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Resumen

En el siguiente seminario de titulo se estudio la toxicidad producida por cobre
disuelto y la regeneracion celular en la linea lateral de larvas de pez cebra (Danio
rerio). La linea lateral es un sistema mecanosensorial donde existen células ciliadas
mecanotransductoras y células accesorias similares a las del oido de los mamiferos,
pero que pueden regenerar luego de ser dafiadas. En este contexto ¢l estudio apunta a
caracterizar ‘en detalle un modelo util y accesible para el estudio de la muerte y
regeneracion celular en sistemas sensoriales.

Se determiné mediante andalisis morfolégico utilizando tinciones fluorescentes y
microscopia electronica de transmision, que el cobre disuelto en bajas
concentraciones, que no afectan la sobrevivencia de las larvas, induce principalmente
necrosis en las células ciliadas. El cobre produce dafio sobre el DNA en los
neuromastos (detectado por TUNEL) y un aumento del nivel de especies reactivas
del oxigeno en las células ciliadas (detectado con diclorodihidrofluoresceina-
diacetato). La muerte de las células ciliadas pudo ser parcialmente prevenida
preincubando las larvas con compuestos antioxidantes.

Concentraciones de cobre que afectan las células accesorias de los neuromastos
disminuyen Ia velocidad en que regeneran las células ciliadas. Utilizando una linea
transgénica de pez cebra que expresa GFP en las células ciliadas se describio la
dindmica de la regeneracién y se demostré que luego del dafio por cobre hay un
aumento en la velocidad de generacion de nuevas células ciliadas.

Existe proliferacién celular sostenida en los neuromastos, la que aumenta al dafiar las

células accesorias con cobre. En dicho caso las células ciliadas regeneradas




provienen principalmente de células que han replicado su DNA, lo que fue detectado
por incorporacion del andlogo de ntcleotidos BrdU.

En los neuromastos existen células que expresan el marcador de células troncales
neurales Sox2. La expresion de este marcador se restringe a las células accesorias y
es en este dominio donde ocurre la proliferacién que puede dar origen a nuevas

células ciliadas.

Abstract

The present seminary is a study on toxicity produced by dissolved copper and cell
regeneration occurring in the lateral line of zebrafish larvae (Danio rerio). The
lateral line is a mechanosensory system containing hair cells responsible for
mechanotransduction and accessory cells, similar to the mammalian ear, but they can
be regenerated after damage. In this context, the aim of this study is to characterize
in detail a useful and accessible model for studying cell death and regeneration in
sensory systems.

Using fluorescent dyes and transmission electron microscopy to asses morphological
analysis, it was determined that dissolved copper (in concentrations that do not affect
fish survival) induces mainly necrosis in hair cells. Copper produces DNA damage in
neuromasts (detected with TUNEL) and an increase in the levels of reactive oxygen
species in hair cells (detected with dichlorodihydrofluorescein-diacetate). Hair cell
death was partially prevented by pre-incubating larvae with antioxidant compounds.
Copper concentrations that affect accessory cells diminish hair cell regeneration

velocity. Regeneration dynamics were described using a zebrafish transgenic line




that shows GFP expression in hair cells, and an increase in hair cell generation
velocity was demonstrated after copper-induced damage.

Sustained cell proliferation occurs in neuromasts, which is increased when accessory
cells are affected by copper toxicity. In this case regenerated hair cells come mainly
from cells that have replicated their DNA, detected using the nucleotide analog
BrdU.

Cells that express the neural stem cell marker Sox2 can be found in neuromasts. It
was revealed that expression of this marker is restricted to accessory cells, and in this

domain takes place the proliferation that gives rise to new hair cells.




1. Introduccién

Seccién I: Muerte celular inducida por cobre en la linea lateral del pez cebra.

Se ha descrito que las células de los sistemas mecanosensoriales, como el que existe en
el oido de vertebrados, pueden ser deterioradas por varios factores, entre ellos el ruido
excesivo (Henderson et al., 2006), la edad y agentes quimicos en solucion. Entre estos
Gltimos encontramos antibi6ticos aminoglicésidos como la neomicina y gentamicina
(Lowenheim et al., 1999; Sha et al., 1999), drogas antineopléasicas como la cisplatina
(Cheng et al., 2005) y metales pesados como el cobre (Hernandez et al., 2006; Linbo et
al., 2006).

El efecto de estos factores sobre las células de los drganos mecanosensores ha sido
caracterizado en detalle en algunos modelos de vertebrados, observandose muerte
principalmente en las células ciliadas mecanotransductoras, responsables de percibir los
sonidos y algunos estimulos mecénicos del entorno.

Respecto de los posibles mecanismos implicados en la muerte de estas células, se
reconoce que la apoptosis, un tipo de muerte celular programada, es el mecanismo
comtn de muerte celular en los organismos superiores. Puede activarse por multiples
estimulos y suele asociarse a la actividad de distintos tipos de caspasas, proteasas que
inician una cadena de eventos que llevan finalmente a la muerte y fragmentacién de las
células, mediante un proceso que favorece el reconocimiento y fagocitosis de los restos
celulares, Rasgos centrales de la apoptosis son la degradacién del material nuclear,

exposicion al medio de ciertos fosfolipidos, y ser un proceso muy controlado, donde se




conserva estable la membrana plasmética impidiendo que se libere el contenido celular
en degradacién, lo que de otro modo produce inflamacién en la zona de muerte
(Cummings et al., 1997; Strasser et al., 2000).

Otro mecanismo de muerte celular es la necrosis, donde el dafio sobre las células
provoca aumento del volumen, rompimiento de la membrana plasmatica y liberacion del
contenido celular al medio (Schweichel et al., 1973; Majno et al., 1995) produciendo
inflamacién. Este proceso también culmina con la fagocitosis de los restos celulares y en
algunos casos s¢ observa degradacion del material nuclear. Aungque cldsicamente se ha
mostrado que la necrosis es un proceso desordenado que no depende de un programa
celular, estudios recientes muestran que podria tratarse de un proceso programado y con
un orden particular (Boujrad et al., 2007).

Estudios morfoldgicos y moleculares acerca de la muerte de células ciliadas expuestas a
aminoglicésidos o cisplatina en varios modelos de vertebrados, describen activacion de
vias apoptéticas con actividad de caspasas (Cunningham et al., 2002) y otros marcadores
de muerte celular programada (Matsui et al., 2004), muerte necrética (Owens et al.,
2007), fragmentacién del DNA, y produccién de radicales libres (Sha et al., 1999).

La neomicina, la cisplatina y el cobre dafian las células ciliadas de la linea lateral en
peces, un sistema mecanosensorial similar al oido de los mamiferos, lo que ha sido
estudiado en larvas de pez cebra (Harris ef al., 2003; Ton et al., 2005; Hernandez et al.,
2006; Linbo et al., 2006). La linea lateral consiste en un arreglo regular de organos
llamados neuromastos, los que estdn expuestos directamente al ambiente y se desarrollan

tempranamente en las larvas de peces (Dambly-Chaudiere et al., 2003). En un

neuromasto existen células ciliadas mecanosensoras rodeadas de células accesorias.




Estas células ciliadas comparten las caracteristicas fisioldgicas y moleculares con
aquellas presentes en el oido de mamiferos (Balak et al., 1990), sin embargo regeneran
robustamente en los neuromastos y oido de vertebrados acuéticos (Harris et al., 2003).
Los mecanismos que subyacen el efecto téxico de estas drogas y del cobre sobre la linea
lateral del pez cebra se encuentran en estudio, sin embargo se han descrito ciertos
aspectos importantes del efecto de estos compuestos. Para la neomicina se ha mostrado
que es capaz de penetrar en las células ciliadas y producir compactacién nuclear (Santos
et al., 2006). Se ha mostrado también una respuesta mitocondrial temprana y la
presencia de células apoptéticas y necréticas mediante microscopia electronica (Owens
et al., 2007).

A pesar de ser un elemento traza esencial, el cobre puede dafiar algunas células debido a
la formacién de especies reactivas del oxigeno (ROS) via reaccién de Fenton (Lloyd et
al., 1997), capaces de oxidar précticamente cualquier molécula biologica y también
provocar quicbres en el DNA (Brezova ef al., 2003). Esto ha sido investigado también
en neuronas observandose la induccién tanto de apoptosis como necrosis (Levenson,
2005).

E] cobre dafia la linea lateral en concentraciones subletales que no afectan la estructura
gruesa ni la fisiologfa de larvas de pez cebra si la exposicion es corta. No se observo esta
toxicidad con concentraciones equivalentes de otros iones metalicos (Hernandez et al.,
2006). Para estudiar el efecto especifico del cobre sobre la linea lateral se expusieron

larvas a concentraciones desde un minimo de 1 pM de sulfato de cobre (CuSO4) durante

un tiempo méaximo de 2 horas. Este tratamiento elimina la totalidad de las células




ciliadas de la linca lateral. También se analiz6 el efecto de concentraciones mas altas y
la extension del dafio producido a los neuromastos. Este tipo de tratamiento con cobre
brinda una forma rdpida de dafiar especificamente la linea lateral y permitiendo

regeneracion répida de las células ciliadas.

1.1 Anilisis morfolégico de la muerte celular y degradacién del DNA inducidas por
cobre.

Para determinar posibles mecanismos de muerte se realizé un analisis morfoldgico de
neuromastos expuestos a cobre mediante microscopia elecirénica de transmision (MET),
inmunofluorescencia, lineas transgénicas y tinciones especificas para la linea lateral,
observadas por microscopfa confocal.

El criterio morfolégico ha resultado itil para determinar mecanismos de muerte celular
causado por ruido excesivo en el oido de mamiferos (Bohne et al., 2007). Aunque este
criterio no entrega informacién directa acerca de los eventos moleculares durante Ia
muerte celular ha permitido distinguir vias de muerte en células ciliadas, esto debido ala
morfologia caracteristica que se aprecia para las distintas vias que siguen las células al
degenerar. Las células apoptoticas reducen su volumen y se fragmentan mientras que
las células necréticas aumentan su volumen y se vuelven redondeadas.

La MET se ha utilizado ampliamente en el andlisis de la muerte de células ciliadas,
incluso para el efecto de la neomicina en el pez cebra (Murakami ef al., 2003; Owens ef
al., 2007).

Se estudié también la degradacion del DNA in sifu en la muerte de células ciliadas

inducida por cobre, utilizando Hneas transgénicas de pez cebra que marcan con GFP




distintos tipos celulares en los neuromastos (Parinov ef al., 2004). Técnicas para detectar
el DNA fragmentado han sido utilizadas extensamente en la literatura para caracterizar
muerte celular inducida de multiples formas incluyendo, la deteccion de dafio causado

por aminoglicésidos en la linea lateral del pez cebra (Williams et al., 2000).

1.2 Otoproteccién ante la toxicidad por cobre y produccién de ROS.

En la linea lateral del pez cebra se ha observado el efecto de compuestos anti-
apoptéticos que previenen la muerte de células ciliadas debida al recambio normal que
ocurre en los nei]romastos (Williams ef al., 2000; Cunningham et al., 2002). También se
ha demostrado que puede conseguirse proteccién ante la cisplatina aplicando
compuestos antioxidantes sobre el medio de las larvas (Ton et al., 2005). Estos tiltimos
son capaces de reducir el efecto de especies reactivas del oxigeno o ROS que se generan
en algunos tipos de toxiqidad, ya sea por aplicacién directa sobre las células o mediante
aumento de los niveles normales por manipulacion genética (Kawamoto ef al., 2004).

El cobre en su forma monovalente Cu (I) puede ingresar a las células a través de
transportadores tipo Ctrl (Kuo ef al, 2001) 0 puede generarse a partir del Cu(Il)
ingresado por transportadores del tipo DMT1, siendo reducido a Cu(I) por el glutation
intracelular en su forma reducida (GSH). Se ha demostrado que en condiciones normales
la cantidad de cobre que existe en forma libre dentro de las células es extremadamente
baja, alrededor de un 4tomo por célula (Rae et al., 1999), lo que sugiere un exceso en la

capacidad intracelular de quelar cobre dada por miiltiples mecanismos.




El cobre es capaz de inducir toxicidad mediada por produccion de ROS generadas por la
reaccién de Fenton: Cu(l) + Hy0, — Cu(ll) + «OH + OH- (Lloyd et al, 1997). Se

analizé la proteccion de las células ciliadas (otoproteccioén) ante el cobre, dada por la
aplicacién de compuestos antioxidantes (glutatién reducido (GSH), n-acetil 1-cisteina (I-
NAC) y dimetiltiourea (DMTU)) capaces de atenuar el efecto de las especies reactivas
del oxigeno que pudieran generarse. Por otro lado se detect6 su produccion en las células

ciliadas utilizando la sonda diclorodihidrofluoresceina-diacetato.

Seccion I1: Regeneracion celular en la linea lateral.

La regeneracién en la linea lateral de anfibios y peces puede inducirse utilizando
distintas formas de dafio (Balak et al., 1990; Harris ef al., 2003; Hernandez et al., 2006).
A pesar de la aparente desaparicion de la capacidad regenerativa en mamiferos, trabajos
recientes han demostrado que la produccién de nuevas células sensoriales seria una
propiedad de las células de soporte del oido en ratén (White ez al., 2006), lo que ha
activado el interés por estudiar la regeneracién de células ciliadas en distintos modelos.
En este contexto la linea lateral del pez cebra, gracias a su accesibilidad y la similitud
que presentan sus células con las del oido de mamiferos, brinda un modelo experimental
unico para el estudio celular y molecular de la regeneracion.

El tratamiento con cobre permite destruir la totalidad de las células ciliadas de la linea
lateral en un tiempo corto, afectando de distinta forma las células accesorias de acuerdo

a la concentracion utilizada. Al retirar ¢l metal del medio se obtiene una completa




regeneracion funcional en los neuromastos. Esto indica que deben existir células
progenitoras capaces de diferenciarse a células ciliadas y que no son afectadas por el
tratamiento. Concentraciones més altas de cobre pueden retrasar e incluso abolir la
regeneracion (Hernandez et al., 2006).

Debido a que el dafio se restringe a la linea lateral, se sugiere que estos progenitores
residen en los neuromastos. Estos 6rganos se componen, ademds de las células ciliadas,
de al menos dos tipos de células accesorias conocidas: células de soporte, que forman
una capa interna que proyecta procesos apicales interdigitados con las células ciliadas; y
células del manto, que conforman una capa plana que recubre las células ciliadas y
forma un orificio central por el cual se proyectan los kinocilios (Figura 1.B). Ambos
tipos celulares han sido implicados en la regeneraciéon como posibles fuentes de las
nuevas células ciliadas. Para este proceso se han propuesto mecanismos de
transdiferenciacion directa desde progenitores en oposicion a proliferacion seguida de
etapas de diferenciacién de precursores. Por otro lado no se ha determinado con

exactitud la poblacién celular que da origen a las células ciliadas regeneradas.

1.3 Estimacion del recambio celular en los neuromastos.

En varios tejidos ocurre recambio celular debido a la destruccién de células por efecto
del entorno o por procesos de muerte programada. En la linea lateral del pez cebra se ha
descrito la presencia de grupos de células en proceso de muerte en la posicion de las
células ciliadas, y eventos mitéticos en la posicion de las células de soporte en
condiciones normales, sugiriendo un proceso de recambio constante de células ciliadas.

La muerte celular en este caso sigue un mecanismo de apoptosis mediado por caspasas y




degradacién del DNA (Williams et al., 2000). En el presente estudio se analizaron las
células en proceso de muerte y diferenciacién utilizando tinciones especificas para las
células ciliadas y una linea transgénica que expresa GFP en ellas. Se estimo la velocidad
del recambio celular en los neuromastos durante el estadio larval en que posteriormente
fue observada la regeneracion para diferenciar la adicion normal de células al

neuromasto en desarrollo de la regeneracién inducida luego de tratamientos con cobre.

1.4 Regeneracion y proliferacion celular en los neuromastos.

En este estudio se introduce el uso de lineas transgénicas que marcan con GFP las
células ciliadas y las del manto. Las lineas transgénicas fueron generadas mediante la
técnica de enhancer trap (Parinov et al., 2004). El uso de estas lineas permiti¢ seguir la
ubicacién de las células ciliadas y del manto al exponer las larvas a distintas
concentraciones de cobre y durante la regeneracién. Se realizé también un anélisis de la
proliferacion celular en los para determinar su influencia en la regeneracién de las

células ciliadas.

1.5 Expresién del marcador de células troncales neurales Sox2 y su relacién con la
proliferacién y regeneracion celular.

La induccién de la muerte celular con neomicina y cobre produce un aumento de la
proliferacién en los neuromastos (Harris ef al., 2003; Hernindez et al., 2006). Las
células accesorias de los neuromastos son candidatas a dar origen a las nuevas células
ciliadas, sin embargo se desconocen sus propiedades y si constituyen una poblacion

homogénea.




Estudios de nuestro laboratorio han mostrado en la linea lateral la presencia de células
que expresan el marcador de células troncales neurales Sox2, un factor de transcripcion
expresado también en el oido interno de ratén, donde participa en el mantenimiento de
células precursoras (Kiernan et al., 2005).

Se determind mediante hibridacién in situ el patrén de expresion del mRNA de sox2 en
larvas de pez cebra. Mediante inmunofluorescencia se detecté la proteina Sox2 en
distintos tipos celulares del neuromasto.

Para estudiar la posible participacién de las células que expresan Sox2 en la formacién
de nuevas células ciliadas, se analiz6 la proliferacién celular detectando
simultaneamente Sox2 en condiciones normales y durante la regeneracion. Se propone
en csta tesis que la fuente permanente de nuevas células ciliadas en la linea lateral del

pez cebra reside en células accesorias del neuromasto que expresan Sox2.

2. Materiales y Métodos

2.1 Materiales

2.1.1 Pez cebra.

Para los experimentos descritos en este trabajo se utilizaron embriones y larvas de pez
cebra (Danio rerio), obtenidas realizando cruces naturales de peces adultos. Los peces se
mantuvieron en acuarios con circulacion constante de agua y aire a una temperatura de
28°C, con un ciclo de 14 horas de Iuz y 10 horas de oscuridad. Se alimentaron tres veces

al dia y se monitorearon sus condiciones de temperatura y pH. Para realizar cruces, se




separaron los machos de las hembras durante la noche y se juntaron en la mafiana
siguiente en el momento en que la luz del vivero se enciende. De esta manera, es posible
controlar el momento de la fertilizacién. El estadio de los embriones es expresado en
horas post-fertilizacién (hpf) y dias post fertilizacién (dpf). Durante el cruce, los peces
se colocaron en estanques pequefios provistos de una rejilla para impedir que los peces
se alimentaran de sus huevos. Las larvas se mantuvieron en incubadores a 28°C en
medio E3 1X el cual contiene azul de metileno que funciona como funguicida, o medio
E2 1x que solo contiene sales. Como anestésico se ufilizd Tricaina 4% en ddH;O
aplicada al medio.

Las lineas transgénicas ET4 y ET20 fueron obtenidas de Vladimir Korzh (Parinov ef al,,

2004).

2.1.2 Reactivos para inmunofluorescencia.

- Acetona (Merck, Alemania).

- Acido clorhidrico (Merck, Alemania).

- Anticuerpo anti-BrdlJ (Dako MO744).

- Anticverpo anti-ClaudinB (donado por Hernidn I.6pez-Schier, Universidad de
Rockefeller).

- Anticuerpo anti-GFP (Molecular Probes A11122).

- Anticuerpo anti-Sox2 (Chemicon AB5603).

- Alexa Fluor 488-conjugado anti-conejo IgG (Molecular Probes A21200).

- Alexa Fluor 594-conjugado anti-conejo IgG (Molecular Probes A21200).

- Alexa Fluor 594-conjugado anti-ratéon IgG (Molecular Probes A21200).
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- Cy5 AffiniPure anti-ratén IgG (Jackson Immunoresearch 115.175.146).

- Metanol (Merck, Alemania).

- Paraformaldehido (PFA) (J.T. Baker, Phillipsburg, USA).

- Proteinasa K (Merck, Alemania).

- Solucién de bloqueo (10% suero de bovino, 1% DMSO, 0.3%Tween-20 en PBS, 0.5%

triton).

2.1.3 Reactivos para Hibridacion in situ
- Anticuerpo Anti-Digoxigenina y NBT/BCIP (Nitro blue tetrazolium chloride/5-bromo-
4 —chloro-3-indolphosphate) (Roche Diagnostics GMBH, Alemania).
- Formamida (Merck, Alemania).
" - Solucién MAB-T (100 mM &cido maleico, 150 mM NaCl, 0,1% tween, pH 7,5).
- Solucién MAB+BMB+LS (2% reactivo de bloqueo Boehringer y 20% suero caprino
en solucion MAB).
- Metanol (Merck, Alemania).
- Peréxido de hidrégeno (Merck, Alemania).
- Proteinasa K (Merck, Alemania).

- PFA (J.T. Baker, Phillipsburg, USA).

2.1.4 Reactivos para cortes histolégicos observables en MET.
- Cacodilato s6dico (Merck, Alemania).
- Etanol, (Merck, Alemania).

- Glutaraldehido 4%. (J.T. Baker, Phillipsburg, USA).

11




- 0s0s, (Merck, Alemania).

- Resina epoxica Spurr’s (Proscitech C035).

2.1.5 Reactivos para experimentos de otoproteccién y deteccion de ROS.

- Glutatién reducido (GSH) (Merck, alemania).

- N-acetil I-cisteina (I-NAC) (Merck, alemania).

- Dimetiltiourea (DMTU) {Merck, alemania).

- Dijclorodihidrofluoresceina-diacetato  (2°,7’-diclorodihidrofluoresceina-diacetato)

(H>DCFDA) (Molecular probes D-399).

2.1.6 Soluciones de uso general.

- CuSOy, (Merck, Alemania).

- DMSO (Winkler Ltda., Chile).

- PBS (Winkler Ltda, Chile).

- PBST (PBS+Tween-20 0.1%).

- Solucién E3 1X (NaCl 5 mM; KCl 0.17 mM; CaCl; 0.13 mM; MgSQOy 0.33 mM; Azul
de Metileno 107 %, en ddH,0).

- Solucién E2 1X (1 mM MgS0Oq; 120 uM KH,POq; 74 pM Na;HPO,; 1 mM CaCly; 500
uM KCl; 15 mM NaCl; 500 uM NaHCOs, en ddH,0).

- Tricafna (3-etilester 4cido aminobenzoico, sal metasulfonato) (Sigma-Aldrich

MS222).
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2.1.7 Tinciones

- Bodipy TR Cs-ceramida (Molecular probes B34400).

- FM1-43 (|N-(3-trietilamoniopropil)-4-(4-[dibutilamino]piridino)dibromuro])
(Molecular probes T-35356).

- Sytogreen 24 (Molecular probes 57559).

- To-Pro-3 (Molecular probes T3605).

2.1.8 TUNEL
- DNAsa I (Fermentas EN0521).

- In situ cell death detection kit, TMR red (Roche 12.156.792.910).

2.2 Métodos

2.2.1 Anilisis de datos, estadistica y procesamiento de imaAgenes.

Los datos obtenidos en los experimentos de este trabajo fueron procesados inicialmente
con Microsoft Excel 2004. Los andlisis estadisticos fueron realizados con el programa
SigmaStat 3.11, y los graficos construidos con SigmaPlot 6. Las imégenes fueron

procesadas con Adobe Photoshop CS.
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2.2.2 Deteccién de la muerte celular inducida por cobre y analisis morfolégico.

Larvas 76 horas post fertilizacién (hpf) de una linea silvestre y de Ia linea ET4 fueron
expuestas a 0, 1, 10 o 50 uM de CuSQ, disuelto en medio E3 1X. En larvas silvestres
las células ciliadas de la linea lateral fueron previamente tefiidas con bodipy TR para
marcar membranas y sytogreen 24 para marcar el DNA nuclear como se describe en la
secci6n de tinciones. Luego de una incubacion de 5 o 10 minutos en Cobre a 28° C, las
larvas fueron anestesiadas y transferidas a soluciones de concentracién equivalente de
E3 1X y cobre preparadas previamente con agarosa de bajo punto de fusion. Se
montaron en un cubrecbjetos y la fluorescencia fue observada en un microscopio
confocal LSM METAS510, Carl Zeiss. Se tomaron fotografias de cortes de 2,4 um cada
15 minutos para 1 uM de CuSQ, y cada 3 minutos para 10 pM. Durante el proceso se
verifico la temperatura (28° C) y la humedad de la solucidén con agarosa de bajo punto de

fusién que mantiene a las larvas inmovilizadas.

2.2.3 Deteccion de la regeneracién celular.

20 larvas 76 hpf de la linea ET4 fueron incubadas en placas petri con 0, 1 o 10 uM de
CuS0; en medio E3 1X durante 2 horas. Luego fueron lavadas 3 veces en medio fresco
y anestesiadas para contar el mimero de células ciliadas expresando GFP 2 las 0, 4, 8§,
15, 28, 38, 55 y 77 horas post tratamiento (hpt). Se contaron las células en los
neuromastos O y P1 (nomenclatura en Harris et al., 2003) en un lado de cada larva y a
partir de estos datos se calculé el promedio y desviacion estdndar para cada condicion y

tiempo.
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2.2.4 Determinacion del recambio celular.

15 larvas de la linea transgénica ET4 fueron crecidas en medio E2 1X hasta las 76 hpf.
Luego fueron tefiidas con FM1-43 como se describe en la seccidn tinciones, y se
anestesiaron para contar el niimero de células tefiidas o s6lo expresando GFP, en los
neuromastos O de la linea lateral anterior y P1 de la linea lateral posterior bajo un
microscopio de fluorescencia modelo III, Carl Zeiss. Las larvas fueron lavadas y
mantenidas por 24 horas a 28 °C, y entonces anestesiadas nuevamente para contar del
mismo modo descrito. El mismo experimento se llevé a cabo con otro lote de 15 larvas
ET4 tifiendo con FM1-43 desde las 99 hpf. Para estos datos se calculd el promedio y
desviacion estandar para cada condicién. La adicién de células con GFP que no han sido
tefiidas con FM1-43 es una estimacién del numero de células ciliadas nuevas
desarrolladas durante 24 horas, mientras que la desaparicion de las células que

incorporaron la tincién es una estimacion del el niimero de células ciliadas que mueren.

2.2.5 Ensayos de proliferacion celular con Bromo-deoxi-uridina (BrdU).

15 larvas 76 hpf de la linea ET4 fueron incubadas en 0, 1 o 10 uM de CuSO4 durante 2
horas, lavadas 3 veces en medio E3 1X fresco e incubadas en 10 mM de BrdU y 1,5 %
DMSO en E3 1X, durante un intervalo equivalente al tiempo de aparicién de un
promedio de 3 células ciliadas expresando GFP en los neuromastos O y P1. De acuerdo
a los ensayos de regeneracion, se determind un tiempo de incubacién en BrdU de 4
horas para 1 uM de cobre y 24 horas para 10 uM. Entonces se fijaron las larvas en PFA

4% durante la noche y se prepararon para inmunodeteccién de GFP (descrito en seccion
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de inmunofluorescencia) y posteriormente de BrdU. Para la inmunodeteccion del BrdU
las larvas se digirieron en 10 pg/mL de proteinasa K por 20 minutos a temperatura
ambiente, se lavaron en PBST y fueron fijadas en PFA 4% por 20 minutos. Luego de
lavar con PBST se transfirieron a una solucién 2 N de HCI en PBST por 1 hora a
temperatura ambiente. Se volvié a lavar con PBST y se incubaron las larvas en solucion
de bloqueo por 30 minutos, entonces se incubaron con anticuerpo anti-BrdU, en solucion
de bloqueo por 4 horas a 4 °C. Posteriormente fueron lavadas 4 x 20 minutos en PBST e
incubadas en anticuerpo Alexa-594 conjugado anti-ratén por toda la noche a 4° C. Se
observaron y contaron células marcadas con BrdU o marcadas doblemente para BrdU y
GFP para al menos 14 larvas en los neuromastos O y P1. Para estos datos se calculo el
promedio y desviacién estindar para cada condicion y se sometié a un andlisis
estadistico (ANOVA de 1 via). El conteo se realizé desde fotografias tomadas en un
microscopio de fluorescencia modelo ITI, Carl Zeiss.

Para la deteccion simultinea de BrdU y la expresioén de Sox2, 15 larvas 76 hpf de un
cruce de las lineas ET4 y ET20 se trataron con CuSQ4 0, 1 0o 10 pM durante 2 horas.
Luego fueron lavadas 3 veces en medio E3 1X fresco e incubadas por 12 horas en 10
mM de Brdu y 1,5 % DMSO en E3 1X. Posteriormente fueron fijadas en PFA 4% y
preparadas para la inmunodeteccion de Sox2 (descrito en seccion inmunofluorescencia)
y BrdU de la manera descrita previamente. Se contaron las células expresando GFP,
Sox2 y marcadas con BrdU en alguno de los neuromastos en las posiciones P1, P2, o P3.

Este conteo se realizé a partir de fotografias de cortes de los neuromastos de 2,4 pm
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obtenidas en el microscopio confocal. Para los datos obtenidos se calculd el promedio y

desviacion estindar, y se sometié a un andlisis estadistico (ANOVA de 1 via).

2.2.6 Ensayos de otoproteccion con antioxidantes.

Larvas 72 hpf de la linea ET4 fueron incubadas durante 4 horas en GSH 200 pM, I-NAC
200 uM y DMTU 400 uM, disueltos en medio E3 1X. Se adicioné DMSO al 1% para
facilitar la entrada de los compuestos. Un experimento preliminar mostré que el uso de
DMSO en dicha concentracién no produce diferencias en el mimero de células ciliadas
en larvas sin tratar o tratadas con cobre. Luego las larvas fueron lavadas 3 veces en
medio E3 1X e inmediatamente incubadas en 1 uM de CuSO, durante 1 hora. Después
del tratamiento, fueron lavadas 3 veces en medio E3 1X firesco y posteriormente fueron
anestesiadas y montadas para contar el niimero de células ciliadas expresando GFP bajo
el microscopio de fluorescencia en los neuromastos O y P1. Se compararon los datos con
los de larvas sin tratar o tratadas con cobre, incubando en ambos casos con 1% DMSO
por el mismo tiempo que en las larvas tratadas con antioxidantes. Para los datos
obtenidos se calculd el promedio, desviacion estandar y se realizd un analisis estadistico

(ANOVA de 1 via).

2.2.7 Ensayo de deteccion de ROS con diclorodihidrofluoresceina-diacetato
(H:DCFDA).
La deteccion de ROS fue realizada utilizando el compuesto permeable 2°,7°-

diclorodihidrofluoresceina-diacetato (H>DCFDA). Al entrar a las células es hidrolizado
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a  2°,7-diclorodihidrofluoresceina  (H;DCF), pudiendo ser oxidado a
2°,7'diclorofluoresceina (DCF) el cual emite fluorescencia verde. La fluorescencia
emitida por DCF es una medida directa del estado oxidativo intracelular.

Las células ciliadas de la linea lateral de larvas 72 hpf fueron tefiidas con bodipy TR
como se describe en tinciones. Luego fueron incubadas en medio E3 1X suplementado
con 10 uM de HDCFDA por 1 hora y lavadas 3 veces con medio E3 1X. Se dejé un
grupo de larvas sin tratar con cobre como control y el resto se incub6 inmediatamente en
1 0 10 uM de CuSO; por 30 o 10 minutos respectivamente y luego se anestesiaron y
montaron para observarlas en el microscopio de fluorescencia. Se obtuvieron

fotografias representativas por los canales rojo (bodipy) y verde (DCF).

2.2.8 Hibridacién in situ.

La sonda de RNA se prepard a partir de cDNA del gen sox2 que fue comprado a la
empresa Open Biosystems (Huntsville, AL). El clon con este gen posee el mimero de
acceso a Genbank BC065656. El plasmidio fue digerido con la enzima Kpnl y luego se
realizO una extraccion fendlica para eliminar las proteinas contaminantes. A
continuacion se procedié a la transcripcion in vitro de la sonda de RNA marcada con
digoxigenina a partir de aproximadamente 1,5 pug de DNA linearizado, 10 pL. de NTP
mix-digoxigenina, SuL. de tampdn de transcripcién 10x, 1 pl. de RNAsin y 90 unidades
de la RNA polimerasa T7. Esta mezcla se incubd durante dos horas a 37°C. Luego se
agregaron 5 pul. de DNAsal 10 mg/mlL durante 5 minutos y se incubd a 37°C para

degradar el resto de DNA que qued¢ sin transcribir. Se detuvo la reaccién agregando 5
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ul de EDTA 0,2 M y se precipit6é el RNA con 2 pL de LiCl 10 M y 200 pL de etanol
absoluto durante toda la noche. A continuacién se recuperd el RNA centrifugando a
14000 g durante 30 minutos, se elimind el sobrenadante, se lavd el precipitado con
etanol al 70% y se dejo secar a temperatura ambiente. Las sonda recién sintetizada se
analizé en un gel de agarosa al 1% para verificar la presencia del RNA. El precipitado de
RNA se resuspendio en 1 mL de tampoén de hibridacion in situ.

Para la hibridacién, se fijaron los embriones y larvas en PFA al 4% (en PBS) a 4°C
durante toda la noche. Posteriormente se deshidrataron en metanol 100% durante 10
minutos a temperatura ambiente. Se realizé un cambio de metanol 100% y los embriones
se incubaron a —20°C durante al menos 1 hora. Luego se rehidrataron durante 5 minutos
en gradiente de metanol/PBST. Con el objetivo de eliminar los pigmentos se realizé6 el
blanqueo de los embriones de més de 48 hpf con una solucién que contiene 5,95 ml de
agua destilada, 0,25 ml de SSC 20x, 0,5 ml de formamida y 3,3 ml de peréxido de
hidrogeno al 30%. Los embriones se incubaron en esta solucién 10 minutos expuestos a
un tubo fluorescente de luz, la cual permite una reaccion de oxidacién de los pigmentos
por parte de el perdxido de hidrégeno. Luego se realizaron tres lavados con PBST
durante 5 minutos cada uno.

Se permeabilizé durante 10 minutos a temperatura ambiente con 25 pug/mL de proteinasa
K en agua destilada. Para los embriones de 72 hpf se incubd con proteinasa K durante 40
minutos. Luego se volvié a fijar durante 20 minutos a temperatura ambiente en PFA 4%
en PBS y luego se lavaron 5 veces durante 5 minutos cada una en PBST. A continuacién

los embriones se incubaron con tampén de hibridacién a 65°C durante 10 minutos y
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luego se incubd toda la noche a 60°C con la ribosonda-DIG disuelta en tampon de
hibridacion, previamente denaturada durante 5 minutos a 60°C.

Para el lavado de las sondas todas las soluciones se precalentaron a 65°C y luego se
incubaron los embriones 10 mimitos en formamida/SSC 2x al 75%, luego durante 10
minutos en formamida/SSC 2x al 50% y 10 minutos en formamida/SSC 2x al 25%, 10
minutos en SSC 2x y finalmente 2 veces durante 30 minutos en SSC 0,2x. Con el
objetivo de bloquear los sitios inespecificos, los embriones se incubaron durante 5
minutos en MAB-T, por 1 hora en MAB+BMB+LS a temperatura ambiente y luego de
un recambio de Ia solucidén se dejaron toda la noche a 4°C. En forma independiente, el
anticuerpo anti-digoxigenina (dilucién 1:200) debe incubarse a 4°C mientras los
embriones se estin bloqueando a 4°C, para luego incubar los embriones durante toda la
noche a 4°C con el anticuerpo anti-digoxigenina. El lavado del anticuerpo se realizé 5
veces durante 20 minutos cada una con MAB-T y 3 veces durante 5 minutos cada una
en tampén AP. Finalmente, la tincién de los embriones se realizé con el sustrato de la
fosfatasa alcalina NBT/BCIP BM Purple AP Substrate en oscuridad y durante el tiempo
necesario para que aparecicra la tonalidad purpura esperada en la zona de expresion del

mRNA. Finalmente, se lavaron los embriones 3 veces durante 5 minutos en PBST.

2.2.9 Inmunofluorescencia.

Las larvas se fijaron incubdndolas en paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS durante 40
minutos a temperatura ambiente o durante toda una noche a 4° C. Luego se lavaron con
PBST dos veces por 5 minutos, se fraspasaron a metanol y se mantuvieron a -20°C

durante 1 hora. Entonces fueron rehidratadas en gradiente de metanol en PBST. En este
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punto, sélo para ia inmunodeteccion de Sox2, se digirieron las larvas con 10 pg/ml de
proteinasa K en agua destilada por 20 minutos, y se fijaron nuevamente en PFA 4% por
20 minutos. Luego se incubaron en agua destilada por 1 hora, para luego incubar en
acetona por 7 minutos a -20°C. Posteriormente se lavaron nuevamente con agua
destilada por 5 minutos, se lavaron en PBST 5 minutos y se incubaron con solucién de
bloqueo por media hora. Luego se incubd con el anticuerpo primario correspondiente
diluido en solucion de bloqueo, a 4°C durante toda la noche (diluciones: Anti-BrdU
1:100, anti-ClaudinB 1:500, anti~-GFP 1:500, anti-Sox2 1:100, anti-Tubulina Acetilada
1:1000). Al dia siguiente se lavo con PBST 4 veces por 20 minutos y se incubé con el
anticuerpo secundario correspondiente en dilucién 1:200 (Cy5 AffiniPure anti-raton
IgG, Alexa 488 o 594 conjugado anti-ratén o anti-conejo IgG). Luego se lavaron 4 veces
por 20 minutos en PBST. Las larvas fueron montadas en cubreobjetos para su

observacion en los microscopios.

2.2.10 Microscopia electronica de transmision.

Larvas silvestres 76 hp{ fueron expuestas a 0 o 1 uM de CuSOy durante 2 horas, luego
lavadas 3 veces en medio E3 1X fresco y fijadas en glutaraldehido 4% en 0,1 M de
cacodilato sédico pH 7,4 y 0,001% CaCl, durante la noche a 4° C. Luego se transfirieron
a fijador fresco por otra noche a 4° C. Se lavé en 0,1 M de buffer cacodilato y se fijaron
con 1% OsO4 en 0,1 M cacodilato y 0,001% CaCl, por una hora en hielo. Fueron
lavadas nuevamente en cacodilato y deshidratadas en etanol graduado (1:25, 1:50, 1:75,

en ddH,O) infiltradas y embebidas en resina epoxica Spurr’s via 6xido de propileno.
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Se obtuvieron secciones semifinas (2 um) de las colas de las larvas para observar alguno
de los neuromastos en las posiciones P7, P8 o P9 (Harris et al, 2003). Sccciones
ultrafinas (90 nm) fueron obtenidas usando un ultramicrétomo y contrastadas con
acetato de uranilo. Luego fueron montadas en grillas y observadas en un microscopio
electrdnico de transmisién marca Zeiss modelo EM-109.

La magnificacion baja (3000X) se utiliz6 para obtener vistas panoramica del neuromasto
completo. La magnificacién alta (12000X) se us0 para  observar detalles

ultraestructurales de las células ciliadas y accesorias.

2.2.11 Tinciones.
Los siguientes protocolos de tincién para células ciliadas se realizaron a 28° C en medio
E3 1X o en medio E2 1X. Se utilizé To-pro-3 en PBST para tefiir los niicleos celulares
de larvas fijadas.

-  FM1-43. 3 pM por 30 segundos.

- Bodipy TR. 500 uM por 1 hora.

- Sytogreen 24. 3 uM por 1 hora.

- To-Pro-3. 10 pM por 5 minutos.

2.2.12 TUNEL.
Larvas 76 hpf de la linea ET4 y de un cruce de las lineas ET4 y ET20 fueron incubadas
en 0, 1 o 10 uM de CuSOj; por los tiempos detallados en los resultados, luego lavadas

con medio E3 1X fresco y fijadas en PFA 4% durante la noche a 4° C. Luego se
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incubaron en metanol por 1 hora y se rehidrataron en gradiente. Posteriormente fueron
procesadas para marcaje mediante la técnica de TUNEL utilizando el kit In situ cell
death detection TMR red, Roche. Se permeabilizaron las larvas digiriendo con
proteinasa K por 30 minutos, se fijaron en PFA 4% por 20 minutos y luego se siguieron
las instrucciones del fabricante. Como control negativo se realizd el marcaje de larvas
sin uno de los componentes del kit no obteniéndose marca alguna. Como control
positivo se trataron larvas con DNAsa I en buffer para esta enzima, por 20 minutos
posterior a la permeabilizacion, y luego se procesaron normalmente obteniéndose marca
en muchos nucleos a lo largo del cuerpo de la larva. Se observd la fluorescencia en el
microscopio y se contaron los ntcleos marcados por TUNEL en la posicién de las
células ciliadas y del manto para 25 neuromastos en alguna de las posiciones O, OC, D,
P1, P2, y P3 (Harris ef al., 2003). Luego se calculo el promedio y desviacion estandar de

estos datos y se realizo un analisis estadistico (ANOVA de 1 via).
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3. Resultados

Seccién 1: Muerte celular inducida por cobre en los neuromastos.

3.1 Deteccién de vias de muerte de células ciliadas inducida por cobre mediante
sondas fluorescentes.

La linea lateral del pez cebra es un sistema mecanosensorial conformado por érganos
llamados neuromastos. La organizacion estereotipica de los neuromastos en la linea
lateral anterior que rodea la cabeza, y la linea posterior en la linea media de cuerpo, se
ilustra en la Figura 1.A. La Figura 1.B muestra un esquema de un corte transversal de un
neuromasto e indica los tipos celulares descritos hasta ahora. Cada neuromasto contiene
un promedio de 8 células ciliadas a las 72 hpf, las que revelan una organizacion en

racimo, lo que se muestra en la Figura 2.A en un neuromasto de una larva de linea

transgénica ET4.

Cipula . B
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Soporte Célula del
manto

¥

Figura 1. Linea lateral en larvas de pez cebra y esquema de neuromastos. (A) Organizacién estereotipica
de los neuromastos de la linea lateral primaria en una larva de 72 hpf en la que se tifieron las células
ciliadas con FM1-43. La linea lateral anterior corresponde a los neuromastos ubicados en la cabeza,
mientras que la linea lateral posterior corresponde a aquellos distribuidos a lo largo del cuerpo de la larva
(flechas). (B) Esquema de un neuromasto. Se indican los tipos celulares que se conocen.
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Se caracterizd la morfologia de las células ciliadas en proceso de muerte por exposicién
al o 10 uM de CuSO; utilizando dos tinciones fluorescentes en conjunto como
marcadores estructurales de membranas y nucleos, observados por microscopia
confocal. Bodipy TR Cs-ceramida es una molécula fluorescente roja capaz de unirse a
las membranas celulares y se ha utilizado como marcador estructural en el pez cebra
(Shimizu et al., 2005). La Figura 2.A muestra la colocalizacion de bodipy TR con las
células que expresan GFP en un neuromasto de una larva de la linea transgénica ET4 a
las 72 hpf, obteniéndose marca de la membrana plasmatica en el cuerpo y base de los
cilios de las células ciliadas. Como se muestra mas adelante, existe colocalizacion entre
el GFP de la linea ET4 y Tubulina Acetilada, un marcador de células ciliadas, detectado
por inmunofluorescencia.

El marcador de 4cidos nucleicos especifico para DNA sytogreen 24 es una molécula
fluorescente verde de la familia de las cianinas que puede utilizarse como marcador vital
de células ciliadas (http://depts.washington.edu/rubelab/). En larvas silvestres a las 72
hpf marca especificamente las células ciliadas teflidas con bodipy TR. Otras tinciones
nucleares se usan frecueniemente en los neuromastos para marcar c€lulas ciliadas in
vivo, por ejemplo to-pro3 y yo-prol (Santos et al., 2006), sin observarse efectos toxicos
al menos en 24 horas posteriores a la tincion.

Para descartar toxicidad a corto plazo de estas tinciones sobre las células ciliadas, se
realizo el protocolo de tincidn, se observé de inmediato y también luego de 15 horas, sin

observarse cambios en la morfologia que pudieran denotar efectos téxicos.
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Para 1 pM de cobre se obtuvieron imagenes representativas del proceso de muerte
(Figura 2.C), mientras que para 10 uM se obtuvo una secuencia fotografica del proceso
de muerte completo en un neuromasto (Figura 2.B).

Con 10 uM de CuSO; se observan cambios morfolégicos desde los 5 minutos de
tratamiento. El material nuclear se compacta en la mayoria de las células y en algunas se
fragmenta. La marca en las membranas muestra que todas las células observadas
aumentan su volumen y se vuelven redondeadas, de manera similar a lo que se ha
observado en células ciliadas necrdticas en oide de chinchilla (Bohne et al., 2007).
Aparecen también algunas protuberancias en la membrana plasmaética. De acuerdo a este
criterio 10 pM de CuSOy4 produce principalmente necrosis en las células ciliadas.

Con 1 uM de CuSO;, aparecen distintas morfologias en las células ciliadas. Se observan
células necréticas con las mismas caracteristicas que con la concentraciéon mads alta.
Algunas células reducen su volumen y se compacta el material nuclear, indicando que
siguen vias de muerte diferentes de la necrosis. La Figura 2.C muestra las distintas

morfologias en las células ciliadas en proceso de muerte. Algunas de ellas se separan

notablemente del racimo de células al que pertenecian y se fragmentan (Figura 2.C).
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Figura 2. Analisis morfologico de las células ciliadas con tinciones fluorescentes. (A) Colocalizacion de
Bodipy TR con GFP en las células ciliadas de la linea ET4. Puede apreciarse la conformacion en racimo
de las células ciliadas. (B) Secuencia de la muerte de células ciliadas en un neuromasto con 10 uM de

cobre. Se aprecia aumento del volumen celular y compactacion del material nuclear. (C) Células ciliadas
de un neuromasto expuestas a 1 uM de cobre. Se observan células necroticas (cuadro izquierda, cabezas
de flecha) y otras que reducen su volumen con compactacion nuclear (cuadro izquierda, flechas). Algunas
células ciliadas se desprenden del racimo al cual pertenecian, se reduce su volumen y se fragmentan
(cuadro derecha, flecha). (D) Células ciliadas en proceso de muerte por apoptosis en el recambio normal.
Se reduce el volumen celular y nuclear, se aprecia fragmentacion (flechas).

Este método también permitié observar células ciliadas en proceso de muerte debido al
recambio normal en los neuromastos, en el cual las células siguen apoptosis mediada por
caspasas (Williams et al., 2000). En este caso se realizo la tincion doble y se observaron

las larvas inmediatamente, pudiendo identificarse ocasionalmente células ciliadas




muriendo. Estas aparecen con un volumen muy reducido, niicleo compactado, y puede
apreciarse fragmentacién celular (Figura 2.D), al igual que en algunas células expuestas

a 1 uM de cobre.

3.2 Analisis de la ultraestructura de neuromastos tratados con cobre mediante
microscopia electrénica de fransmisién.

La microscopia electronica tanto de barrido (MEB) como de transmisién (MET) han
sido utilizadas en varios trabajos para investigar la ultraestructura de los neuromastos de
larvas de pez cebra (Williams et al., 2000; Murakami et al., 2003; Owens et al., 2007).
Estas técnicas han permitido dilucidar la estructura del neuromasto en detalle,
diferenciando los tipos celulares presentes de acuerdo a sus particularidades
morfolégicas. En este trabajo utilizamos MET para estudiar la ultraestrucutura de
neuromastos en desarrollo a las 72 hpf y los cambios que ocurren al exponerlos a cobre
en solucién. Se establecieron las caracteristicas basales de la ultraestructura en la linea
lateral para utilizarlas como referencia al comparar con lo que se observa luego de la
exposicidn al cobre.

La Figura 3.A muestra un corte transversal de un neuromasto de la cola obtenido
mediante MET. Se observan las células ciliadas (CC) con forma de botella ubicadas al
centro del neuromasto y rodeadas periféricamente las células del manto (CM). Las
células de soporte (CS) se ubican en una capa bajo las células ciliadas. Su citoplasma se

proyecta apicalmente interdigitando las CCs. El lado proximal del neuromasto presenta
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una membrana basal {(MB) a través de la cual pasan fibras nerviosas que contactan a las
CCs en su base.

Las CCs presentan un citoplasma relativamente denso y granuloso con abundantes
vacuolas y mitocondrias, Estas presentan forma tubular en muchos casos, aungue
muchas parecen temer menor tamafio, lo que puede deberse a que sean ramas y
terminaciones de mitocondrias que se aprecian asi debido a la posicion del corte, o una
poblacion de mitocondrias de menor tamafio (Figura 3.B).

Las estructuras nucleares (N) (Figura 3.C) son prominentes en todos los tipos celulares,
presentando cromatina densa en la periferia y un contenido con regiones interiores de
densidad heterogénea. En las CCs el nicleo se ubica en la base y el citoplasma se
extiende apicalmente. Pueden apreciarse microvellosidades, estereocilios con zonas
electron-densas en su base, y un kinocilio apical (Figura 3.D).

Para analizar los cambios ultraestructurales que ocurren en el neuromasto debido a la
exposicion a cobre se trataron larvas 72 hpf con 1 uM de CuSO4 durante 2 horas y luego
se procesaron para realizar cortes y observar por MET. Se utilizé esta concentracion de
cobre puesto que produce varias vias de muerte, dando un panorama general de lo que
ocurre en este tipo de toxicidad. En la Figura 3.E se muestra un corte transversal de un
neuromasto tratado con cobre. Se observa la aparicion de 3 estructuras que corresponden
a células muertas y también restos celulares. Las células muertas han perdido las
caracteristicas y posicion de CCs, pero como se mostrard mas adelante, esta
concentraciéon de cobre no afecta las células accesorias, por lo que se trata de CCs

muertas.
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La Figura 3.F muestra una estructura que conserva en parte la morfologia de una CC
ubicada entre dos células de soporte de apariencia normal. El citoplasma aparece pélido
con regiones internas de alta densidad electrénica y se aprecian algunas vacuolas. Se
observa una gran estructura membranosa hacia la base de la célula, lo que evidencia
dafio sobre las membranas. Adyacente a ésta célula hay restos celulares en los que se
aprecian mitocondrias dafiadas qué aparecen hinchadas, algo que ha sido descrito en el
efecto t6xico de la neomicina (Owens ef al., 2007).

En la Figura 3.G se muestra un acercamiento a una célula muerta con abundantes
vacuolas y miltiples zonas electrén-densas a lo largo de lo que queda del citoplasma.
Aparecen restos de estructuras de membranas y se aprecian también los restos de
mitocondrias que aparecen hinchadas. Esta estructura muestra una forma relativamente
redondeada y con el volumen aumentado, caracteristico de una célula necrética.
Finalmente en la Figura 3.H se muestra un acercamiento a los restos de cilios de células
ciliadas, Pueden verse aun varios estereocilios, vacuolas y mitocondrias en la cercania
de los cilios. Esta conservacion de las estructuras ciliares también ha sido descrita en la

toxicidad por neomicina (Murakami et al., 2003).
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Figura 3. Ultraestructura de neuromastos (MET). (A) Corte transversal de un neuromasto (3000X). Se
aprecian las células ciliadas (CC) al centro, células de soporte hacia la base (CS), células def manto (CM)
y la membrana basal que limita al neuromasto. (B-D) Acercamientos a sectores de (A) (12000X). (B) Se
observan las células ciliadas, se aprecian abundantes mitocondrias (m), los niicleos celulares (N) y
vacuolas (v). (C) Acercamiento a los micleos (N) de las células de soporte. (D) Acercamiento a los cilios.
Se aprecian estereocilios (cabeza de flecha) y un corte transversal de un kinocilio (flecha). (E) Corte
transversal de un neuromasto tratado con 1 uM de cobre (3000X). Se aprecian células ciliadas (flechas)
muertas ademas de células de soporte (CS) no dafiadas. (F-H) Acercamientos a sectores de (E) (12000X).
(F) Célula ciliada muerta. Se aprecian acumulaciones de membranas (M) y mitocondrias hinchadas en los
restos adyacentes (m). (G) Acercamiento a una célula muerta que presenta miltiples vacuolas (v) y
aument6 su volumen, probablemente necrética. También se aprecian en su interior mitocondrias dafiadas
(m). (H) Acercamiento a los restos de los cilios. Estas estructuras se conservan en parie a pesar de la
exposicion a cobre. Barras: A, E=2 pm; B-Dy F-G=0,5 pm.

3.3 Caracterizacion de lineas transgénicas de pez cebra.

Para estudiar la dinamica de la muerte y regeneracion celular en la linea lateral del pez
cebra, se tomo ventaja de lineas transgénicas disponibles (Parinov et al., 2004). Dos de
estas lineas resultaron ntiles para este estudio. La linea ET4 expresa GFP en las células
ciliadas, hecho confirmado mediante doble marcaje con anticuerpos para GFP y
Tubulina Acetilada, una marcador conocido que se expresa en la base de los kinocilios
en estas células. Se observd colocalizacién de ambos marcadores en neuromastos de
larvas 72 hpf (Figura 4.A). Como un segundo criterio para determinar la especificidad
del la expresién de GFP se habia utilizado el marcador vital FM1-43 (no mostrado),
especifico para células ciliadas funcionales (Seiler et al., 1999) (mecanotransduccion
activa). FM1-43 colocaliza con varias células GFP-positivas de la linea ET4 en larvas 72
hpf. Algunas células ciliadas no incorporan la tincién vital (Herndndez er al., 2007),

sugiriendo que la marca GFP aparece en las células ciliadas en un momento previo a su

diferenciacion terminal, cuando alin no son funcionales.
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Figura 4. Caracterizacion de la expresion de GFP en neuromastos en las lineas transgénicas ET4 y ET20.
(A) Colocalizaciéon de GFP de la linea ET4 (cuerpo de las células ciliadas) y la inmunofluorescencia para
Tubulina Acetilada (base de los kinocilios, cabezas de flecha) Barra = 4 um. (B, a-d) Expresién de GFP en
la linea ET20 e Inmunofluorescencia para ClaudinaB. Se aprecia colocalizacion en las células del manto
(c), pero no en las células de soporte (d). Barra = 15 um.

La linea ET20 restringe la expresion de GFP en los neuromastos a las células del manto,
una sub-poblacion de células accesorias presentes en neuromastos de peces y anfibios
(Ghysen et al., 2004). Las células accesorias pueden marcarse en su totalidad con el
anticuerpo para la proteina ClaudinaB (Lopez-Schier er al, 2004). Esta proteina
pertenece a la familia de las Claudinas, proteinas mayores de las uniones estrechas
celulares (tight-junctions). Pertenecen a la superfamilia de las tetraspaninas, proteinas
que median la adhesion y migracion celular. Se utilizé el anticuerpo para ClaudinaB en

conjunto con uno para GFP en la linea ET20 observandose colocalizacion (Figura
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4.B.c). Las células que no expresan GFP pero son ClaudinaB-positivas corresponden a
células de soporte (Figura 4.B.d).

Ambas lineas transgénicas mantienen la expresion de GFP hasta el estado adulto, por lo
que resulta Gtil como marcador vital de éstos tipos celulares en cualquier etapa del

desarrollo del pez.

3.4 Efecto del cobre sobre las células de soporte.

La toxicidad por cobre sobre las células accesorias de los neuromastos fue caracterizada
utilizando inmunofluorescencia contra la proteina ClaudinaB, utilizada como marcador
estructural y observada mediante microscopia confocal. La Figura 5.A-D muestra
fotografias de cortes en microscopio confocal correspondientes a la capa de células de
soporte para cada concentracion de cobre analizada. Con 1 tM de cobre no hay cambios
en la estructura de las células accesorias en comparacion al control sin tratar, mientras
que 10 uM provoca un dafio parcial. Con 50 uM de cobre se observan cambios severos
en la estructura, Aparece debris celular y células hinchadas, la estructura normal de las
células accesorias desaparece. Otros resultados del laboratorio muestran que con 50 pM
de cobre se pierde la capacidad regenerativa en los neuromastos (Hernandez et al,

2006), lo que podria deberse a la destruccién de la poblacion de células precursoras

contenidas en las células accesorias.




.
.
Figura 5. Inmunofluorescencia para la proteina ClaudinaB. Corte en microscopia confocal de la capa de
células de soporte de un neuromasto tratado con 0 (A), 1 (B), 10 (C) o 50 (D) uM de cobre. Se aprecian

cambios en la morfologia de las células de soporte desde 10 uM de cobre. Con 50 uM se pierde
completamente la morfologia original, mientras que 10 uM produce un dafio parcial.

3.5 Fragmentacion del DNA detectada por TUNEL fluorescente en la muerte
celular inducida por cobre en neuromastos.

La técnica de TUNEL (Terminal transferase-mediated d-UDP-rodhamine nick-end-
labeling) se ha utilizado extensamente para determinar presencia de células apoptoticas
en tejidos normales y patoldgicos. Esta técnica permite identificar quiebres en el DNA
mediante marcaje enzimatico de los extremos libres con una sonda fluorescente, en este
caso d-UDP-rodamina. Aunque la fragmentacion del DNA detectada por TUNEL es un

evento clave en la apoptosis (Kressel ef al., 1994), no es absolutamente especifica para
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esta via de muerte, ya que fragmentos nucleares de células necrdticas y autoliticas
también pueden ser TUNEL-positivas (Ben-Sasson ef al., 1995; Nishizaki ef al., 1999).
En este estudio se analizo si existe fragmentacion del DNA durante la muerte de células
ciliadas en la linea lateral del pez cebra expuestas a I o 10 uM de CuSOy. Para esto se
realizaron 2 experimentos. Primero se utilizé la lfnea transgénica ET4 para encontrar
especificidad de la marca de TUNEL sobre células ciliadas marcadas con GFP expuestas
a 1 uM de cobre. En segundo lugar se utilizé un cruce entre las lineas ET4 y ET20 para
determinar y cuantificar el nimero de células marcadas por TUNEL en los neuromastos
expuestos a 1 o 10 uM de cobre, y la extension de la marca a las células del manto.

Las observaciones realizadas muestran que pueden encontrarse células ciliadas con
DNA fragmentado y ain expresando GFP al exponer a 1 uM de cobre tanto a los 40
como a los 90 minutos de tratamiento (Figura 6.A-C).

En otro experimento, larvas 72 hpf de un cruce de las lineas ET4 y ET20 fueron tratadas
con 0, 1 o 10 uM de cobre, por 60 minutos para 1 pM y 15 minutos para 10 uM. En
estos tiempos de tratamiento en que han desaparecido la mitad de las células ciliadas
GFP-positivas en la linea ET4 (resultado no mostrado). La Figura 6.D-F muestra que
Iuego del tratamiento con 1 pM de cobre aparecen ntcleos TUNEL-positivos en la
posicion de las célula ciliadas y rara vez en la posicion de las células del manto. Con 10
uM aparecen significativamente mds nucleos marcados en la posicion de las células
ciliadas y del manto (ANOVA de 1 via, p<0,01) (Figura 6.G). Esta observacién

confirma que 10 pM de cobre produce més fragmentacion del DNA en las células

ciliadas y extiende el dafio a las células accesorias de los neuromastos, lo que como se
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mostrara mas adelante, resulta relevante en el estudio de la regeneracion celular en este
sistema sensorial.

Para los dos tipos de experimento realizados se observd que en neuromastos de larvas
sin tratar con cobre, pueden encontrarse células en proceso de muerte, principalmente en
la posicion de las células ciliadas como se encuentra descrito en la literatura (Williams et
al., 2000) y colocalizando con GFP de la linea ET4. Sin embargo esto ocurre con una
frecuencia muy baja en comparacion a lo que ocurre con tratamientos con cobre,
indicando que en esta etapa del desarrollo la tasa de muerte de células en los
neuromastos debido al recambio es baja. Esto es coherente con los experimentos que
estiman la tasa de recambio de células ciliadas en la linea lateral como se mostrara mas

adelante.
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Figura 6. Deteccion de la fragmentacion del DNA mediante TUNEL fluorescente. (A-C) Larvas 72 hpf de
la linea ET4 tratadas con 0 (A) o 1 uM de cobre, por 40 (B) o 90 minutos (C). Se aprecia la colocalizacion
de GFP y la marca de TUNEL en las células ciliadas. (D-F) Larvas 72 hpf de un cruce de las lineas ET20
y ET4 expuestas a 0 (D), 1 (E) o 10 (F) uM de cobre. (G) Hay un aumento significativo en el nimero de
células con DNA fragmentado en 10 uM respecto de 1 uM, tanto para las células ciliadas (asterisco,
p<0,01) como para las del manto (asterisco, p<0,002). Las barras representan el promedio = SD de las
células TUNEL-positivas contadas.
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3.6 Otoproteccion con antioxidantes y produccién de especies reactivas del oxigeno
(ROS) en Ia toxicidad por cobre.

Se analizo el efecto otoprotector de tres antioxidantes ante la toxicidad por cobre en
solucion. Los agentes estudiados fueron el glutation en su forma reducida (GSH), N-
acetil 1-cisteina (I-NAC) molécula precursora del glutatién y dimetiltiourea (DMTU) un
compuesto con fuerte poder antioxidante utilizado en estudios experimentales (Tabuchi
et al., 2002).

La Figura 7.A muestra un efecto otoprotector estadisticamente significativo para los 3
antioxidantes utilizados en larvas de la linea ET4, alcanzindose el mayor efecto con
GSH (ANOVA de una via, p<0,05). Esto demuestra que en las células ciliadas se reduce
la toxicidad por cobre con agentes que atentan el efecto de ROS mediante un efecto
intracelular. Otros estudios de nuestro laboratorio (resultados no mostrados de P.
Hernéndez) mostraron que el inhibidor de canales de mecanotransduccién amilorida
ejerce un efecto otroprotector similar al de los antioxidantes, sugiriendo un rol de la
mecanotransduccion activa en la toxicidad.

Para determinar si existe formacién de ROS en presencia de cobre se utilizo el
compuesto diclorodihidrofluoresceina-diacetato (H,DCFDA), compuesto permeable que
genera la molécula fluorescente verde diclorofluoresceina (DCF) al ser oxidado por
ROS, y se ha utilizado para su deteccién en neuronas (Itoh et al., 2006). Para distinguir

las células ciliadas se realizd una tincion in vivo de larvas silvestres con bodipy TR.
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Figura 7. Otoproteccion con antioxidantes y produccion de ROS. (A) Larvas 72 hpf de la linea ET4
fueron incubadas en medio suplementado con antioxidantes (GSH, I-NAC o DMTU) y luego expuestas a 1
uM de cobre por 60 minutos. Se contaron las células ciliadas GFP-positivas luego del tratamiento en los
neuromastos O y P1 y se comparé con larvas sin tratar o expuestas a cobre sin incubar en antioxidantes.
Los antioxidantes aumentan la sobrevivencia de las células ciliadas al exponerlas al cobre (p<0,05). Con
GSH ocurre la proteccion mas robusta, siendo el numero de células contado significativamente mayor que
en larvas expuestas a cobre sin incubar en antioxidantes y no diferente al control (dos asteriscos, p<0,001).
Con I-NAC y DMTU hay significativamente mas células GFP-positivas que solo con cobre, pero menos
que en el control (asterisco, p<0,05) (n=25 larvas). (B-F) Larvas silvestres 72 hpf fueron incubadas en
medio suplementado con la sonda H,DCFDA y luego expuestas a 1 uM de cobre. Previamente se tifieron
las células ciliadas con bodipy TR (rojo) para localizarlas. Las células ciliadas muestran la marca
fluorescente verde debido a la generacién de DCF (flechas y recuadros en F y G) en presencia de cobre
evidenciando la produccion de ROS. En el control sin tratar con cobre se aprecia el racimo normal de
células ciliadas (cabezas de flecha y recuadro en B) y no aparece fluorescencia verde con DCF. Barra = 20

pm.
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Al incubar con 1 o 10 pM de cobre se aprecia la aparicion de fluorescencia verde en las
células ciliadas a los pocos minutos de exposicion al metal, demostrando una correlacién
entre estrés celular y la posterior muerte celular. La Figura 7 muestra fotografias
representativas de la formacioén de DCF con 1 uM de cobre, evidenciando la formacién

de ROS en las células ciliadas expuestas al cobre.

Seccion 2: Regeneracion celular en los neuromastos.

3.7 Dinamica de la regeneracién y recambio de las células ciliadas en neuromastos.
Las células ciliadas de los neuromastos pueden regenerar completamente si las larvas
son devueltas a medio fresco luego de tratamientos por dos horas con 1 o 10 uM de
cobre (Herndndez et al., 2006). En este estudio se tom6 ventaja de la linea transgénica
ET4 para seguir este proceso bajo estas dos condiciones de tratamiento y describir la
dindmica de regeneracion de células ciliadas en los neuromastos O y P1 (Figura 8.A,B).
En larvas control se observa una adicion constante de células ciliadas. En larvas
expuestas a 1 uM de cobre por 2 horas, comienzan a aparecer células GFP-positivas
desde las 4 horas y alcanzan niveles normales a las 24 horas luego del fin del
tratamiento. Con 10 pM de cobre se observa que las células GFP-positivas comienzan a
aparecer 8 horas después del tratamiento y existe una tasa de recuperacién menor, con
los niveles normales alcanzados a las 77 horas.

La tasa de adicién de células ciliadas durante la regeneraciéon es mayor que en larvas

control, Una interpretacion de este hecho es que la reaparicion de células ciliadas
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destruidas por el cobre implica un proceso regenerativo. Sin embargo también podria
pensarse que la aparicién de nuevas células ciliadas se debe solo a la continua adicién de
células que existe durante estos estadios de desarrollo.

En los neuromastos existe recambio celular, donde mueren células ciliadas siendo
reemplazadas continuamente (Williams et al., 2000). En este experimento se conté el
nimero total de células GFP-positivas y esto no considera los posibles eventos de
muerte de células ciliadas en las larvas control debido al recambio. La velocidad de
adicién de células en condiciones normales podria ser mas rapida que lo observado si
muchas células estuvieran muriendo, pudiendo ser igual a la observada durante la
regeneracién. Se determiné entonces la tasa genuina de adicién de células en larvas
control para los neuromastos O y P1 durante los estadios en que se observd la
regeneracion. La metodologfa utilizada se detalla en métodos y se esquematiz6 en la
Figura 9 presentando los datos obtenidos.

Los resultados muestran que la muerte de células ciliadas en los estadios en que se
estudié la regeneracion es baja en comparacion a la adicion de éstas a los neuromastos.
Por ejemplo para el neuromasto P1, durante 24 horas mueren en promedio entre 0,1 y
0,3 células, pero se adicionan entre 1,6 y 2. La adicion de células ciliadas a los
neuromastos en condiciones normales es menor que durante la regeneracion, por lo tanto
los datos presentados en la Figura 8.A,B muestran fidedignamente un incremento en la
tasa de adicién de células ciliadas a los neuromastos luego del dafio por cobre. Esto
demuestra que existe una auténtica regeneracion de células ciliadas en los neuromatos de

la linea lateral del pez cebra.
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Figura 8. Regeneracion de células ciliadas. Las larvas de la linea ET4 fueron incubadas por 2 horas en 0,
1 0 10 uM de cobre para eliminar las células ciliadas. Luego de traspasar a medio fresco, se monitoreo la
reaparicion de GFP hasta las 80 horas post-tratamiento (hpt). Se cont6 el nimero de células GFP-positivas
en dos neuromastos: (A) O (linea lateral anterior) y (B) P1 (linea lateral posterior). Los puntos
corresponden al promedio = SD. Con 1 uM las células ciliadas regeneran totalmente en 24 horas, mientras
que con 10 uM tardan 77 horas, experimentando una tasa de recuperacion mas lenta. En los neuromastos
de las larvas control hay una leve adicion de células ciliadas durante este periodo de tiempo.

Estimacion del recambio de células ciliadas (CCs) en los neuromastos de larvas entre los 3y 5 dpf.
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Figura 9. Estimacion del recambio de células ciliadas en los neuromastos. La tincion de células GFP-
positivas de linea ET4 con FM1-43 permite distinguir células ciliadas activas e inactivas. Se estim6 la tasa
de adicién de células ciliadas los neuromastos contando las marcadas s6lo con GFP. La tasa de muerte de
células se estimé contando las marcadas con FM1-43 y GFP.
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3.8 Proliferacion celular en los neuromastos y regeneracion de células ciliadas.

Se estudio la proliferacion celular en los neuromastos y su relacion con la regeneracién
de nuevas células ciliadas luego de tratamientos con cobre. Para esto se utiliz6 la linea
transgénica ET4, en la que se detectéd la aparicién de células ciliadas regeneradas
observando la reexpresion de GFP. La proliferacion celular se observd por
inmunodeteccion de la incorporacién del andlogo de nicleotidos Bromo-Deoxi-Uridina
(BrdU) a los nicleos celulares de los neuromastos. Se visualizaron ambos marcadores
simultdneamente y se identificaron las células ciliadas provenientes de células que han
replicado su DNA, durante la regeneracion y en condiciones normales.

En la Figura 10.A-L se presentan los datos obtenidos e imdgenes representativas para
cada una de las condiciones estudiadas. En los neuromastos tratados con 1 pM de cobre,
la marca de BrdU se distribuye periféricamente y rara vez se encuentra colocalizacion
con GFP de células ciliadas regeneradas. Por el contrario, neuromastos de larvas tratadas
con 10 pM de cobre muestran marca de BrdU centralizada y existe una colocalizacién
significativa con GFP de células ciliadas regeneradas. Rara vez se encontrd
colocalizacion de las marcas en células ciliadas de larvas sin tratar incubadas por 4 o 24
horas. La cuantificacién de los datos (Figura 10. M, N) no muestra diferencias
significativas entre 1 uM y los controles sin tratar para el nimero de células BrdU-
positivas que dan origen a nuevas células ciliadas. Sin embargo para los tratados con 10
pM la diferencia con el resto de las condiciones si es significativa (ANOVA de una via,

p<0,02).
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Figura 10. Proliferacion durante la regeneracion de células ciliadas. Se trataron larvas de la linea ET4 con
1 o 10 uM de cobre y se incubaron en BrdU por 4 o 24 horas respectivamente para permitir la
regeneracion de células ciliadas. Paralelamente se incubaron larvas sin tratar con cobre en BrdU durante
los tiempos mencionados. Luego se procesaron las larvas para observar la expresion de GFP (verde) e
incorporacion de BrdU (rojo). (A-C) El tratamiento con 1 uM de cobre genera incorporacion de BrdU en
células ubicadas en la periferia del neuromasto que no estan marcadas con GFP. (D-F) La regeneracion de
células ciliadas luego de 10 uM de cobre produce varias células que expresan GFP e incorporaron BrdU
en el centro del neuromasto. (G-L) Larvas control incubadas por 4 horas (G-I) o 24 horas (J-L) muestran
muy pocas células con doble marca. (M,N) Se cuantificaron los resultados usando 15 larvas (neuromastos
O y P1) para cada condicion. (M) Se muestra el promedio = SD de la fraccion de células GFP-positivas
que incorporaron BrdU en cada neuromasto luego de los tratamientos con cobre. Para ambos neuromastos
las diferencias entre los dos tratamientos son significativas (asterisco, p<0,005). (N) Promedio = SD del
numero de células GFP-positivas que incorporaron BrdU para cada tratamiento. Larvas tratadas con 10
uM muestran significativamente mas células ciliadas marcadas con BrdU en comparacion a larvas sin
tratar incubadas por 24 horas en BrdU (asterisco, p<0,02 valido para ambos neuromastos).

44




También se expresaron los datos como la fraccion de células ciliadas en los neuromastos
que presentan marca de BrdU, para todas las condiciones. En este caso existe una
diferencia significativa entre el tratamiento con 10 uM y el resto de las condiciones
(ANOVA de una via, p<0,005). Este resultado indica que las células ciliadas
regeneradas luego del tratamiento con 1 uM de cobre se diferencian principalmente
desde grupos de células que han completado su ciclo de replicacién del DNA, en cambio
las células ciliadas regeneradas, luego del dafio con 10 uM, provienen mas
frecuentemente de precursores en los que ha transcurrido al menos un ciclo de

replicacion del DNA.

3.9 Expresion del marcador de células troncales neurales Sox2 en Ia linea lateral
del pez cebra.

Las células progenitoras capaces de generar nuevas células ciliadas en la linea lateral
podrian residir entre las células de soporte (Balak et al., 1990; Jones ef al., 1993, 1996;
Williams et al., 2000). Las propiedades de este grupo de células no ha sido caracterizado
en el pez cebra, y tampoco se conoce si conforman una poblacién homogénea. Estudios
recientes en ratén muestran que las células de soporte del oido interno expresan el
marcador de células troncales neurales Sox2, un factor de transcripeidn importante para
la mantencién de células precursoras (Kiernan et al., 2005).

En este estudio se describié mediante hibridacion in situ la expresion de sox2 en la linea
lateral hasta las 72 hpf. El RNA mensajero de sox2 se expresa primero en la vesicula

Gtica y mds tarde se observa expresion tanto del mRNA como de la proteina Sox2 en el
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primordio desde las 28 hpf y en los proneuromastos depositados. Esta expresion se
excluye del centro del neuromasto a medida que maduran los proneuromastos. A las 72
hpf la expresion es fuerte en la linea lateral anterior y posterior. Todo esto se muestra en
la Figura 11.A-F.

Para detectar la expresién de Sox2 se utilizé el anticuerpo dirigido a la proteina de raton.
El péptido utilizado para generar este anticuerpo comparte 10 de 12 amino4cidos con la
secuencia de Sox2 de pez cebra, y se trata de un epitope no compartido con otros
miembros de la familia de factores de transcripcion SoxB. Andlisis de Western blot
muestran la presencia de una sola banda en extractos de proteina de pez cebra (resultado
no mostrado).

La inmunotincién para Sox2 en los neuromastos en conjunto con visualizaciéon de GFP
en larvas de la linea ET4, muestra que no se expresa en las células ciliadas pues no
existe colocalizacion de anti-Sox2 y GFP. Las células marcadas con anti-Sox2 se ubican
bajo las ciliadas y hacia la periferia de los neuromastos, dentro de la poblacién de
células accesorias. El mismo doble marcaje sobre la linea ET20 muestra frecuente
colocalizacion de Sox2 con GFP de las células del manto (Figura 11. G-I). Con estos
resultados se concluye que Sox2 no se expresa en las células ciliadas de la linea lateral,

pero si en las células accesorias, incluyendo células de soporte y del manto.
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Figura 11. Expresion del mRNA de sox2 mediante hibridacion in situ y de la proteina Sox2 mediante
inmunoflurescencia en la linea lateral del pez cebra. (A) Vista dorsal de una larva de 22 hpf mostrando
expresion de sox2 en la vesicula otica (delineado de puntos), pero no en la placoda de la linea lateral
posterior (asteriscos). (B) A las 28 hpf se detecta expresion en el primordio migratorio (corchetes) y en el
proneuromasto L1 depositado recientemente (flecha). (C) A las 36 hpf se aprecia que la expresion de sox2
se excluye (neuromasto L1 varias horas después) del centro del neuromasto. (D) La expresion en el
neuromasto L4 en la misma larva muestra que las células marcadas forman un grupo compacto. (E)
Inmunofluorescencia con el anticuerpo anti-Sox2 en una larva 35 hpf muestra marca en el primordio
migratorio y en el proneuromasto L2 depositado. (F) Hibridacion in-situ en una larva 72 hpf, donde la
linea lateral primaria ya se ha desarrollado. Hay fuerte expresion de sox2 en los neuromastos de la linea
lateral anterior y posterior. (G-I) Fotografias por microscopia confocal de neuromastos marcados con GFP
(verde) y anti-Sox2 (rojo). (G) Cortes en Z y reconstruccion ortogonal de un neuromasto de la linea ET4.
Las lineas coloreadas sirven como referencia para los planos en el lado derecho de la imagen. No hay
colocalizacion de GFP de las células ciliadas con la inmunofluorescencia para Sox2. (H) Un corte en
microscopia confocal a través de un neuromasto muestra la posicion relativa de los marcadores GFP y
Sox2. (I) Combinacion de cortes en Z de un neuromasto de la linea ET20 marcado con anti-Sox2. Algunas
células del manto colocalizan con Sox2 (amarillo), pero otras solo expresan GFP. Barras: (A) 35 um, (B)
200 pm, (D) 70 um, (F) 35 um, (G) 3 pm, (H,I) 3 pm.
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3.10 Proliferacion celular y expresion de Sox2 durante la regeneracion en
neuromastos.

Dado el patrén de expresion de Sox2 en las células accesorias, se planted la hipétesis de
que estas células podrian estar dando origen a las células ciliadas regeneradas en
neuromastos tratados con cobre. Las células que expresan Sox2 no desaparecen con los
tratamientos con cobre que permiten regeneracién, es decir 1 o 10 pM por 2 horas
(Figura 12. A-C). Por otro lado, luego de tratar con 50 uM de cobre no se observa marca
de Sox2 en los neuromastos de la PLL (resultado no mostrado), coincidente con la
pérdida de capacidad regenerativa en estos neuromastos (Herndndez et al., 2006).

En el sistema nervioso central de mamiferos Sox2 se expresa en precursores neurales en
proliferacion (Pevny ef al,, 2005). Se analizé entonces si esto ocurre en los neuromastos
de pez cebra detectando simultdneamente Sox2 y BrdU incorporado durante la
regeneracion. Este experimento se realizé en larvas pertenecientes a una cruza entre las
lineas ET4 y ET20, lo que permitié detectar simultineamente GFP en células ciliadas y
del manto junto con Sox2 y BrdU. La Figura 12.D-F muestra imdgenes representativas
de un corte ceniral de neuromastos con triple marca en larvas tratadas y controles.

En las tres condiciones estudiadas la mayoria de células BrdU-positivas expresan Sox2,
lo que se muestra graficamente en la Figura 12.G. El porcentaje promedio de células con
BrdU que expresan Sox2 es 74, 83 y 88% para el control, 1 o 10 pM respectivamente.
Debe notarse que la incorporacién de BrdU en los neuromastos tratados con 1 pM de
cobre no es significativamente diferente de la vista en neuromastos control (Figura

12.G). Por el contrario, neuromastos de larvas tratadas con 10 uM de cobre muestran un
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aumento significativo (ANOVA de una via, p<0,006) en estos valores en comparacion
con las otras condiciones. !

Ocasionalmente fueron detectadas células que presentaban una débil expresion de GFP

1

|
adyacente a la marca comiin de la linea ET4 (posiblemente de células ciliadas en el
inicio de su diferenciacién final), presentando también marca para Sox2 y que han

i
incorporado BrdU (Figura 12.D, recuadros). Estas células producto de replicacion del

DNA reciente posiblemente estdn dejando la poblaci%’)n que expresa Sox2
|

diferencidndose a células ciliadas. !

Los resultados de este experimento indican entonces que la Poblaci(')n de células que

expresan Sox2 se mantiene viable luego de tratamientos con cobre que permiten

regeneraciéon. En el dominio de expresién de Sox2 ocurre la mayor parte de la
i

proliferacion celular en los neuromastos. Tratamientos suave? con cobre no producen

cambios significativos en la proliferacién celular, lo que si ocuire con tratamientos mas

fuertes.
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Figura 12. Expresion de Sox2 y proliferacion en los neuromastos luego de tratamientos con cobre. (A-C)
Larvas 76 hpf fueron tratadas con 0, 1 o 10 uM de cobre por 2 horas e inmediatamente procesadas para la
deteccion de Sox2. Para las tres condiciones se observan células que expresan Sox2. (D-G) Larvas de un
cruce de las lineas ET4 y ET20 fueron tratadas con 0, 1 o 10 uM de cobre por 2 horas y luego incubadas
en BrdU por 12 horas. Luego se procesaron para observar expresion de GFP (verde), inmunofluorescencia
para Sox2 (rojo) e incorporacion de BrdU (azul). (D-F) Fotografias de cortes en microscopia confocal de
las marcas mencionadas para las 3 condiciones. La base de las células del manto se ubica periféricamente
en los neuromastos, mientras que las células ciliadas estan al centro. Para cuantificar las células que
expresan Sox2 y que incorporaron BrdU, consideramos las células dentro del limite dado por la base de las
células del manto. Los recuadros en (D) muestran los tres canales de color por separado que componen la
imagen encuadrada. Las flechas indican la expresion de los tres marcadores. (G) Cuantificacion del
nimero total de células que son BrdU-positivas (barras negras) y de las que tienen la marca para Sox2 y
BrdU (barras grises) (n=15). El asterisco indica diferencias significativas (p<0,006).
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Discusion y conclusiones

4.1 Deteccion de Ia muerte de células ciliadas mediante el uso de sondas
fluorescentes.

El uso de las sondas fluorescentes bodipy TR y sytogreen 24 permitié conseguir un
método simple para evaluar vias de muerte que pueden ocurrir en las células ciliadas de
la linea lateral. La observacion del material nuclear tefiido suele utilizarse para
determinar posibles vias de muerte, asocidandose la compactacién a la apoptosis. El
marcaje de Ja membrana plasmatica permite observar el volumen y forma celular,
reconociéndose células necréticas de aquellas que siguen otras vias de muerte a pesar de
la compactacién nuclear. Este resultado muestra que las células ciliadas mueren
principalmente por necrosis al ser expuestas a cobre.

Concentraciones desde 10 pM de cobre producen necrosis en las células ciliadas de los
neuromastos, las que aumentan su volumen volviéndose esféricas. L.a compactacién y
fragmentacién del material nuclear puede deberse a la activacién de vias de muerte
programada (Majno et al., 1995), liberacién de nucleasas desde las mitocondrias (Han et
al., 2006) y también como consecuencia del efecto de especies reactivas del oxigeno
producidas en presencia de cobre que pueden afectar el DNA (Brezova et al., 2003).

Con 1 pM de CuSO; se observaron células necrdticas con la misma morfologia que al
tratar con 10 uM, sin embargo algunas células ciliadas muestran reduccion de su
volumen y compactacién nuclear, lo que sugiere la ocurrencia de otras vias de muerte.

Las células ciliadas que mueren durante el recambio de los neuromastos también
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muestran reduccién de su volumen, compactacion y fragmentacion del material nuclear.
Estas células se asocian a apoptosis pues inhibidores de caspasas atentan su

degeneracion (Williams ef al., 2000).

4.2 Anilisis de la ultraestructura de meuromastes tratados con cobre mediante
microscopia electrénica de transmision.

Se observaron detalles de Ia ultraestructura de neuromastos tratados por 2 horas con 1
uM de CuSO4. Las fotografias obtenidas muestran células muertas redondeadas, con
volumen aumentado, llenas de vacuolas y con citoplasma pélido. Aparecen también
frecuentemente acumulaciones membranosas o mielinicas evidenciando un fuerte dafio
sobre las membranas en presencia de cobre. Esto confirma que Ia necrosis es la via de
muerte predominante en este tipo de toxicidad.

Se aprecia un efecto sobre las mitocondrias, estas aparecen dafiadas ¢ hinchadas en los
restos celulares. Esto se ha observado para la toxicidad con neomicina (Owens ef al.,
2007), y puede tener relacion con la formacién de ROS y su efecto sobre las membranas
mitocondriales, lo que puede activar también vias de muerte programada en las células

ciliadas (Cunningham et al., 2002).

4.3 Caracterizacion de lineas transgénicas de pez cebra.

En este trabajo se utilizaron lineas transgénicas de pez cebra generadas mediante la

técnica de enhancer trap (Parinov ef al., 2004). El gen codificante para GFP se activa




bajo control de un promotor basal, siendo esta expresion sensible a la presencia de
secuiencias regulatorias (enhancers) que la restringen a distintos tipos celulares.

La expresion de GFP de la linea ET4 colocaliza completamente con Tubulina Acetilada
en los neuromastos. GFP abarca células ciliadas activas y no activas pero ya destinadas a
ciliadas, permitiendo seguirlas desde un momento previo al inicio de la
mecanotransduccion (Hernandez et al., 2007).

La linea ET20 expresa GFP en un subconjunto de células accesorias que presentan la
morfologia y posicién de las células del manto. Al compararla con la expresion de la
proteina ClaudinaB, marcador de células accesorias en los neuromastos (L.opez-Schier et
al., 2004), hay colocalizacién con células que tienen igual morfologia, pero se aprecia
diferencia con la morfologia del resto de las células accesorias {células de soporte), las
que son redondeadas y més pequefias, ubicandose en la zona basal del neuromasto. Aun
no se ha identificado un marcador preciso de células del manto y este criterio permitid

establecer que la expresion de GFP de la linea ET20 podria cumplir esta funcion.

4.4 Efecto del cobre sobre las células de soporte.

Observando la inmunofluorescencia para ClaudinaB, se identific una capa de células
que corresponde a las células de soporte de los neuromastos de la linea lateral posterior.
Al eliminar todas las células ciliadas utilizando distintas concentraciones de cobre es

posible obtener condiciones en que se dafia parcialmente a las células de soporte (10 pM

de Cu) o se mantienen intactas (1 uM de Cu). Esto resulta relevante en el estudio de la




regeneracion de las células ciliadas ya que permite evaluar los sucesos que ocurren en
las células de soporte y su rol durante este proceso.

Con 50 uM de Cu se eliminan por completo las células accesorias de los neuromastos
linea lateral posterior. Dicho tratamiento no permite regeneracién de las células ciliadas
(Hernandez et al., 2006), lo que sugiere que en este proceso es fundamental la presencia

de las células accesorias.

4.5 Fragmentaciéon del DNA detectada por TUNEL fluorescente en la muerte
celular inducida por cobre en neuromastos.

Se observé que existe fragmentacion del DNA en algunas células ciliadas expuestas a 1
uM de cobre, sin verse afectadas las células del manto. El dafio se extiende a las células
del manto con 10 uM y se observan més células ciliadas marcadas por TUNEL.

La explicacion mas aceptada para la toxicidad por cobre es el dafio oxidativo debido a la
formacién de ROS (Gaetke et al., 2003). El dafio sobre el material nuclear puede
explicarse porque el cobre es capaz de producir quiebres en el DNA a través de la
produccién de radicales libres y que en cualquiera de sus estados de oxidacién supera al
hierro promoviendo dafio en el DNA en presencia de otros agentes toxicos (Brezova ef
al., 2003). El cobre también produce cambios conformacionales en oligonucledtidos, los
que pueden ser evitados en presencia de antioxidantes (Sorenson ef al., 2002).

El otro factor a tomar en cuenta es la activacién de vias de muerte programada donde se

fragmenta el DNA debido a la accién de enzimas especificas. El dafio oxidativo

generado por cobre sobre las mitocondrias puede activar cascadas apoptdéticas mediadas




por caspasas (Strasser ef al., 2000) y vias donde son clave proteinas que tienen un efecto
directo sobre el DNA, como por ejemplo las AIF (Apoptosis-inducing factor), que
pueden participar también en la necrosis (Boujrad ef al., 2007). Las células apoptéticas
que mueren por recambio en los neuromastos también experimentan fragmentacién del

DNA, la que fue detectada por este método.

4.6 Otoproteccion con antioxidantes y produccion de especies reactivas del oxigeno
(ROS) en Ia toxicidad por cobre.

La otoproteccion ante el cobre obtenida utilizando tres antioxidantes distintos muestra
que la oxidacién debido a radicales libres debe ser un factor clave en este tipo de
toxicidad. Esto es coherente con la formacién de ROS en las células ciliadas detectada
con H,DCFDA.

En este estudio se buscé mejorar los métodos comunes de aplicacién de antioxidantes
(Ton et al., 2005) de evaluar la accién de los antioxidantes cargando las células de la
linea lateral con &stos antes de la aplicacion del agente toxico. De esta forma se puede
asegurar ‘que el efecto evaluado es intracelular, descartando posibles interacciones entre
los antioxidantes v el cobre en el exterior de las células.

Las propiedades antioxidantes del GSH han sido investigadas (Jiménez et al., 2000),
mostrandose la formacién de complejos cobre-GSH, sin reactividad del grupo tiol del
GSH, y con conservacion la capacidad del compuesto de proteger ante los radicales
libres. Estudios en hepatocitos expuestos a cobre muestran produccién inmediata y

rapida de ROS, pudiendo esta toxicidad ser reducida con varios agentes atenuantes del

efecto de estas especies (Pourahmad et al, 2000). Estos estudios sugieren que la




toxicidad por cobre puede deberse principalmente a la produccion de ROS en las
mitocondrias, independientemente de la produccion de ROS citosdlica. Las
observaciones morfolégicas por MET de neuromastos, para la toxicidad por neomicina
(Owens et al., 2007) y cobre en el presente estudio, muesiran que existe un efecto sobre
las mitocondrias.

El efecto intracelular de los antioxidantes sugiere una posible entrada del cobre a las
células ciliadas. La sensibilidad de este tipo de células al cobre podria explicarse por la
posible entrada del metal a través de canales de mecanotransduccion. Este tipo de
canales prescnta una baja selectividad pues permite Ia entrada de cationes divalentes
como Mg™ y Ca™ (Nishikawa ef al., 1996) y de la tincién vital FM1-43 (Nishikawa et
al,, 1996; Meyers et al., 2003; Corey et al., 2004). Como ya se mencion6, otros estudios
de nuestro laboratorio muestran otoproteccién ante el cobre con el inhibidor de la
mecanotransduccion amilorida. Este inhibidor impide la entrada del FMI1-43 a las

células ciliadas de la linea lateral de xenopus (Nishikawa ef al., 1996).

4.7 Regeneracién y recambio de cé€lulas ciliadas en neuromastos.

En estudios previos de nuestro laboratorio se habia caracterizado la temporalidad de la
regeneracién de células ciliadas en neuromastos usando la tincion vital Di-Asp
(Hernandez et al., 2006), dando cuenta de la aparicién de células ciliadas funcionales.
En este estudio se utiliz6 la linea ET4 permitiendo observar las células ciliadas
incluyendo estados de diferenciacion previos a la mecanotransduccion.

Se distinguio la aparicidén de células ciliadas regeneradas luego del dafio por cobre de la

adicién normal de éstas durante el desarrollo de los neuromastos. El namero de células
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que mueren en condiciones normales es bajo en comparacién al de células que se
adicionan, indicando que la observacion la linea ET4 es un método fidedigno para
estimar la dindmica de regeneracion y demuestra que existe una autentica regeneracion
de células ciliadas en los neuromastos.

Las concentraciones sobre 1 uM de cobre disminuyen la velocidad de regeneracion,
posiblemente debido a que afectan también a las células accesorias, mostrando su
importancia para la regeneracién pues podrian contener a los posibles progenitores de

las nuevas células ciliadas.

4.8 Proliferacion celular en neuromastos y regeneracion de células ciliadas.

Al estudiar la proliferacion celular se observé que existe una sostenida replicacién del
DNA en las células accesorias de lo neuromastos, sugiriendo que esta poblacion celular
podria ser una fuente de células para la regeneracién. Con 1 pM de cobre las c€lulas
ciliadas regeneradas no provienen de células que han replicado su DNA, sugitiendo que
las nuevas células ciliadas serian producto de precursores que no provienen de una
divisiéon celular (pre-mitéticos). Estos precursores podrian no ser dafiados por esta
concentracion de cobre diferencidndose rapidamente a células ciliadas. Con 10 uM de
cobre en cambio las nuevas células ciliadas resultan principalmente de precursores que
han replicado el DNA y podrian provenir de un evento de division (post-mitdticos). Esta
concentracion al afectar las células accesorias podria destruir los precursores que eran
producto de divisiones celulares anteriores y que permiten la regeneracién rapida

observada con 1 uM. Las células accesorias sobrevivientes podrian entrar en el ciclo
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celular después del dafio y regenerar las células ciliadas en un proceso mds lento, lo que

explicaria el retraso en la regeneracion.

4.9 Expresion del marcador de células troncales neurales Sox2 en la linea lateral
del pez cebra.

Se describi6 la expresién del marcador de células troncales neurales Sox2, detectada en
por inmunofluorescencia. Sox2 es crucial en el desarrollo de los dominios sensoriales en
el oido de mamiferos. Actia rio arriba de Mathl, factor de trascripcidn crucial en la
destinacién a células ciliadas (Woods ef al, 2004). Sox2 se expresa en células
precursoras y ciliadas durante la formacion inicial del érgano de Corti (Kiernan et al.,
2005).

En los neuromastos Sox2 no se expresa en células ciliadas diferenciadas, pero si en
numerosas células ubicadas en la base de este 6rgano coincidiendo con la ubicacion de
las células de soporte. Dado este patrén de expresion, Sox2 podria cumplir un rol en la
mantencién de células precursoras en los neuromastos.

En la medida que se generen nuevos marcadores para distinguir células con distintas
propiedades en el domino de las células accesorias, podria determinarse si Sox2 se
expresa en todas las células de soporte y si todas estas células serian capaces de producir

nuevas células ciliadas.
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4.10 Proliferacion celular y expresién de Sox2 durante la regeneracién en
neuromastos.

El experimento final de este trabajo busca integrar las observaciones realizadas en
regeneracion de células ciliadas, la proliferacion celular en los neuromastos y las células
accesorias que expresan Sox2. Se encontr6 que significativamente la mayoria las células
que proliferan en los neuromastos expresan Sox2 tanto en condiciones normales como
durante la regeneracion, sugiriendo que las células ciliadas provenientes de esta
proliferacién probablemente son producto de precursores que expresaban Sox2. Las
células accesorias de los neuromastos se presentan como fuertes candidatas a contener
los progenitores de las nuevas células ciliadas.

Existe evidencia de que en la linea ET4 la expresion de GFP comienza durante la
division final que da origen a un par de células ciliadas diferenciadas (L6opez-Schier et
al., 2006). En el presente experimento posible detectar ocasionalmente células dividas
recientemente que presentan una expresién disminuida de Sox2 y comenzando a
diferenciarse a células ciliadas, indicado por la expresion de GFP de la linea ET4. Esto
es una evidencia directa de la formacion de células ciliadas a partir de las c€lulas

accesorias que proliferan y expresan Sox2.
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