamación, para lo cual utilizamos un inhibidor de la actividad gelatinasa de MMP9.

Los experimentos de inhibición fannacológica de MMP9 muestran un descenso

significativo del número de neutrófrlos reclutados al miosepto de larvas expuestas a

CuSOa l0 pM por 20 minutos ocasionado por la presencia del inhibidor (ver Figura 24).

Este resultado podria ser explicado como consecuencia de una posible protección que el

inhibidor podría estar dando a las células ciliadas de los neuromastos frente al CuSO¿

(quelando iones Cu2*, por ejemplo), de modo que la disminución observada en el

reclutamiento de neutrófilos podría ser comparada a la menor respuesta que se observa

frente a concentraciones menores de CuSOa (ver Figura 4c). Sin embargo, los

experimentos realizados con el transgéruco SqET4, cuyas células ciliadas expresan GFP,

muestran que en presencia del inhibidor de MMP9 el daño que la exposición a CuSO¿

causa en las células ciliadas de los neuromastos no es significativamente distinto (ver

Figura 25) al causado en ausencia de inhibidor. Estos resultados sugieren un rol para

MMP9 en la migración de neutrófilos, hecho ya documentado en otros modelos, sea

facilitando la migración intersticial de células inmunes al degradar la matriz extracelular

circundante (Khandoga et a|.2006), o en el reclutamiento de los neutrófilos, a través del
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procesamiento de citoquinas (Liu et al. 2000). Sin embargo, experimentos similares de

inhibición farmacológica en 1os que las larvas fuelon expuestas durante 40 minutos a

CuSO+ (Figura Suplementaria 19) muestran que el número de neutrófilos reclutados tras

40 minutos de exposición no es significativamente distinto del número promedio

presente en los controles preincubados con DMSO. Estos resultados muestran que la

inhibición de ta actividad de MMPS disminuye el número de neutrófilos reclutados al

miosepto, 1o que es notorio tras 20 minutos de exposición a CuSO+, pero 20 minutos

después (a los 40 minutos de exposición a CuSO+) el efecto ya no es visible' Una

explicación posible a esto es que la actividad gelatinasa de MMP9 contribuye a la

movilidad de los neukófilos degradando 'Ia t¡atrtz extracelular y facilitando así 1a

rnigración intersticial. En este caso, los resultados obtenidos serían explicados por una

disminución de la rapidez con que se desplazan los neuffófilos a través del tejido como

consecuencia de una menor capacidad (sea de los mismos neutrófilos, de otras células, o

posiblemente de ambos) de degradar la matriz extracelular. El hecho que la inhibición de

1a actividad de MMPS no suprima por completo la movilidad de los neutrófilos puede

ser explicado por la existencia documentada de otras enzimas que también degradan

proteínas de la matriz extracelular en pez cebru (Hillegass ef al. 2007; Yoong et al'

2007). En este sentido, es interesante destacar que en un modelo murino de peritouitis se

ha mostrado que la elastasa de neutrófilos §E) es capaz de compensar los efectos de la

falta de MMP9, lograda a kavés de ttt knock-out, en la infiltración de neutrófilos

(Kolaczkowska et al., 2009), hecho que ejemplifica la redundancia del sistema'
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Otra explicación a los resultados de inhibición fannacológica de la actividad de

MMP9 es un efecto sobre el procesamiento o degradación de citoquinas y quimioquinas

mediado por metaloproteinasas de matriz. Se ha mostrado que MMP9 degrada CXCL6

(GCP-2) (Van den Steen et aI.2003), potencia la señalización vía IL-8 (CXCLS) por

procesamiento en su extremo amino terminal, mientras que CTAP-III, PF-4 y GRO-o

son degradadas por MMP9 (Van Den Steen et al., 2000). Estos antecedentes pemiten

sugerir que la inhibición de la actividad gelatinasa de MMP9 podría tener un efecto en el

reclutamiento de neutrófilos a través de una modihcación en las señales proinflamatorias

generadas. Así, la inhibición farmacológica de la actividad de MMP9 disminuiría la

potencia de las señales proinflamatorias, disminuyendo por ejemplo la tasa de activación

proteolítica de algunas citoquinas, lo que a su vez tendría un impacto en el nitmero dc

neutrófilos reclutados a lo largo del tiempo. Nuevamente, el hecho que el reclutamiento

de neutrófilos no sea abolido del todo por la inhibición de la actividad de MMP9 se

explicaría por la presencia de otras proteínas capaces de activar proteolíticamente a las

citoquinas procesadas por MMP9 en condiciones normales.

La posibilidad de que MMP9 tenga un papel en el reclutamiento de neutrófilos, a

través de una posible acción facilitadora de la migración intersticial degradando la

matriz extracelular, junto con evidencia preliminar que indica que la inhibición de

MMP9 perturba la migración del primordio dc la línca lateral posterior (Viviana

Gallardo, comunicación personal) nos llevó a realizar experimentos para evaluar un

posible rol de la MMP9 en la migración de las células endoteliales en la fonnación de

los vasos intersegmentales (ISV). Los resultados muestran que la inhibición
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farmacológica de la actividad gelatinasa de MMP9 no produce cambios significativos en

la formación de los ISV (Figura Suplementaria 20),lo que de modo preliminar descarta

que MMP9 participe en la formación de los vasos sanguíneos.

Finalmente, es necesario notar que los experimentos de hibridación in situ e

inmunofluorescencia por un lado, y los de inhibición farmacológica, por el otro, son

observaciones a distintos tiempos del papel de la metaloproteinasa de matriz 9 en la

respuesta inflamatoria inducida por daño con CuSO+. Esta diferencia, de menos de 2

horas, es relevante a causa de la degranulación de los neutrófilos. Se ha reportado que

los neunófilos humanos, que expresan MMP9 constitutivamente, almaccnan MMP9 en

granulos, y que, al ser estimulados in vitro pot señales proinflamatorias, como la IL-8, se

degranulan rápidamente durante la primera hora después de la inducción (Opdenakker et

a1.,2001). Si suponemos que los neutrófilos de pez cebra se comportan ir¡ ylvo de modo

análogo a los neutrófilos humanos in vitro, cabria esperar que los resultados de

inhibición farmacológica de la actividad de MMP9 impliquen que la MMP9 almacenada

en los griínulos, y luego liberada por degranulación de los neutrófrlos al medio

extracelular (y que por tanto es el blanco de la inhibición), sea la responsable del rol

observado de MMP9 en e[ reclutamiento de los neutrófilos a los neuromastos dañados

(Figura 24). Siguiendo esta suposición, la inducción de metaloprotein asa de ma¡tiz 9

observada más tarde tanto a nivel de transcrito como de proteína (Figura 2l y FígNa23,

respectivamente) no necesariamente tiene un rol en el reclutamiento de neutrófilos y tal

vez esté relacionada con el proceso posterior de reparación y regeneración del tejido

(Lund et al., 2011).
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VI, CONCLUSIONES

El daño tisular provocado por la exposición de larvas de pez cebra a CuSO¡

induce una respuesta inmune en la que neutrófilos y otros leucocitos migran

intersticialmente desde la ICM y se agn¡pan alrededor de los neuromastos de la

línea lateral posterior en pocos minutos. Esta respuesta es mecanísticamente

similar a la inflamación en mamíferos, en cuanto es sensible a la inhibición de

Duox, COX, JNK, y PI3K, entre otros.

Se estableció un ensayo cuantitativo basado en la i¡flamación inducida por daño

con CuSOa que pennite evaluar moléculas con propiedades antinflamatorias

potenciales. Se probó su efectividad con varias moléculas de conocido efecto

antinflamatorio y, en colaboración con el laboratorio del Dr. Urban Liebel, se

desarrolló una metodología automatizada basada en este ensayo que permite

realizar screenings de moléculas.

Después de la respuesta inflamatoria inicial ocurre un proceso de resolución de la

inflamación que se prolonga por varias horas, en el que 1os neutrófilos y oftos

leucocitos reclutados migran retrogradamente hacia la ICM y el borde dorsal, de

modo que el número de leucocitos en e[ miosepto horizontal decae

exponencialmente.

Durante la inflamación se produce la activación, dependiente de PI3K, de Akt en

neutrófilos y otros tipos celulares, sin embargo, la inhibición farmacológica de

Akt no afecta el reclutamiento de neutrófilos durante la inflamación. En

130



contraste, PI3K tiene un rol en el reclutamiento de los leucocitos al miosepto

horizontal durante la inflamación inducida por daño con CuSOa y también

después, durante la resolución de Ia inflamación,

En e1 curso de la respuesta inflamatoria se induce robustamente la expresión de

MMP9 tanto a nivel transcripcional como de proteína, en neutrófilos y en otros

tipos celulares, y la inhibición farmacológica de su actividad disminuye el

reclutamiento de neutrófilos al miosepto horizontal.
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VIII. MATERIAL SUPLEMENTARIO

8.1 Figuras Suplementarias

Figura Suplementaria l Migración de los leucocitos hacia los neuromastos dañados
con CuSOa. Microscopía en tiempo extendido (timelapse) de larva transgénica
BACmpx:;GFP teñida con DiOC6, para marcar los neuromastos (señalados con
triángulos azules). Se muestra una parte del tronco y la cola, con anterior hacia la
izquierda y dorsal arriba. Tras agregar CuSO+ 50 pM al medio, la larva ñre montada en

agarosa de bajo punto de fusión y sc realizó la adquisición de imágenes en un
microscopio de epifluorescencia por I hora y 40 minutos, aproximadamente. Se observa
una contracción en uno de los neuromastos al comienzo del experimento. Barra blanca,
200 pm. Tiempo, horas:minutos:segundos.

Figura Suplementaria 2. Infiltración de los leucocitos en los neuromastos dañados
con CuSOa. Microscopía en tiempo extendido (time-lapse) de larva doble transgénica
Tg(lysC::DsRED2; cldnB::GFP), cuyos leucocitos expresan DsRED2 (en rojo) y cuya
línea lateral expresan GFP (en verde), expuesta a CuSO¡ 50 ¡rM e inmediatamente
montada en agarosa y se realizó la adquisición de imágenes en un microscopio confocal
durante I hora y 45 minutos, aproximadamente. Se muestra un neuromasto de la línea
lateral posterior, con anterior hacia la izquierda y dorsal arriba. Se observa una
progresiva desorganización del neuromasto, en el que inicialmente las células se hayan
estrechamente unidas, hasta terminar por completo desorganizado a medida los
leucocitos se mueven a través y alrededor del neuromasto. Barra blanca,50 pm. Tiempo,
horas:minutos: segundos.

Figura Suplementaria 3. Muerte de células ciliadas inducida por daño con CuSOa.
Microscopía en tiempo extendido (time-lapse) de larva transgénica Brn3c::wGFP, enla
que las células ciliadas de los neuromastos cxpresan GFP (en verde). Se muestra un
neuromasto de la línea lateral posterior, con anterior hacia la izquierda y dorsal arriba.
Tras agregar CuSO¿ 50 ¡rM a1 medio, la larva fue montada en agarosa de bajo punto de
fusión y se realizó la adquisición de imágenes en un microscopio confocal por 30
minutos, aproximadamente. Se observa una nípida muerte de las células ciliadas y la
desorganización del neuromasto. Barra blanca, 50 pm. Tiempo, horas:minutos:segundos.
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Figura Suplementaria 4. Cuantificación de leucocitos reclutados en larvas
expuestas a H2O2. Se grafica el númcro promcdio de neutrófilos reclutados al miosepto
de larvas transgénicas BACmpx::GFP de 56 hpf expuestas a CUSO+ o H2O2 durante 2
horas. Mientras la exposición a CuSO¿ induce el reclutamiento de neutrófilos en el
miosepto de las larvas, la exposición a H2O2 en el rango de 50 nM a I ¡rM no producc un
reclutar¡iento significativo de células inmunes. Los resultados se muestran como
prornedio + error medio estándar de 15 larvas por cada condición. Las comparaciones

estadísticas se realizaron contra los controles negativos no expuestos, por ANOVA de

una via no paramétrica con prueba posterior de Dunns. ns, p > 0,05, no significativo; *,

0,01 <p < 0,05; **,0,01 <p < 0,001; +*t, p < 0,001.
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Figura Suplementaria 5. Cuantificación por Sudan Black del reclutamiento de

leucocitos al miosepto. a y b, fotografias de campo claro de larvas casper de 56 hpf en

las que los leucocitos fueron ma¡cados con Sudan Black. Elt a se muestra una lalYa

control en la que los leucocitos se concentran en la ICM y el CHT. En b se muestra una

larva expuesta a CuSO+ 10 pM por 2 horas en que los leucocitos se hallan formando
gnrpos periódicos a lo largo del miosepto (triringulos azules). En c se grafica el número

de leucocitos en el miosepto de laÍ.vas casper teiridas cor, Sudan B/ark, control y tratadas

con 1as concentraciones indicadas de CuSO+ o CdCl2 por 2 horas a partir de las 56 hpf
(tal como en la Figura 4b). Es importante notar la similitud de los resultados obtenidos

mediante esta técnica y los obtenidos realízando conteos en larvas transgénicas (Figura

4b). Los resultados coresponden, para cadl condición, al promedio =r error estándar de

los conteos hechos en un total de 15 larvas para cada condición. Las comparaciones se

realizaron contra los controles negativos no tratados por ANOVA no paramétrica de una

vía con prueba posterior de Dunns. ns, p > 0,05, no significativo; *, 0,01 <p < 0,05; **,

0.01 <p < 0.001: ***, P. 0,001.
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concentración de CuSOa (pM)

Figura Suplementaria 6. Número de neutrófilos reclutados al miosepto en función
de la concentración de CuSO¡. Se grafica (datos tomados de la Figura 4c) el número
promedio + error estándar de neutróñlos reclutados al miosepto de larvas transgénicas
BACmpx;:GFP de 56 hpf expuestas a distintas concentraciones de CuSO¿ durante 2

horas. Se observa que el número de células reclutadas al miosepto aumenta
drásticamente en el rango de 0 a 1 ¡rM de CuSOa, y sin embargo se mantiene
relativamente constante en el rango de 1 a 10 pM de CuSOa. Los datos corresponden a
los de la Figura 4c (puntos) que han sido sometidos a una regresión no lineal (línea
discontinua) con un modelo de unión.
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Figura Suplemerrtaria 7. Efecto de la inhibición farmacológica de COX-2 en el
reclutamiento de leucocitos a la linea lateral inducido por daño con CuSO¿. Se

grafica el número de neutrófilos reclutados en el miosepto en larvas BACmpx::GFP de

56 hpfpreincubadas durante t hora en el inhibidor de la actiüdad de COX-2, NS-398, y
luego expuestas a CuSO+ l0 ¡rM por 40 minutos en presencia del inhibidor. No se

observan diferencias estadísticamente significativas del número promedio de neutrófilos
reclutados al miosepto tras la exposición a CuSO+ en las larvas preincubadas con e1

inhibidor. La necesidad de añadir BSA junto con el inhibidor parece haber afectado la

ef'ectividad del CuSO¿ para inducir reclutamiento, como se puede ver en el control
positivo. Se contó el número de neutrófilos a lo largo de1 miosepto y los resultados son

presentados como promedio .r error estándar de 15 larvas para cada tratamiento. Las

comparaciones se realizaron contra e1 control positivo tratado con CuSOa por ANOVA
no paramétrica de una vía con prueba posterior de Dunns. ns,p > 0,05.
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Figura Suplementaria 8. Efecto de la inhibición farmacológica de c-mel en el
reclutamiento de leucocitos inducido por daño con CuSO¿. Fotografias de larvas
representativas de 1a Figura 7. Larvas transgénicas BACmpx::GFP de 72 hpf fueron
preincubadas en distintas concentraciones de1 inhibidor de c-met,K2\Za, o del solvente,
se agregó CuSO¿ a una concentración final de 10 ¡rM, y se incubó por 40 minutos. Tras

1as incubaciones, las larvas fueron anestesiadas y fotografiadas ¡n vluo en un
estereoscopio de fluorescencia. En ¿, el control negativo, se observan los leucocitos en

la ICM y el CHT, donde residen normalmente, mientras en b, el control positivo, pade

de los leucocitos se ha desplazado a la línea lateral, alrededor de los neuromastos
(triángulos blancos). En c, d y e, se muestran larvas tratadas con concentraciones
crecientes de K252a. Nótese la progresiva ausencia de gmpos de leucocitos en el

miosepto en las larvas expuestas a mayores concentaciones del inhibidor y la similitud
de la lala expuesta aK252a 10 pM en e, con el control negativo, en a.
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Figura Suplementaria 9. Resolución de la inflamación inducida por daño con
CuSOa por migración de neutrófilos. Microscopía en tiempo extendido (time-lapse) de

larva transgénica BACmpx: :GFP expuesta a CuSO¿ 10 pM por 2 horas a partir de las 72
hpfy luego incubada en medio E3 sin CuSO+. Se muestra una parte del tronco y la cola,
con anterior hacia la izquierda y dorsal arriba. Tras descartar el CuSO¿, [a larva fue
anestesiada y montada en un estereoscopio de fluorescencia para la adquisición de

imágenes, que empezó 16 minutos después de ser descartado el CUSO+ y se prolongó
por 4 horas, aproximadamente. Al inicio de la secuencia se observan grupos periódicos
de neutrófilos a 1o largo del miosepto (ftiángulos azules). Se observa que los neutrófilos
migran activamente, parte de ellos migrando hacia la ICM y el CHT (en la zona ventral,
abajo), otros migran hacia el borde dorsal (arriba) y parte de los neutrófilos perrnanece
en el miosepto hasta el final del experimento. Finalmente se compara el cuadro inicial
(arriba) y final (abajo) de la secuencia. Se muestra un experimento representativo de un
total de 8 experimentos de microscopía de tiempo extendido, en los que se observaron
14 larvas en total. Barra bl anca,250 ¡lm. Tiempo, horas:rninutos:segundos.
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Figura Suplementaria 10. Decaimiento exponencial del número de células inmunes
en el miosepto durante la resolución de la inflamación inducida por daño con
CuSO¿, a, se grafica el número promedio de neutrófilos en el miosepto de larvas
transgénicas BACmpx::GFP durante las primeras l0 horas de la resolución de la
inflarnación. Los datos corresponden a los de la Figura 13a (puntos) que han sido
sometidos a una regresión no lineal (linea) con un modelo de decaimiento exponencial.
b, se grafica el número promedio de leucocitos en el miosepto de larvas transgénicas
lysC::EGFP durante las primeras 8 horas de la resolución de la inflamación. Los datos
corresponden a los de la Figura 13b (puntos) que han sido sometidos a una regresión no
lineal (línea) con un modelo de decaimiento exponencial. En ambos casos sc muestran la
ecuación con los parámetros obtenidos de la regresión y la bondad de ajuste (R2) de la
regresión.

.), = 9.653." un':r' + 4.487

R1 = 0.9875
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BACñpx::6FP lysC::DsRED2 superposición

Figura Suplementaria 11. Expresión diferencial de proteinas reporteras en
leucocitos. Fotografías de una larva doble transgénica TEUltsC::DsRED2;
BACmpx::GFP) que fue expuesta a CuSOa l0 ¡rM por 2 horas a partir de las 72 hpf. En
a, se muestra el canal GFP, en el que se observan células con mayor expresión de GFP
(a, flecha blanca) que otras células (a, triángulos blancos). Del mismo modo, en b puede
verse el canal DsRED2 en el que también se obselvan células que expresan más
DsRED2 (b, triángulos blancos) que otras (b, flecha blanca). En c, la superposición de
los canales mucstra la heterogeneidad de las células marcadas en las larvas dobles
transgénicas (comparar las células señaladas con triilngulos y la señalada por una
flecha). Todas las imágenes se muesffan a la misma magnificación, indicada por la barra
blanca en la esquina inferior derecha, que rcpresenta 50 Fm.
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Figura Suplementaria 12. Dependencia lineat del número promedio de leucocitos
reclutados y la concentración de LY294002. Se grafica (datos tomados de la Figura

16a) el número de leucocitos reclutados en larvas lysC::EGFP de 56 hpf preincubadas

en distintas concentraciones del inhibidor de PI3K, LY294002, y luego expuestas por 40

minutos a CuSO+ 10 pM, en función de la concentración de inhibidor usada. Los

resultados muestran que existe una relación lineal entre el número promedio de

leucocitos reclutados al miosepto en respuesta a CuSO4 y la concentraciót de LY294002
a la que son expuestas las lawas, en el rango 0 - 100 ¡rM. Los resultados se muestran

como promedio + error estándar de 15 larvas para cada tratamiento. La línea continua

corresponde a una regresión lineal de los datos y las líneas discontinuas representan el

interválo de co¡fiautza 95Yo de la regresión. R2, bondad de ajuste de la regresión.
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Figura Suplementaria 13. Efecto de la inhibición farmacológica de PI3K en la
migración del primordio. Ensayo de migración del primordio de la línea lateral
posterior en el que se incubaron larvas transgénicas cldnB::GFP en inhibidores de PI3K
(LY294002 50 ¡rM y wortmannin I ¡rM) o solventc (DMSO 0,1 % v/v) a partir de las 33

hpf, y se contó en un estereoscopio de fluorescencia el número de neuromastos
depositados a las 48 hpf. En a, se muestra un esquema de un embrión cldnB::GFP de36
hpf en el que las áreas vcrdes rcpresentan las células que expresan GFP. Se señala con

un triángulo blanco el primordio que migra en la dirección indicada por la flecha roja,
depositando a su paso los neuromastos (flechas blancas) que se grafican en los conteos

en b. En b, se grafica el número de neuromastos depositados en cmbrioncs expuestos a

DMSO, E3 o inhibidores de PI3K. Se observa una disrninución estadísticamente
significativa en el núrnero de neuromastos depositados debido a la inhibición
farmacológica de PI3K. Los rcsultados se muestran como promedios a erro¡ estándar de

15 ernbriones para cada tratamiento. Las comparaciones se realizaron por ANOVA no
paramétrica de una vía, con una prueba posterior de Dun¡s contra el control expuesto a

DMSO. ns,p > 0,05, no significativo; +,0,01 <p < 0,05; ++,0,01 <p < 0,001; ***, p <
0,001.
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Figura Suplementaria 14. Disminución del reclutamiento de neutrófilos en larvas

preincubadas con inhibidores farmacológico§ de PI3K. Se grafica el número de

neutrófilos reclutados en el miosepto en larvas BACmpx::GFP de 56 hpf preincubadas

durante t hora en inhibidores de PI3K (wortmannin 5 pM y LY294002 50 pM) y luego

expuestas a CuSOq 10 pM por 40 minutos en ausencia de 1os inhibidores. Se observa

una disminución estadísticamente significativa del número promedio de neutrófi1os

reclutados al miosepto tras la exposición a CuSO+ en las larvas preincubadas con ambos

inhibidores de PI3K. Se contó el número de neutrófilos a lo largo del miosepto y los

resultados son presentados como promedio * error estándar de 15 larvas para cada

tmtamiento. Las comparaciones se realizaron contra el control positivo tratado con

CuSOa por ANOVA no paramétrica de una vía con prueba posterior de Dunns- ns, p >
0,05, no significativo; *, 0,01 <p < 0,05; **,0,01 <p < 0,001; ***, p < 0,001.
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Figura Suplementaria 15. Activación de Akt en neutrófilos. lnmunofluorescencia

doble contra Akt fosforilado (serina 473, primera fila) y GFP (segunda fila) en larvas

transgénicas BACmpx::GFP de 72 hpf control (columna izquierda) y expuestas a CuSOq

50 pM (columna derecha) por 2 horas. En la última fila se muestra la superposición de

los dos canales. En a, c y e, se muestra la ICM de una larva control de 74 hpfen la que

prácticamente no se observa activación de Akt en los neutrófilos. En b, d y f, se muestra

la porción ventral de la aleta caudal de una iarva de 74 hpf expuesta a CuSO¿ 50pM por

2 horas. Se observa la ya descrita (Figura 18) activación de Akt en el area del

neuromastos (f, triringulo blanco), y además una robusta activación de Akt en neutrófilos
en 1a aleta bastante alejados del neuromasto (> 250 ¡rm). Todas las imágenes se

muestran a la misma magnificación, indicada por la bara blanca en la esquina inferior
derecha. que representa [00 pm.
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Figura Suplementaria 16. Inducción de la expresión de mmp9 en larvas expuestas a

CuSO¿ 50 pM por 2 horas. Hibridació\ in situ de mmpg en larva control de 58 hpf, a, y
en una lawa de 58 hpf tratada con CuSOa 50pM por 2 horas, b. Mientras en la larva

control prácticamente no se observan niveles detectables de transcritos de mmp9 (con la

salvedad de algunas células en 1a zona anterior), en las larvas expuestas se observan

grupos numerosos de células (triángulos negros) que expresan mmp9 abededor de los

neuromastos de la línea lateral posterior. También se observan células que expresan

mmp9 en el CHT y en la cabeza de la larv a.
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Figura Suptementaria 17. Inducción de la expresión de mmp9 en embriones
expuestos a radiación ionizante. Hibridación in situ de mmp9 en embriones de 24 hpf
irradiados con las dosis señaladas a las 3 hpf- En a, se muestra un embrión control de 24

hpf no irradiado, et el mmp9 se expresa principalmente en \a cabeza con marca

ocasional en células individuales en el vitelo, posiblemente de la sangre. En b, se

muestra 1a expresión de mmp9 en un embrión irradiado con 4 Gy, que no muestra

diferencias significativas respecto del control no irradiado. En c, se muestra un embrión

irradiado con 12 Gy en el que la expresión de mmp9 en la cabeza es menor que en el

control. Nótese que aparecen células individuales marc¿das en la aleta caudal y en la
prolongación del vitelo. En d, se muestra un embrión irradiado con 16 Gy en e1 que la

expresión de mmpg disminuye aún más en la cabeza respecto del confol y se observan

numerosas células que expresan mmp9 en la punta de la cola. En e, se muestra un

embrión irradiado con 20 Gy en el q.u,e mmp9 se expresa en nutlerosas células en la
punta de la cola, en la aleta caudal y en la prolongación del vitelo. Se observa además

una disminución de la expresión de mmp9 et la cabeza, respecto del conhol no

irradiado. La barra de escala representa 250 ¡rm.
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Tubulina acetilada superposición

Figura Suplementaria 18. Expresión de MMPg en las células ciliadas de los

neuromastos de la línea lateral posterior. Imágenes de inmunofluorescencia en un

neuromasto de la línea lateral posterior de una larva de 58 hpf que muestran la expresión

de MMPS (panel de la izquierda), la expresión de tubulina acetilada (segundo panel de

izquierda a derecha), una tinción nuclear con DAPI (tercer panel de izquierda a derecha)

y una superposición de todas las imágenes (panel de la derecha, MMP9 en verde,

tubulina acetilada en rojo, y DAPI en a21). Todas las imágenes fueron adquiridas desde

la zonal dorsal de la larva, anterior se muestra arriba y posterior se muestra abajo. Todas

las imágenes se muestran a la misma magnificación. La barra blanca en la esquina

inferior derecha representa 50 pm.
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Figura Suplementaria 19. Efecto de la inhibición farmacolégica de MMP9 en el
reclutamiento de neutrófilos tras 40 minutos de exposición a CuSO¿. Número de

neutrófilos reclutados al miosepto de la¡vas BACmpx::GFP preincubadas t hora en

inhibidor de MMP9 o DMSO 0,1 %(v/v) para después ser expuestas durante 40 minutos
a CuSOa l0 pM. Se observa que la exposición a inhibidor de MMP9 en el rango de

concentraciones 1 ¡rM - 10 pM no afecta significativamente (p:0,5061) el número
promedio de neutrófilos reclutados tras 40 minutos de exposición a CuSO+. Los
resultados se muestran como promedio t error estiíndar de 15 larvas para cada

tratamiento. Las comparaciones se realizaron por ANOVA de una vía con prueba

posterior de Bonferroni. ns, p > 0,05, no significativo.
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Figura Suplementaria 20, Evaluación del efecto de Ia inhibición farmacológica de
MMPS en la angiogénesis. Ensayo de angiogénesis en el que se utilizaron laras
transgénicas flil::EGFP, cuyos vasos sanguíneos expresan GFP. Los embriones fueron
expuestos desde el estadío de 80% de epibolía (10 hpf) hasta las 32 hpf a inhibidor de

MMP9, DMSO o sólo E3. Luego se contó en un estereoscopio de fluorescencia el

número de vasos intersegmentales (ISV, intersegmental uessels) completamente
fomados de los 5 vasos más posteriores antes de llegar a la altura del ano. En a, se

muestra una fotografía de un embrión/l 1::EGFP de 32 hpf en el que las zonas blancas

represent¿n las células que expresan GFP. Se muestra en un recuadro azul el área de 5
vasos intersegrientales en la que se realizaron los conteos que se muestran en b, que se

muestran abajo, numerados. En b, se grafica el número de vasos intersegmentales
completamente formados de un total de 5 vasos totales embriones expuestos a inhibidor
de MMP9, DMSO o 83. No se observan cambios estadísticamente significativos en el
número de vasos intersegmentales debido a 1a inhibición farmacológica de MMP9. Los
resultados se muestran como promedios + error eslándar de 15 embriones paru cada
tratamiento. Las comparaciones se realizaron contra los controles expuestos a solvente
por ANOVA no paramétrica de una vía, con una prueba posterior de Dunns. ns, p >
0,05, no significativo.
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8.2 Tabla Suplementaria

Tabla Suplementaria I. Detección de actividad antinflamatoúa. Tabla resumen de

los resultados obtenidos en los ensayos de inflamación con moléculas antinflamatorias,

exkaídos de las Figuras 6, 7 , 8 y Figura Suplementaria 7. Se indica el modo de acción

para cada droga, las concentmciones probadas en los ensayos y el grado de significancia

del efecto observado en cada caso. ns,p > 0,05, no significativo; *, 0,01 <p < 0,05; **,

0.01 <p < 0.001: ***. P ' 0,001.

D¡clofendc lnhibidor de COX

lndomethdc¡n lnhib¡dor de COX 10UM Uohnson et al., 1995)

tnhib¡dor no 10UM
Sul¡ndoc

esteroidal de COX-I 50UM

100pM

tnhibidor no 25trM
N S398

esteroidal de COX-2 50UM

Met ¡nhibítor I inhibidor de c-met 10llM

Met ¡nh¡b¡tor ll inh¡bidor de c met 10¡rM

ns 
(Mathias et al., 2oo7)

ns

(Kloet et al., 2009)

(Duffy et al., 1998)

agon¡sta estero¡dal
de GR

1pM

10UM

100pM

ns

ns

ns

iignificancia 
Referencia

del efecto
**!¡* (Barnett et al., 1994;
*** Johnson et al., 1995)

1uM
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A high-throughput chemically induced
inflammation assay in zebrafish
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Abstract

Background: 5tudies on lIndte lrnmunily have benel ted llorn the lr'rtrodirctlor ol zebralish ¿s a mode sysiem

Trals-gen c f Sh erpreSS ng flLroresce¡t protci¡s in jeuKoayte popu ¿t onS a OW dllect, qua¡tlt¿tive vlSU¿i zatio¡ of an

lniamim:toq, response in viL,c. t lr¿5 beer proposed that ih: an ma mod-" c.rn be used for hlgh throuqhcut

:creens ¿med ¿t Lhe Gert f c¿t on of nove lmmunomod.rL¿to0, e¿d corpounds. Ho\,!ever, culrent assays reqLrlre

nvas ve man pu ¿tlof of flsh nd '.,1u¿l y, thus prevert nq h qh-conte¡t sc een rq

Results: Here we shor,v that specfic, nor ¡vas!e damage to at-ór'al ne neulornast ce 5 aan lndLlce a robust acute

lnflamrratory tesponse. Exposure of f:h ¿rvac t-, sub etl^ai cona,-flratlons of .opper 5u fate se eclive ,v damai¡es

the scnsory halr ce popJL¿tion noualng nfltraton of e.']korytes to neutorasts'¡,ltlr n 20 rl'rinut-'s. nf ammaticn

can beassayed n r'oa tlme us'ng transj-"¡1¡ fl5h '"xpressng luorescent prftens ln Le!kocyte5 or b)r hsiocheml'¿

ass¿,v-s in fixed ¿[,¿e. \¡/c den-]orstrate lhe usefu rrss cfths melhcd fcr chemic¿l ¿nC genetc scrccns to detect

th-. effeat ol ilI,Il]unoÍtocu ¿tory cct¡pour'tds a¡d rnut¿. ons afleat:lg thQ eukocyte Tespc¡5e. loreover, vne

tr¿nsformed the ass¿y nto a h !lh-r:hrouqhptlt s.reefifg method by using a cLrstotflzed aulom¿ted imaql¡g ¿nd

proccssing systen that quantlfiej the ralagntude of the lf¡¡nmatoJ/ l"a(to¡

Conclusions: This approach al o,,ls rapid screenirg of rho;satrds of compo;nds cr mut¡ge¡ led zebr¿fsh for

el,icits on ni¿mm¿t c¡ and erab es the ld..1tlf r¿i on cf nove p a¡-ers in th-^ regu atiln o1' ¡nnat" irnmun ty ¿nd

potentl¿ ,"ad ccmpounils tclvaTd neu.,, mrufornodL.r atoiy i leraple!. W,' l¡¡ve cal ed t l s metllod rhe chem ca y

nduced inr¿mm¡tic¡ ¿ssay, ot Ch n assav
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Background
lnflammation is a reaction of the immune sy§tem to
tissue damage and infection and represents a key com-
ponent in normal tissue homeostasis. Consequently,
deregulated ilflammatory reactiolls result in severely

detrimental chronic conditions. One of the hallmarks of
the innate inflammatory response is infilt¡ation of the

affected tissue by leukoc¡es of the innate immune sys-

tem (that is, granulocl'tes and macrophages). Inflamma-
tory cells are rec¡uited to the site of wounding or

* CoÍesponden.e u rban liebll@k t ed u; . e men s.grabher@kit.edul

rC,"nter for Genome Req! atron, F¿or iad de fienc as, Un ver5ldad de Chle,

Sant ago, Chie
i¡5ttlrle of Toxlco ogy ¿nd Genetics, Kalruhe nsltute ofTechnoogy,
Herm¿¡n von Helnrhor p¿lz I, D 76344 Eqqcnreln Leopod§h¿fen,

tu llsr of aLrthor nlormat on is av¿l ab e at Lhe end of ihe ani. e

infection by proinflammatory mediators such as hydro-
gen peroxide, cltokines and chemokines l1]. Studying
the molecular and cellular basis of ínflammation i, vlro
is often hampered by the opacity of the ti§sue, and, to
date, most studies have relied on lz virlo assays o¡ on
analysis after tissue fixation. Given the transparency of
the zeb¡afish during early develoPmental stages, the
availability of transgenic fluo¡escent reporter lines and

the conservation of the principal components of the

innate immune system, it is now possible to study
immunity by following the behavior of infilt¡ating cells

in the living animal. G¡een fluorescent protein (GEP)-

Iabeled leukocytes can be obse¡ved in la¡val or adult
models of inflammation, which involve wounding or
exposing fish to infectious agents. In this animal model,

it was recently discovered thát hydrogen peroxide is an

important immediate signaling molecule required for

l- ) sioM"dcentrar 3",i1.'"llilf;ffi'iii::::1ixi"):::;::;i"i\i"lHn:fli:TñT:i",*xl'::1":l'"::,ji"'::fi,:Jii:f:;-i-
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the rapid recruitment of leukocytes to wounds I2l.
Given the simplicity with which these assays can be car-
ried out in the zebrafish and a Iimitless and cheap sup'
ply of animals, it has been proposed as a useful system
for high-throughput small-molecule screens ained at
detecting immunomodulatory activity ifl vivo 13-6) or
for genetic screens aimed at identifying key molecular
components of the innate immune response [7-9], The
small size of fish laryae offers the added advantage of
testing candidate molecules by directly dissolving them
in small volumes of fish water; usually dimethyl sulfox-
ide (DMSO) is added as a solvent to allow penetration
of the compounds to all tissues, Previous reports have
proposed laser damage directed to the yolk surface of
embryos [10] and localized nicks in fin tissue or ampu-
tation of the entire tail fin in la¡vae [3,5,6] to induce
inflammation. These treatments are one of the bottle-
necks for performing large-scale screens, as the animals
have to be manipulated individually prior to distribution
into microtiter well plates for phenotypic analysis.

We have been studying the induction of cell death and
regeneration in neuromasts of the lateral line system of
zebrafish larvae. Neuromasts, small clusters of mechano-
sensory hair cells enclosed within a compact group of
accessory cells, are regularly distributed over the body
surface and can be damaged by exposure to physical or
chemical insults [11]. Ve have found that copper sulfate
added to the incubation medium rapidly induces cell
death in neuromasts [12,13], though they are able to
rapidly regenerate and reach full functionality 1 day
after the damaging agent is removed [14]. ln the present
work, we have discovered that damage to neuromasts is

followed immediately by migration of cells that express
high levels oÍ mdtrir metalloproteinase 9 (mmp9l, a

marker of myeloid lineage cell populations [15]. Using
transgenic lines that label myeloid leukocytes (neutro-
plrils and/or macrophages) it't vivo, we observed a speci-
fic, extremely rapid and highly reproducible innate
immune response to copper-induced neulomast damage.
Since the wounds are Iocalized and are elicited chemi-
cally, no invasivc manipulation of fish is required and
the treatment can be applied massively. Exploiting this
obseryation, rve developed a quantitative measure for
inflammation by counting leukocytes migrating to the
late¡al line neuromasts in transgenic lines or with
immune cell-specilic stains upon copper-induced neuro-
mast damage. We fulthe¡ tested the method by using
known anti-inflammatory drugs, and we demonstrate
detection of their activity as they potently inhibit leuko,
cyte infiltlation of the neu¡omasts. Resolution of the
response can also be scored if drugs are added after
damage. Furthermore, analysis of fish that are mutant
fot tlae Wiskott-ALdrich syndrome (was\ gete [7] exem-
plifies the power of this approach for recovering
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mutations in genes involved in leukocyte migrato¡y
behavior. Finally, we show that the procedure can be

massively scaled up by automation of distribution of
individual larvae i[ microtiter wells, liquid handling,
image acquisition and quantification of the inflammatory
response in ¡eal time. Thus, we introduce a new method
foI high-throughput screens aimed at detecting immu-
nomodulatory activity of small molecules. We anticiPate
that chemically induced inflammation assays (Chln) will
make it possible to achieve different types of high-
throughput compound scree¡ls as well as genetic
screens, focusing on aspects of the wound-induced
inflammatory responsc (initiation and resolution), ana-
lyses of various types of infection-induced responses,
investigation of tissue regeneration and specific cell sub-
type migration assays.

Results
Myelo¡d leukocytes migrate to damaged neuromasts
Zebrafish larvae establish the primary lateral line system

by 3 days postfeftilization (dpl). Addition of copper sul-
fate to the water rapidly destroys hair cells of the lateral
line system by inducing oxidative stress followed by cell

death [12,13]. Among genes induced in larvae by copper
exposure, we detected strong stimulation of the mmP9
gene (VEG, OAP and MLA, unpublished work). When
we carried out in situ hybridization to detect mmp9
transcripts in control animals, we detected very low
levels of expression in a few cells located within the pos-

terior blood island (PBl) or caudal hematopoietic tissue
(CHT), the areas where most myeloid leukocltes reside

at this developmental stage. However, the same analysis

carried out in copper-exposed larvae showed strong
speckled signals in discrete clusters along the flanks of
tlle trunk and tail, a distribution that suggested that
immune cells expresshg mmpg actively migrate to\,r'ard

the damaged neuromasts (Additional file 1).

To visualize the presence of leukocytes of the innate
iÍrmule system a¡1d to follow their behavior i, vlvo
after copper treatment, we used fish canying tlre myelo-
peroxidase or lysozyme C promoters driving the expres-
sion of GFP or red fluorescent protein in myeloid
leul(ocltes (most likely neutrophils), BACmpx::GFP and
lysC::DsRED2, respectively [5,6]. Both transgenic lines
produced identical results in our assays.

We exposed transgenic zebrafish larvae at 56 hours
postfertilization (hpo to 10 ¡M CuSOa for a period of 2
hours and monitored the behavior of fluorescent leuko-
cpes immediately after beginning the treatment. ln con-
trol (untreated) fish, most of the immune cells ¡emained
in the PBI or CHT (Figures 1a and 1b). In contrast,
examination of zeb¡afish larvae exposed to copper
showed a general dispersal of these cells, suggestive of
active migration from their initial location. Most striking
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Figure 1 Leukocytes rnigrate spec¡fically to damaged lateral line neuromasts in zebrafi5h larvae. {a-j) 56 ho!Is postfertlL zation (56_hp,

BAarnpx::GFp ot lysC::DsRED2 ransgenlc zebr¡lsh laryae exhibt qreen or red fluores.enl leukocytes, respectively (a and b) Untre¿ted lish show

the norm¿ d sfjbution of abeled cellt, mostly loc¿ ized ln the ventral trunk and t¿ I (c ¿nd d) Ln copper_tre¿ted s¡bllngs, leukocytes become

ocalzed preferent¿ly to a few c usters aiong the horiz.lont¿l mid lne of üe runk ¿f d l¿ L (e-j) A deta led view of th s reg on in .opperre¿red

¿n m¿ s shows th¿t vvhie many cellt d rperse ¡hroLrghout the body, orher cells co¡gregate n d screte clu5ter5 (¿Ilowr; no ove¡t tissue dan]age

to the l¿rv¿e is obserueil n brighcfield lmages {k-r) A matlng cross of ./r/r)8:rGFP ¿nd /ytC:DrÁÉD, fansge¡ c fish abels neulor¡asts ln green

and eukocl,(es i¡ red Pos¡erior trl-rnk neuromasts were r¡aged mmediatey after addinq copper {k-ñ) or 20 mlnutes after aopper treatment (o_

r) using brght-field red or gree¡ fluorescence lllt min¿tio¡ Few, f ¿ny, ler kocy¡es are seen near neLrromasts at the beginnlng of treatment. (m

ancl n) Herea c¿sewherea tnllle leukoq,,te É prese¡t is shown. (q ancl r) n contrast, copper lreated fsh hdve numerous Ied fluoresce¡t

leukocltes nterspeEed wL$ln the neurornast ael s. Note the exlc nt of dam¿qe lnd uced by copper n the neuroma st cel s (co mp¿ re F g u res 1 I

and I p).

o
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was the rapid coalescence of labeled cells to form !egu-
larly spaced clusters in the midline of the trunk and tail
of treated animals (compare Figures 1a and 1b with
Figures 1c and 1d). This cell clustering can be observed
for up to 3 hours after removal of copper from the med-
ium (Eigures le-lj). We next confirmed that migratory
immune cells home specifically toward damaged neuro-
masts. We generated compound transgenic fish by mat-
ing the lysC::DsRed transgenic zebrafish line, labeling
leukocytes in red [6], with the cldnB::GFP transgenic
zebrafish li¡re, in which neuromast cells are labeled
green [t6], [n these double-labeled fish, we observed
that clustering of leukoc¡tes occurs specifically around
neuromasts that have suffered damage (Figures 1k-1r).
Whereas in the absence of copper treatment immune
cells patrol the area near the neuromasts only occasion-
ally, in treated ñsh numerous immune cells concentrate
in neuromasts and [emain in thek vicinity fo¡ several
hours. Similar results have been obtained with red fluor-
escent or vital dyeJabeled neuromasts and GFP-labeled
leukocytes (not shown).

To examine the dynamics of the inflammatory process

under these conditions, we captured time-lapse images
of the trunk and tail of BACmpr:;GFP fish beginning
immediately after the addition of copper (see Additional
file 2). The cells began to respond to the damage around
l5 minutes afte¡ the addition of copper to the medium,
and the flrst labeled cells reached the [euromasts at
around 20 minutes. Irl the p¡esence of copper sulfate,
leukocytes remained in the neuromast area, maintaining
a ci¡culatory patrolling movement within it for 2-3
hours, alter which they began to disperse and no longer
concentrated exclusively near neuromast§. Six hou¡s
afte¡ the removal of copper, treated larwe were indistin-
guishable f¡om cont¡ols, indicating resolution of
inflammation.

Neuromasts consist of centrally located hair cells sur-
rounded by mantle cells on the surface and supporting
cells at the base, all forming a co¡¡pact rosette [11].
After the addition of copper, the arrival of macrophages,
neut¡ophils and possibly other immune cells coincided
with a progressive disruption of the rosette-like struc-
ture (Figures 1k'1r and Additional file 3). This disrup-
tion is likely caused by a combination of cell death
[12,13] and the invasion of immune cells, which con-
tinuously Lraverse the interstitial space between neuro-
¡nast cells, separating them f¡o¡n one another.

The two transgenic lines used in this study label mye-
loid leukocytes, most likely neutrophils. However, up to
48 lrp( dre lysC::DsRED2line labels early macrophages
in addition to neutrophils. To lea¡n whether the cell
populations labeled in both lines showed simila¡
dynamics in their response, we used a tysC::DsRED2l
BACmpx::GFP compound transgenic line. At 48-56 hpf,
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most labeled cells expressed both transgenes, but some
cells labeled only with DsRED2. However, both double-
labeled cells and DsRED2labeled cells migrated toward

the damaged neu¡omasts (Additional file 4). Thus, it is

Iikely that both neutrophils and macrophages particiPate

in the inflammatory response elicited by coPper in neu-
romasts, and the declphering of specific roles for either
population in real time would require the availability of
additional subpopulation-specific transgenic reporter
Iines.

To determine whether copper-induced damage in
other tissues also stimulated an inflammatory resPonse,

we exposed lysC::DsRED2 zebrafish larvae Permanently
for up to 7 days with 10 pM CuSOa. Prolonged expo-
sure resulted in a general dispersal of leukoc)tes com-
pared to cont¡ols and, in addition to lateral line
neuromasts, leukocyte infiltration was observed in the
gills and nose (Additional filc 5). §fe conclude that
wate¡borne exposure of larvae to copper sulfate causes

lesions to superficial tissues followed by specific inflam-
matory responses at the sites of damage.

Quant¡f¡cat¡on of ¡mmune <ell infiltration ¡n the lateral
l¡ne after chemical damage
Tal(ing advantage of our findings, we aimed to develop a

simple but robust quantitative method to measure the
degree of leukocyte infiltration in damaged neuromasts.

Using such a protocol would allow us to reveal the
effect of molecules that modulate the inflammatory
response elicited by copper exposure, opening the door
for chemical or genetic high-throughput inflammation
screens. Our fiist approach (manual quantilication)
requires only visual inspection of treated and control
larvae and can thus be carried out using low-power
magnification. It is necessary to have a method for
detection of innate immune cells; the oPtimal way is to
use transgenic lines such as BACmpr::GFP, lysC::GFP or
LysC::DsRED2, though we have successfully used Sudan
Black (Additional file 6) and diaminobenzidile (not
shown) staining to label leukocytes histochemically, with
identical ¡esults in all cases. For quantiflcation, it is not
critical to label the neuromasts as the primary lateral
Iine is ahvays localized along the horizontal myoseptum
and two or three neuromasts are predictably located
above the dorsal aolta, posterior to the cloaca, at the
lawal stages used (56-72 hpf). Two hours after addition
of copper sulfate to the water, immune cells reproduci-
bly and robustly congregate near the neuromasts. Given
the highly dynamic nature of the immune cells' beha-
vior, we fbund it most convenient to fix the larvae at
this time to examine all individuals at a similar stage in
the response. The GFP or DsRED2 label remains visible
for at least I day after fixation, allowir.rg sufficient tlme
fo¡ quantificatiorr of a large sample of larvae. Larvae
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were observed under a fluorescence dissecting scope,
and we established an arbitrary area of approximately
five cell diameters above nnd below the horizontal myo-
septum, which runs from the first so¡nite to the end of
the tail (Figure 2a). Fluorescent cells were counted
within this area on one side of 15 laryae fo¡ each treat-
ment, and averages were calculated. Control fish were
either untreated or incubated in DMSO (the solvent
used when fish were treated with drugs; see below, in
the next section of Results). §i¡e first designed an experi-
ment using two concentrations of copper (10 pM and
50 pM CuSO¿) that are toxic to neuromast cells after 2
hours of exposure, and one of cadmium chloride (50

¡lM CdClr), which causes no damage to neuromast cells
at that concentration and exposure time I13]. Quañtifi-
cation by trvo independent observers showed that there
was a significant difference in the number of leukocytes
localized to the lateral line in copper-treated fish com-
pared to control (untreated or cadmium-exposed) fish
(Figure 2b). This experiment provides proof of principle
that a quantitative inflammation assay can be carried
out using copper-induced damage and leukocyte cell
counts in the lateral line. We next Carried out a series
of experiments to explore variations of the method that
would yield improved results. We first determined that
the inflammatory effect of copper sulfate is concentra-
tion dependent and that significant leukocyte infiltration
can be seen beginning at 0.5 [M CuSO4 (Figure 2c). Of
other metals known to affect the viability of neuromast
hair cells, only silver, albeit less effectively, yielded sig-
nificant infiltration at concentrations comparable to
copper. Zinc requires a 25-fold higher concentration to
result in a siglificant effect, while nickel was ineffective
at the evaluated dosages (Figure 2d), We had previously
determined that these other metals have additional toxic
effects and that fish survival is compromised [13],
l herefbre, we find that copper sulfate remains the most
effective and reproducible damaging agent for neuro-
masts, Interesti[gly, neomycin, a potent ototoxic anino,
glycoside antibiotic known to ablate hair cells in
zebrafish neuromasts I171, gene¡ated a significant but
¡'¡lodest inflammatory response (Eigure 2e), !le con-
firmed that hai¡ cells are eliminated in our neomycin
treatments by using a hair cell-specific transgenic line
(Additional file 7). Whether this foulfold difference
reflects a specific property of metal vs. antibiotic-
induced damage or wllether neomycin somehow affects
immune cell migration remaÍns to be determined.
As treatment with 10 FM copper for up to 2 hours does
not affect the viability of the la¡:vae, we used this con-
centration of metal as the inflammation-inducing dose
for all subsequent experiments. 1o determine the opti-
mal developmental stage at which to carry out the
inflammation assays and the times at which to obtain
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the best response after treatment, we exposed fish ol
different ages (56 hpf to 128 hpf) and performed
immune cell counts at the myoseptum between 20 and
120 minutes after the addition of copper. All ages tested
showed comparable response curves, whereas significant
infiltration of the lateral line by leukocytes was always
detected by 20-40 minutes after initiating copper treat-
ment (Figure 2f). However, fish at ages from 56 hpf to
80 hpt yielded slightly more robust responses. \ife thus
established our basic protocol using 56-hpf larvae that
spontaneously hatched, incubating the larvae for 40

minutes in 10 pM copper, followed by fixation and eva-

luation of leukocyte infiltration into the myoseptum (see

Methods). \Ve suggest a 40-minute incubation with
copper only as a matter of convenience, as there is no
sigriificant diffe¡ence from a 2-hour long incubation. We
have called this method the chemicallv induced inflam-
mation, or Chln, assay.

Effect of anti-inflammatory drugs and ¡nh¡b¡tion of
reactive oxygen species
Previous reports have shown that well-established anti-
inflanmatory drugs behave as predicted in zebrafish
inflammation assays that rely on physical wounding
[3,18,19]. We wanted to test whether the Chln assay is

also able to detect the activity of these and other mole-
cules that are known to act at different points during
inflammation. Selected compounds (see Table 1) were
added to ftsh medium containing 1% DMSO 30 minutes
to t hour p¡ior to the addition of copper, allowing for
effective drug penetration of la.rval tissues. Of the 1l d¡ugs
tested using the manual ChIn assay, 10 of them exhibited
státistically signiñcant inhibition of leukocyte infltration at
varying concentrations ranging frorr 0.5 ¡.rM to 100 FM
(Table l). For a large-scale, small-molecule screen, we
would thus recommend use of a two-concentration stan-

dard assay (10 pM/100 pM). Eor the panel of compounds
tested in this study, such an experimental setup would
identify more than 90% of effective compounds. Only
hydrocortisone required a higher concentration (300 pM)
to yield signficant inhibition of inflammation. A quantita-
tive analysis fo¡ a subset of the drugs tested in the manual
ChIn assay is shown in Figure 3.

To further assess the benefit of the ChIn assay for
detecting novel mechanisms guiding inflammation, we
were curious whether we rvould be able to identify the
recenrly described role of reactive oxygen species (ROS)

in this process, Formation of a gradient of H2O, has
been shown to be required for leukocyte recruitment
toward wounds inflicted by tailfin transection in zebra-
fish [2]. To evaluate whether copper-induced wounding
also involves ROS signaling and whether such a lole can

be detected using the Chln assay, we tested the NADPH
oxidase inhibitor diphenyleneiodonium (DPI) using the
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Table 1 Detect¡on of anti-¡nflammatory activity using the chlN asray'

Page 7 of 16

Compound Mode of ad¡on Con(entrat¡on
(pM)

Signifi<ant effect Refer€nce

COX inhlbllor

fOX :¡h b ior

iNK i¡h b tor

l

10

50

1.5

3

20

50

100

200

1

l0
100

l

10

100

10

r00

r,000

l

10

'100

0.5

l

t0

10

2A

1

t0

100

300

1

t0
50

r00

i38llbuprofen

Dlclofena.

5P600r25

l38,l9l

t.1ol

l,1t lIrdr5 resvera!rol

lV¡lepristone (RU486)

Dexamelhagone

lndometh¿c n

Bosigltazone

Asp¡rin

Hydrocofi sone

COX-I inhlb tor

Progeslerone and GR antagon st

Steroldal ntric oxide tynthase nhibilor

COX inhlbltor

PPARI ¿gonist

COX inh bitor

sterold¿ GR agon it

t42l

t39l

t43l

144l

É91

14sl

NS COX I lnl bito 146l

.Setected drugs werc added to the incubation m€dium ¡ hour prior to additioñ of copper and were te§ted at the indicated concenfations for inhibition of

teukocy,te ñig;ation usi¡g EACmpxjGFp taruae lñ .hemica[y induced ¡nflammátion asiays (chln) (10 p[l cu5o4 for 40 rnlnuter. uP to four conc€ntrations were

.hose¡ ro provide an overview of drug actLviry in the Ch; a$ay We aimed at dentify ñ9 a concentration yieldiñg §¡gñifi.¿nt resul!§ wth P < 0'001 1¡ !Óñe

nra n ces. rhts was ñor possibte (ro rig ltazon e, a spnin, hyd rócortisóñe) ai h gher .on.e¡t ra! ons we re lethal o, showed reduced sig n fl.¿¡cc com pa red ro ower

concenlratoñs Atdrugswereusedinmediumconrainingro/0dimethy 5ulfoxl.le, ¿s lvere co¡tro fsh.AnerBks rñdicate slgrifkant e!ko(yle ñ9.¿ton

i¡hibiron."rp<oo01.,.o.ool<p<oot,"o.ol .1 . o.oi, Lllnut uqn ndi.ates no 5iqñf.ant differen.e. GB, !lLrco.odlcord ¡eceptor; NS, ñonsterodai cox

.ycLooxygen¿re; lNK, c lun Ntermna k naser PPAR_I, perox sonre pro ifer¿tor ¿ctivated recepior'i

Chln assay (Figure 4a). lndeed, pretreatment of laryae detect molecules that affected the resolution Phase.

with Dpl iignificantly reduced the number of leukocy,tes Nonste¡oidal anti-inflammatory drugs (such as diclofe-

inflltrating ih" tut".i line, confirming that ROS gradient nac and ibuprofen) act as nonselective inhibitors of the

formation is also cfitical for leukoc¡es to respond to enzyme cyclooxygenase (cox), inhibiting both the

copper-mediated lesions and the potential of the Chln cyclooxygenase- 1 and cyclooxygenase-2 isoenzymes

asiáy to link unexpected molecules to leul(ocyte (COX1 and COX2, respectiYely). COX enzymes ale

infiltration. proinflammatory during the early phase of inflamma-

A§ innate immune leukoc¡es abandon the wounded tion, but aid resoluüon at the latel phase by genelating

neuromast a few hours after the response, we next an alternative set of Pro§taglandins [20]. Resolution of

wished to learn whether it would be possible to also inflammation was analyzed by carrying out coppel

SLrllnd¿c
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damage for 40 minutes as befo¡e, adding the drugs
immediately after copper removal and scoring for leuko-
clte lnfiltration 3 hou¡s after that. Hence, if inflamma-
tory resolution was impaired, we would observe an
increase in leukocyte numbers at neuromasts compared
to cont¡ols. When diclofenac and ibuprofen were added
aí1er copper treatment, the numbe¡ of infiltrating leuko-

cltes after 3 hours was significantly different from con-
trol fish, indicating that inflammation was not resolved
in these cases (Additional file 8). The numbe¡ of leuko-
cytes in drug-treated fish was, in fact, almost identical
to the number obse¡ved immediately after copper
removal, suggesting that drug-exPosed cells were
blocked from exiting the wounded area.

The Chln assay can detect mutations that affect the
inflammatory response

To explore the full versatility of the Chln assay, we

investigated its potential for detecting genetic mutations
within critical pathways of an innate immune resPonse.

To this end, we used the zebraftsh was mutant [7]. The
'§fliskott-Aldrich syndrome (,§fAS) family of Proteins is
involved in transduction of signals from receptors on
the cell surface to the actin cytoskeleton. 'WAS protein
deficiency underlies a severe human condition charac-

terized by recu¡rent infections and autoimmunity caused

at least in part by perturbed leukocl,te migration toward
chemotactic c'Jes 121,221. We exposed 1a¡vae obtained
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from a cross between homozygous lr4§ mutant male
fish and heterozygous female fish to copPer and ca¡ried

out a Chln assay; as controls, wild-tyPe fish were used.

The sensitivity of the Chln assay allowed a clear identifi-

cation of larvae that we¡e either homozygous or hete¡o-

zygous for the mutation on the basis of infiltration of
Ieukocytes towa¡d neuromasts after copper treatment
(Eigure 4b). Subsequent genotyping fu¡ther confirmed
our correct phenotypic identification of homozygous
mutants from larvae heterozygous for tlr.e mutation (not

shown), As shown previousl¡ was gene dosing cotte'
lates wit.h the degree of leukoc)'te migratory impairment,
as heterozygotes show an inte¡mediate effect compared

to homozygous mutants and wild-type larvae [7]. The

ChIn assay may thus also be used for genetic screens to
identify mutations in genes c¡itical for an inflammatory
re6ponse.

Automated detection of anti-inflammatory activ¡ty

While manual quantificatíon of migrating leukocytes
using the Chln assay is an improvement over other
methods for analysis of selected molecules o¡ for reco-
vering mutations, it is still unrealistic as a method for
high-throughput screening of hundreds to thousands of
candidate chemicals or mutants with reasonable efforts

and within ¡easonable time. Therefore, we sought to
transform the ChIn assay into a scalable method that
could be used in large-format screens. §le developed a
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custom software script enabling us to maP fluore§cent
expression domains in zebrafish laryae and combined it
with automated microscopy. To put the automated §ys-

tem into operation, we used comPound transgenic
cldnB: ;G FP / ly s C: : D;RED2 larv ae, as green fl uorescent
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neuromasts facilitated computer-aided automatic exam!
nation of the area surrounding the damaged ti§§ue for
the presence of red fluorescent leukocltes (Figures 5a-

5d and Additional file 3). The assay was carried out
essentially as described previously, excePt that the larvae

were distributed in 384-well plates and drugs or copper

were added directly to the individual wells using multi-
channel pipettes. Larvae were Preincubated with drugs

for 30 minutes and then exposed to coPPer treatment

Forty minutes after addition of 10 FM CuSOa, plates

were placed unde¡ a fluorescence micro§coPe equiPped

with a x2.5 lens and three channels per well were auto-

matically captured (bright-field microscope, GFP and

DsRED2). lmages were then automatically processed

using our custom script to first identiry the neuromasts

(GEP) and subsequently to quantify infiltrated Ieuko-
q'tes in thei¡ surrounding area by fluorescence inten§ity
(DsRED2). To validate the automation of the Chln
assay, we first performed a control experiment testing

different concent¡ations of CuSOa and CdCl2 (Figure

5e), As with manual ChIn, the results of the automated

assay revealed a significant increase of leukocltes in the

vicinity of the neuromasts upon copper treatment as

compared to control or cadmium treatment (compare

Figures 2b and 5e). Furthermore, automated ChIn eva-

Iuation of a selected panel of drugs yielded results iden-

tical to those seen using the manual assay. The
immunosuppressive effect for all compounds te§ted wa§

detected with sensitivity comparable, o¡ superior, to
manual screening (compare Figures 5f and 5g). These

results show that the ChIn assay provides sufficient
robustness to be apPlied to automated detection and

evaluation and will thus allow further upscaling by, for
example, removing any remaining manual steps, includ-

ing the introduction of robotic liquid handling.

Dlscussion
We describe a new method, the ChIn a§say, which will
be of value for the initial detection of lead compounds
exhibiting immunomodulatory activity as well as genes

with roles in the different stages of the inflammatory
response. ln zebrafish, myeloid leukocltes develop dur-
ing the first day of life, while molecular ma¡kers and cel-

lular components of adaPtive immunity arise well after

the third day [23-25]. Thus, assays carried out in early

larvae allow specific analysis of the innate immune §ys-

tem. These assays are facilitated by the transparency of
the larvae and the availability of fluorescent tag§ in spe-

cific immune cell types i11 transgenic fish. However,

nontransgenic zebrafish can also be used because histo-

chemical stains (i.e., Sudan Black) are equally useful for

Chln assays.

The inflammatory response in this species has been

well characte¡ized 12,6,7,10,26). However, studies ca¡¡ied
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Figure 5 Autoñated Chln atsay. (a-d) mage acqu¡sitioñ method usinq compound v¿nsgenc larv¿e c/drglcfP ¿nd iysc:rDinÉD2. lrnager show
control (DN¡SO) (a a nd b) a nd lreared (CUSO¡) (c a nd d) f sh reveal ng neuromatts (g ree n, a rrow, ¿ nd eukocytes (red). Shown ¿ re the r¿w
images (a ¿nd () and the ñumber and identity of the nelrom¿sls that we¡e autom¿ticaliy dete«ed by the sofrware (b and d) (white sqGres)
The imaqe analysis software determines the averáge red fluorescence intensiry per square (ñeuromast are¿) and c¿lcul¿tes lhe d¿ta averaged for
é I squares detected wkh n one latu¿. Note lh¿t the program is ab e to detect mos! but not al, of the vlslble neurom¿sls. The variab e
neurorn¿sl detection success i5 compensated by usng more ¿rvae than ln the m¿nual methodr 24 per plate ln tripllc¿le, averaglng around 50

d¿ta-produciñg l¿rv¿e per condition. (e) A conrol expe¡imenl using the ¿Lrtomated Chln assáy. Unfe¿ted or met¿l-exposed double-fañsgeni(
f sh were maged, and red fluorescence w¿ s ¿veTaged ftom th ree experimenls. R€§ults ¿¡e co mparable to .¡añ Lr¿ I ah ln assays. (f a nd g)
Cor¡p¿rison of Ch n ¿ssay resuhs between the manual qu¿ntifcation method (f) ¿nd automated detectoñ (9) of ¿nt-inflamm¿lory drug ¿ci vity.
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out to date have relied on physical damage [9,10,27] or
on a genetically induced ch¡onic inflammatory condition
I19] to observe the behavior of myeloid leukocl,tes. Our
approach tal(es advantage of noninyasive tissue damage
and induction of an ¿(ule inflammat<rry response in spe.

cific areas of the larva. The principal advantages of this
method are its robustness and scalability: Physical
manipulation of individual larvae is unnecessary, thus
avoiding the introduction of variability and limitations
to the number of individuals that can be screened.
Using the ChIn assay, Iarvae are distributed singly into
microtite¡ well plates, but can then be trealed sin¡ulta-
neously with automated Iiquid-handling devices fbr
induction of chemical damage, a procedure that is
highly reproducible between individual§. The inflamma-
tory reaction occurs within minutes. Thus, live t¡eated
larvae should be analyzed shortly after the addition of
copper to the medium, Analysis of live transgenic ani,
mals allows for continuous or repeated monitoring of
the immune cells' behavior, a useful condition for

examining sequential arrival of different cell types or
resolution of inflammation, for example. Alternatively,
larvae can be fixed at the desi¡ed time point a{ter treat-
ment, allowing analysis of large sets of fish subiected to
an identical treatment. In the latter case, the use of
transgenic zebrafish lines is optional as it is possible to
label leukocltes using histochemical stains, antibodies or
ln slr, hybridization (Additional ñles 1 and 6). Nonethe-
less, fluorescent lines greatly facilitate the analysis and,
in our hands, were essential for automation. §í¡e com-
bined transgenic backgrounds that label the neu¡omasts
in one color ánd immune cells in another (Figure 1r),
which made the image recognition software highly effi-
cienl. in selecüng üe area to analyzr.

Ve applied several known anti-inflammatory drugs to
test the Chln assay. The selected molecules affect
diverse pathways implicated in inflammation such as the
COX. c-fun N-terminál kinase (lNI() or peroxisome pro-
Iiferator-activated receptor (PPAR)-y responses. ln addi-
tion, we confirmed that ROS gradient formation is
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critical for leukocyte recruitment upon copper-induced
inflammation as chemical inhibition of NADPH oxidase
significantly decreased the leukoqte recruitment toward
¡reurotrtasts. Copper-mediated inflammation thus
mechanistically recapitulates classical wounding assays

without lhe need for manual manipulation of larvae. 1 /e
caution that a primary large-scale, small-molecule scleen
carlied out using the ChIn assay would not distinguish
(1) a specific anti-inflammatory effect, (2) an inhibitory
effect on general cell motility and (3) protection of hair
cells from undergoing cell death, as all of these events
would result in the same net effect: Recruitment of leu-
kocltes to neuromasts would be altered. Ca¡rdidate leads
need to be subjected to secondary screens to distinguish
the specific aspect of immune cell behavior that is
affected.

Using the Chln assay, we have obtained comparable
results with two transgenic lines and rwo histochemical
stains (Sudan Black and 3,3'-diarr.rinobenzidine, or DAB).
New tools currently under development that will allo¡v
the ¡fi v¡vo identification of distinct subpopulations of
immune cells will further enhance the benefits of the
ChIn assay in the nea¡ futu¡e. Eo¡ example, preliminary
results using lck;rGFP tlansgenic larvae, a lymphocyte
repo¡ter line, showed no behavioral change in tltese
cells after copper exposule, as expected given the role of
these cells in adaptive immunity (CAD and MLA,
unpublished work).

Other types of screens feasible w¡th the Chln assay
A major application of the ChIn assay will be the identi-
fication of immunomodulatory activities of small mole-
cules. Howeve¡, we foresee additional applications using
this strategy. First, mutant screens aimed at detecting
genetic components of the inflammatory response will
be facilitated with this app¡oach. The high-throughput
advantage of the Chln assay can be used lbr efficiently
screening mutage[ized fish, as well as fo¡ gaiu of func-
tion scleens or antisense screens using morpholino oli-
gonucleotides. Genetic mutations or knockdowns can be
identifled, given that their phenotypic consequence
regarding leukocyte behavior during inflammation lies
within the sensitivity threshold of the Chln assay, Here
we provide proof of principle for the identification of
mutations using lras mutant zebrafish as an example-
The r"as mutant larvae exhibited a significant reductio[
of leukocytes inliltrating the lateral liue neuromasts
upon copper treatment. On top of identifying homozy-
gous mutantsr the level of sensitivity of the Ch[n assay

even allowed for discrimination between heterozygous
and homozygous larvae.

Second, the localized damage induced in the superfi-
cial neuromasts could be used as a model fo¡ inflam¡¡a,
tion mediated by infection. Most models of bacterial
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infection, fo¡ example, require iniection of the pathogens

to study the immune response [[28,29]; reviewed in [8]1.
Larvae in which neulomasts have been damaged may be

susceptible to infection through the sites of injury with
waterborne pathogens, or likewise stimulated with
pathogen-associated ¡¡olecula¡ patterns (PAMPs) such_.

as lipopolysaccharides or vilal nucleic acids added to the
water. It may even be possible to distinguish the acute
inflammatory response induced by wounding from that
mediated by infectious agents using the Chln assay in
different transgenic backgrounds.

The highly specific migration of leukoc),tes to the neu-
romasts offers an excellent opportunity for a detailed
examination of the molecular players involved in directed
cell miglation and immune cell homing. In this case,
imnrune cells can be imaged ín yivo befote and during
the generation of the attractive signal, allowing the moni-
toring of cell behavior during the key transition between
¡andom walk and chemotaxis. Likewise, the path fol-
lowed by these cells can be observed in living tissue, a§

well as in the diffusion of signals through interstitial
space, fo¡ example, using hydrogen peroxide reporters
[2]. As opposed to tail wounding or sectioning, damage
to the neuromast generates a focal point of chemoattrac-
tants with radial diffüsion, which could provide a more
adequate scenario for analysis of leukoclte homing.

Our laboratory is particularly interested in the regen-
eration of lateral line hai¡ cells, a model for sensory
regeneration in general. The contribution of the immune
system to regeneration has been well documented, as has

the potential impediment to regeneration caused by pro-
longed tissue inflamnation and fibrosis. \Me believe that
the ChIn assay can be used to investigate the molecular
mechanisms of immune syslem involvement in regenera-

tion. Whether the arrival of immune cells to damaged
neuromasts promotes or inhibits regeneration of sensory
hair cells is currently under study. lnterestingly, time-
lapse observation of a [euromast during copper'-induced
damage shows that patrolling neutrophils and macro-
phages (and possibly other cell types) provoke disorgani-
zation of the surviving cells, separating them from one
another (Additional file 3). As migrating leukoc¡tes con-
tain and release m atrix- deg¡ading enzymes, such as

Mmp9, that diminish adherence and tissue integrity, they
could assist in the reconstruction of the damaged organ
by facilitating the rearrangement, proliferation and differ-
entiation of regenerating cells. Obviously, hair cell death
or the Iegeneration process itself could be the sub.iect of
high-throughput screens (genetic or chemical), as iras

been done previously with damage induced in hai¡ cells
by neomycin [30-32]. Einally, molecules that protect neu-
romast hair cells against damage by copper would pre-
clude immune cell migration to these organs.
Pretreatment of fish with antioxidants p¡otects hair cells
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from the effects ofrvaterborne copper [t2], and thus this
type of activity could also be uncovered in a small-mole-
cule screen using the Chln assay.

Condusions
In conclusion, the Chln assay represents a new tool that
will cont¡ibute to the understanding of the pathways
that lead to homürg and migration of innate immune
cells, as well as providing a discovery model for mole-
cules that may yield new leads to therapeutic treatmel1t
of immuie disorders.

Method§
Animals
Zebrafish were maintained and raised in our facility
under recommended conditions [33]. The following
strains of fish were used in this study: AB (wild type),
caspcr 1341, was l7), cldnB::GFP 116l, BAC*rpx::GFP [5),
Brn3c::mGFP 1351, Tg(lyz: EGFP)I2L17 arrd Tg(lyz:
DsRED2)nzSa, he¡ein named LysC::GFP and lysC;
DsRED2 [6]. All embryos were collected by nrtural
spalvning, staged according to Kimmel et al. 136) ar,d
raised at 28"C in E3 medium (5 mM NaCl,0.17 mM
l(C1,0.33 mM CaC12,0.33 mM MgSOa, and 0.1%
methylene blue, equilibrated to pH 7.0) in Petri dishes,
as described previously [37]. Embryonic and larval ages
are expressed in hours postfertilization (hp0. All animals
sub,ected to experimentation were anesthetized in MS-
222 (¡ícaine; A5040; Sigma, Saint Louis, MO, USA),
and procedures complied rvith the guidelines of the Ani-
mal Ethics Committees of the University of Chile and
[<arlsruhe lnstitute of Technologv.

Chemicals
A 10 mM stock solution of CuSOa (copper Il sulfate pen-
tahyd¡ate, catalog no. 102780; Merck, Dar.mstadt, Ger-
many) was prepared daiiy in bidistilled water in a glass
beake¡ until dissolved cornpletely. Likewise, CdCl2
(CB236; Matheson, Coleman & Bell, Cinci¡rnati, OH,
USA) was prepared at a stock concentration of 10 mM.
Additional cher¡icals were ZnS04 (catalog no, ZI-I705;
Winkle¡ S.A., Santiago, Chile), NiSOa (72280; Sigma) and
AgNO3 (101512; Merck), neomycin (N1876; Sigma),3,3'-
dihexyloxacarbocyanine iodide, or DiOC6(3), was pur-
chased from lnterchim, Montlugon, France (FP-46764A)
or AnaSpec, f¡emont, CA, USA (catalog numbet 84715),
DPI (D2926; Sigma), DMSO (317275; Merck), paratbr-
maldehyde (catalog no. 1.04005.1000; Merck), Sudan
Black (3808; Sigma), and Tween 20 (P5927; Sigma).

The following anti-inflammatory drugs were tested:
from Cayman Chemical Co. (Ann Arbor, Ml, USA), ibu-
profen (70280), diclofenac (70680), aspi¡in (70260),
indomethacin (70270), trans-rcs\eratrol (70675), rosigli-
tazone (71740\, mifepristone (10006317), sulindac
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(10004386) and SP6O0I25 (10010466). From Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA): dexomethazone (D1756)

and hydrocortisone (H4O01).

Neuromast damage protocol and the bas¡( Chln assay
(manual quant¡fication)
Zebrafish larvae of the BACmpx::GFP aad llsC::DsMD2
st¡ains were grown in E3 medium in g¡oups of 40-50
laruae per 10-cm Petri dish until 56 hpf Only those lar-
vae that spontaneously hatched were used for the assays

as artificial enzymatic dechorionation often damages
neuromasts, causing spontaneous inflammátion. Any
ñsh that appeared developmentally delayed or otherwise
ab¡rormal were also excluded from further analysis,

Selected larvae were t¡ansferred to six-rvell plates
(M8562; Sigma) in a volume of 6 ml of E3 solution lack-
ing methylene blue, and 15 larvae were added per well.
Stock solutions of CuSOa were added directly to the
wells, a¡rd incubation was carried out for 40 minutes at
28"C. Larvae we¡e then fixed by transferring them to
1.5-ml microfuge tubes and replacing the E3 medium
with 4% paraformaldehyde prepared in phosphate-buf-
fered saline (PBS) and incubating for t hour at room
temperature. During fixatior¡ and subsequent handling,
the tubes were kept in the da¡k to avoid bleaclring or
fadürg of the fluorescent protein signal. After fixation,
larvae were washed three times for 5 minutes each in
PBS-Tween2o rvith gentle agitation. Examination of
fluorescent cells and counting was carried out within
the next 48 hours after fixation using a Leica (\Metzlar,
Germany) MZ-12 fluorescent stereoscope. Labeled cells
were counted under fluorescent illumination within 10

cell diameters of the horizontal myoseptum between the
first somite and the end of the tail (see Figure 2) on one
side of each larva. All experiments were carried out with
a minimum of 15 larvae fo¡ each condition, and counts
were carried out by two observers. For leomycin treat-
ñenls, BACmpx::G,F? fish were ircubated in the indi-
cated concentration of antibiotic for t hour, and cell
counts rvere done as before. ln these expe¡iments, we
used 96-hpf fish, as neomycin kills only mature hair
cells in lateral line neuromasts. W'e confirmed cell death
in these fish by using hair cell-specific markers,

Eor Sudan Black staining, we used fish of the casper
mutant strain [34], which lack pigmentation in the body.
Larvae at 56 hpf were incubated as before (no metal and
10 mM CuSO.,), fixed, washed and incubated for 20
minl¡tes in 0.5 ml of Sudan Black staining reagent in
batches of 30 larvae. Larvae were then 1\.ashed three
times in 70% ethanol at room temperature with mild
rocking. Labeled cells were counted as before under
bright-field illumination unde¡ a dissecting stereoscope.

The rras mutant fish were l(ept in E3 supplemented
with propylthiouracil (from 24 hpf until fixation) to
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suppress pigmentation. The wcs*/' fish were mated with
was'/ frsh. Entire clutches were scored prior to genotyp-
ing, which was ca¡ried out as described previously [7].
AB zebrafish we¡e used as wild-fype controls.

Drug assays

All drugs were prepared according to the manufacLure¡'s

instructions at a stock concentration of 10 mM by dis-
solving in 100% DMSO, which was previously purged by
gaseous nitrogen for 2 minutes. Drugs were stored at
-20"C until use and were diluted immediately prior to
being added to larvae medium.

Drugs were added to the ¡equired concentration into
the weils containing the experimental larvae in E3 con-
taining 1% DMSO. Positive and negative control larvae
were incubated only rvith 1% DMSO. lncubation with
drugs was done for t hour prior to addition of CuSOa,

which was added directly to tlle wells containing the
experimeotal and positive control larvae. Incubation
after copper addition continued for another 40 minutes
befo¡e fixation in 4% paraformaldehyde for t hour at
ambient temperature in the dark, Counting of leuko-
cytes was carried out as before.

Statist¡cal treatment
Data are presented as mean values t SEM. Statístical aDa-

lysis was performed using GraphPad Prism version 5.00
for 'W'indows software (GraphPacl Software, l,a Jolla, CA,
USA). The probabilily level for statistical signiftcance was

P < 0.05. All statistics regarding leukocl.te migration were

evaluated with unpaired ,-tests with Welch's cor¡ection.

lmaqe processing

For imaging, larvae were anesthetized and mounted in
1.5% Iow melting point agarose (peqGOLD 35-2099; PEQ-

LAB Biotechnologie, Erlangen, Germany) dissolved in E3.

Photographs $€re taken with a Leica DFC 300-EX came¡a
and Leica SPE confocal microscope (Leica Microsystems,
wetzla¡, Germany) and processed with Adobe Photoshop
(San )osé, CA, USA), Zeiss Axiovision (Carl Zeiss Microi-
maging GmbH, fena, Germany) and lmage | (version 4.2,

http://rsbweb.nih.gov/ijlindex.html) software. Eor time
lapse imaging, we used a Zeiss Aiovert 200 M micloscope
equipped with a x20 lens obiective and an Axiocam cam-
era (Additional ñle 2) or a Leica SPE confocal microscope
using a x40 lens objective (Additional file 3). As described
in Additional lile 2laryae were incubated in a 1:3,000 dilu-
tion of DiOC6(3) stock solution (1 mg/ml) in E3 and we¡e
then washed three times with E3 fo¡ 5 minutes. Larvae
we¡e embedded in 1.5% low melting poiflt agarose dis-
solved in E3 containing 50 ¡rM CuSOa. Images were cap-
tured every 90 seconds for a total of 150 minutes. As
described in Additional file 3 compound transgenic fish
(cldnB::GFP, lysC::DsRED2) were treated with 50 ÉM
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CuSOa for 5 minutes and then mounted in 1.5% low melt-
ing point agarose dissolved in E3 cortaining 50 FM
CuSOa. Images were captured every 60 seconds for a total
of I00 minutes.

Automated Chln as5ay

Individual anesthetized larvae were manually placed in
single wells of a 384-well plate in embryo buffer. Subse-

quently, compound stock solution in DMSO wás trans-
fe¡red from a compound source plate to the assay plate

contairing embryo buffer (E3 + 1% DMSO + 0.02%

MS222) and larvae using a multichannel PiPette. The
assay plate containing larvae and compound was sealed

and incubated for 30 minutes at 28'C. Following com-
pound incubation, CuSOa sohtion (0.3 mM) was added

to the assay plate, resulting in a final concentration of
10 gM copper sulfate. Assay plates were then incubated

for another 40 minutes at 28"C. This procedure yielded

a total volume of 120 ¡.rl per well and resulted in the
respective final compound screening concentrations for
this assay (10 gM ibuprofen, 3 ¡rM diclofenac, 10 ¡rM
ildomethacin, 1 mM dexamethazone, 300 ¡,rM hydrocor-
tisone). A volume of 120 gl was empirically identiÍied as

the optimal volume for ou¡ automated imaging Proce-
dure. To achieve an assay sensitivity comparable to
manual analysis, we also defined the mi[imum number
of individual larvae analyzed per condition to be 30. In
practice, 24 embryos for one condition were imaged per

384-well plate, but experiments were repeated at least in
triplicate such that, on average, 50 larvae were analyzed
per condition (see below).

Automaiic imaging was perlormed on Olympus
Scan"R high-content screening microscope setuPs
(Olympus Biosystems, Munich, Germany) equipped with
a x2.5 lens objective (plan-apochromatic), an Olympus
Biosystems DB-l digital camera (1,300 x 1,024 pixels),

filter cubes for GFP excitation filter, 460-480 nm; emis-

sion filter, 495-540 nmt dichromatic mirror, 485 nm)
and cyanine 3 (Cy3) (excitation filter, 535-555 nm; emis-

sion filter, 570-625 nm; dichromatic mirror, 565 nm),

and an ultrastable light source MT-20 xenon larnp-
Camera image integration times were fixed (20-ms

bright-field microscope, 400-ms GFP, 150-ms Cy3), An
object detection autofocus algorithm detected the cen-

tral focal plane of the fi¡st-well larva and was applied
for the rest of the plate, Image processing was done
using the Labview Vision AI rapid Prototyping tool
(National lnst¡uments, Munich, Germany). Data man-
agement, red-green-blue (or RGB) overlay gallery gen-

eration and result display were performed using self-

made Labview software modules. These scripts enable
the detection of GFP-labeled neuromasts on an

extended focus projection of five optical sections (two in
each direction from the central focal plane) and define
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an empirically established surrounding area (see Eigure
4) in the GFP channel. Subsequently, the inflammatory
response is quantified by the detection of DsRED2-
labeled leukoc¡es within the area surrounding the neu-

romasts in the red channel. Quantificatíon is based on

the average relative fluorescence intensity of leukocl'tes

within this area. For proper image processing, the larvae

ideally have to be oriented in a lateral position' How-
ever, our image analysis scripts allowed a certain degree

of freedom with regard to this requirement, Our proce-

dures yielded more than 7jo/o of larvae po§itioned in a

way that allowed automated image Proces§ing without
the need for manual orientation of the larvae. However,

all plates were manually checked, and larvae in unfavor-

able positions were corrected. Al1 modules a¡e available

on request from the authors.

Additional mater¡al

Additionalfile 1: Supplementary F¡gure l.lndu.tion of máit;x
netatloprote¡nase 9lñmp9) expression by (opper treatment in

zebrafish laryae l¡ ir¡, h!'b':d /aI on to dercd e¡pres! !¡ ol r¡rnp9 was

.¿r.d oLrr n roriirol (a¡rr.lc) .n¡ rl]l¡. i!h ¡re¡re¡ /r'ilh.¡Pr,.
rLlf¿te (c ¿.d d) (a ¡nc b) ¡.lLr.t o¡ oI mr¡!9 exprlssion ¡ft€r re.I ng

2 d¿./-oLd i j r r lh r0 p[/ C!:¡a ior '10 mn,]lts I'/hrle.cnlro iijr h.v!
fe\,., d-.¡Eir.ole.c \ ¡beÉd rr, prcbe,. urier: o¿ hllhf .jr,e{l reL5

,:ri: t-.en ln ¿.i,,r,i.I.,51. prlti ¡ .rlono tre I:n'(\ oi tle lre¡lr¡
¡nl¡rl; The i¡rt1 jloii ¿ .oseup ¡1nq-^ ol ¡ne oi I re5e .l,rller! (c ¿¡d

d) rn¡',,r! ndLr.lo¡ b/ Ire¿ir¡ent of I dar'_od f5h,\/lh l0i gl,'lausoi
i¡r ó h.l15 ¡r. fi!€d i.rmed ii ci! IheI-"¿fter Note lh¿t c rr§ler n! of
¿oe ed .! s ¿L C screte poslt o.5 ¡ onq th. m d in€ ! r 5lr .i.p¡ri¡t ¡11e"

¡hi nro,e ;e.c .r tre¿:r¡eni

Additional file 2: Supplementary Movie I Misration of leukocvt€s

toward damaged neuromasts Tr¡nlqenr. É¡ar¡r.r:riiP l¿r!.c !ier-'

!tá,red ú/ih 3I'l hex! o¡a.¡bo.td¡r¡e ca¡t (D'JC,,) ¡c rc'Jc¡

¡r-r.m..ri Í.d ¿rorrr lr.l'rld.¿ ;!-'erl .e 5 ¡r' llre 5k r ¡ft'
.rerrojl1rÍ¡,' .i il ]f lhe rf.!., the üu¡k ¿',d D¡rt .ri 1¡! ril r.e

5tro¡r¡ ¿n¡€r ¡r i.i ti,e eh Tirts nr¿.re\ a,€ .i5p ayed t'th!u1
p5eL,¡c.o or r-c, g !!r th¿i D !4,, s!ibreL.th"lr.txrilroIEs.e¡l
p.ct-"i. (afir) l!o:e5.efcc .nannÉ Af¡er ¡c.].rq 50 !1"1 CuSO, r. ihc

mcdiLrm itr \"r'Ere mcu¡ied ¿nd mmcd¿1Éf,¡.!edlor2hoJG(c
.h!.r\,. tre bÉn.!or of .1i..!:É5 turo CFP ¿becii.! r ¡¿'re Óler
,:!o'!¡ rfll¡o lo.\,r tlr!r 1r¿.-..r.r,)i lo\!¿ d tr" re¿'Éii¡rirct¿it A

!r:!{rl[u tunr¡.tof oi t ].r ¡eLro¡r¡li iJn b" Ée. ¡.¿r r¡e h-"! ¡¡.q
oi llre 1ÉrLr-"¡.e t.l¡te rht ¿rile nLr¡rber rf -'uko.!te5 lh,rt .tr r! :l lhe

É, I od oo

Additioñal file 3: Supplementary [4ovie 2. Leukocytes patrol among
¡eurorñast (ells after copper induced damage t)er.r pl.n:
C.¡po!rl .J.3:6iP, irJa llnlÉr: Ir¿rsqc¡. fslr th.l h¿!-' qreen

¡b. c.l ¡e! o¡r:53 ;nd r.¡ rb: eo lalko.yle5 \\ere lre¿Ied wlt¡ 5C r\i
aúloa ¿r:l n,¡.¡ ate,r mou.l.¡ fo m¿ging for I hclr !¡a.r :
.crif3.¿ .r.rcs..pe nr¿!e! ¡rcre l¿ken i¡ oc.h.h¡nnet;rd i¡ br-ir.t
ie d r umi.3l cn ere,,,, tjo se(c¡dj i¡r r¡r€c 1p ¡¡e! 1or I h.!r rnd we'E

1r.n c¡mb ¡Ed 1b¡ etery ¡ Ere 'Joirl to produce thÉ mo! ? Note the
proiref !e il5org¡n rncl] oi tt ¡rr!í¡¡r .els T r. r o5e! i¡ ro:elt!
xrr.¡L fc !\,h e .e 5 ¡e.o¡r. dct¡.hea lorr on. ¡nolhÉr :no eukó.r¡el
¡cr\er' rlr¡le ti'cu.n.!I rhe órlrrn Origñ¡ mrg¡f .¿llon x40

Additionálfile 4: Suppl€meñtary Figure 2. Neutrophik and

macrophages behave similarly iñ response to copper exposure

ao1,p¡Lrn.l ¡aanr.r:a¡Pll6a:!jilD.l tr¿rrs!.f . fl+r ter! ire¡iul,¡ri¡'
li) tiM ..fp.r ! Drdle ¿rd th,¡ ¡re¿ iufrorr¡rl n! r n.rrrolr¿t' ü¿5

.r:..d 20 ¡rn!t.s.li-. rlilrlor o¡ rrcoture llclc.ton ¡lcel5,!¡!
.:Í;.1 cü n the a.FF ch..ñe (a) .nd lhe rec (Ur5llaDrl .h¿n¡! {b)

Page 1,1 of 16

¿¡d bo:h ,ur,.,rer ¡rerÉ merge¡ {c) s.¡. ne!:rcphis (). o\a .elli I {c)l

¿¡J .r:¡.roph¡qc5 lrcd .elL . (c)) .¡. br cbse^,.d io .¡ic€I. Io

d;rr]a!eC rrufomats

Additional file 5: Supplementary figure 3 Behavior of leuko.vtes

aft€r longterm .opper exposure in zebrafish I¿ruae Ai I d¡F
pojrfen iiz;t o¡ idDfl, lr¿nsgcn c ,ja:!!Á.'¡1, f lr v/c¡e lefMre¿Iec (a,

c, e. á..1g) or erpolld per¡ra¡.nli) :h€re¿rilr to l0 !r\4 C!5o, (b, d, f'
h, .nd i-k) ¿.. ú€rÉ mrqed d:r y ú.i 7 dP1 (1lme5 ¡ the '!irr 

h¿n¡

.o !m¡ .Íc .tpreiie¡ iñ hou15 pc5ltrc:ime.l h.Dt). (a'h) L¡l!r¿illeri oi

e. r r€ .tu¡. N.ie th! len€r¿ .li5Dtrl¿ .f !u¡o.vle5 n r.¿ted vi

.!pr.i¿ ,! tlo br¿n.r'il ¡rthe5 ol llc ¿. ¡. b¡qlnn nq I oa)' ¿'ler

.eq nninq ire;¡n'€nl (i_k) a.teups oi 5pec ic ¿reas ¿t 12 .lDI (i) Venr¡
,r!( oi br.¡(ira¡ ¿,.hes Ü) t¿Ie,¿ !.1,, of headl arron. rd.¡ie5
. f¿( tor! pl rre¿ t ose¡p !!\!' of llr: a¡e¿ sJrro.rn.liio ¿ '-'ll'rrfr¿!I
'\1.,rÉ ¡h¡t frh e\po51]d foI o.! p.r ¡di io copler .litrit 5llrer

aÉ,/: nn:¡r¡ia de¡r!

Additionalfile 6r Supplementary Figure 4. Chemically indLrced

inflámmation assay (Chln) u5ing Sudan Bla.k (a ¿¡l b) Brign-iiea

r.¿!e5 of lnlre¡ieo (a) ¡¡.1 ll fl\r' aLSOa rÉated (b) 5Ó'hpf..¡p€¡

arlae t¿n.en !.r th Suo¡¡ B ¿.k to rÉ!É¡l É.rko.yiei i\ot. lhe

.ongreg¿tror of ¡rreed.eLl!..1h. po!.eIor ¿ter¿ ¡c nelror¡rf5
i¡rfliirsl {.) QLr¿¡ri c¡lo¡ ot eukc.!:e r.'rqril o¡ rcellcled bJ' 5Jd¿.

E a.k s¡¿ ¡ ..J) to tne aleral ¡e ¡ u¡¡€¿l':.r ¿¡d mci¡ erp,sEd ar\'¿e

fhe rei! I i co! !, eil to :h¿r o¡l¿.eC wlt r d¡arp, aíp or ryJ'

¡j¡¡D, rr¡¡5qen.,rr!¿É

Additionalfil€ 7r Supplementary Figure 5. Neomycin ablates hair

ce¡lt but fails to indu.e localization of leukocytes to the horizontal

myoseptum (a ¿nd c) Tr.¡sEe¡i. ,'¡j.r:/¡6f¡r ¡tu¡e exprct! GFp in ha I

.eli: !f I r¿ ¿ier¿l n. ¡E.rroñrasti ¿! \!e i ¡i ln ce i cl the !ar' eyÉ ¿¡C

or.r. Tr,rr\q€ni. l¿¡i¿e !!er€ ltil unr-'¿ttil (a) or ú€re tre¿t.d t dr lOil

fil neoni),tl¡ lor t hoLrr; (b) ¡'d ñ.geo undÉr flr.re!.-""' Note ihc

¿ir¿i on !r l¿ter. L ¡e h¿ r.-'l I il'o!!. ¡rh.r ex|rri]5i rr! 1l!!!e5 ¿re

ln¿fe.te¡ (b¿ndd) li'la,trprrGÉIrl¿r!¿e vri/c reat-"Ll in pirr¿i: üIh
lJr'rjr aIP ¿rra. !oet¿nln. le!kc.','¡c beh¿v.r Nol. lr¿twhl4
eukca,/iÉi d spc :e '!'th thc necm!. ¡ nc¿tn'enI ¡hey do rol
.o¡rlr,jLr¿tE ne¿' rreLrro¡r¿5¡ ¡i they c. ¡rlh copler I ean¡Ént

Additionalfile 8: Supplementary Figure 6. The Chln assav can be

adapted to carry out an inflammation resolution screen g¡'nlpr':

6il lrentlerrL. li. viere I¿ sed ¿n¡ re¿I.d al 5ó hpl w ¡h lC !l'i L'r5Ol

r! de,.ribcd for ¡he ahn ¿55a! T'!^ ¡unber ollnf rrL¡-c €uko.vlej n

r'rÉ aier¡ .e tr.r,r ..u¡Iec ¿nir aor¡o¿r.d Io ¡'ose ol !¡t'.aied f 5h ói

ú ¡orri p¡sltrearñr-.¡l lrpl) lie\-'f 5r riÉr¡: the¡ efr f¡r a lJ(lr-"r l
l'.u¡ ¿fter r.'mo!¿ ol.cpo"r il rirl).r¡.1 cr:mine¡ on.e a!¡ n 10'o'rrl
nf lraI nq c!ko.),¡ei aopp-"r lr'";t.d i5h 5row ! !ln f.anl c r¡i¡rrhment

oi .!ko.\4. ¡umber: bt tl; ¡ r!'re ndi.¿i ng 'e5olut on of n'¿mm3:'n
f .¡pper n€¿:?.1 ;i5h ¿'e e¡p.5e.l !. a . oje¡,. or ,o!pr.rie' al 0 hpl

,¡¡ ex¿r.l¡e¡ ¿¡ I hirL the n!.rber of nf 1r;lnlr c![..!tes 
'c:¡¿ 

¡5

f,o , n!.n: ¡-q th¿I dr':ie ,r ,r!5 rh bi r!5o r¡o.
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