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Hipotesis del trabajo.

Las células interneuromadsticas son responsables de regenerar el neuromasto de la
linea lateral del pez cebra luego de su eliminacion y lo hacen reguladas por células

de Schwann.

[. Objetivos

Objetivo General.

Identificar las células participantes en la restitucion de un neuromasto

completamente destruido.

Objetivos especificos:

1. Caracterizar el comportamiento de los diversos componentes celulares de la
linea lateral de pez cebra, en respuesta al dafio de un neuromasto que ha
perdido todas sus células,

1.1. Estandarizar un protocolo que permita la eliminacién completa de un
neuromasto en larvas del pez cebra.
[.2. Caracterizar el comportamiento de neuromastos no intervenidos en

respuesta al dafio de uno de ellos.

2. Mediante estudios de marcaje celular in vive, detectar la ubicacién inicial de
las células que dardn origen al nuevo neuromasto.
2.1. Determinar el origen de las células progenitoras que daran origen al

nuevo neuromasto.



2.2. Identificar la secuencia temporal de aparicion de cada tipo celular

durante la regeneracion del neuromasto.



Resumen

La linea lateral larval del pez cebra es un atrayente modelo para estudiar
los procesos involucrados en la respuesta reparativa o regenerativa frente a un
dafio tisular. Este sistema sensorial es sensible a la exposicion prolongada de altas
concentraciones de algunos metales pesados y biomoléculas, sufriendo
desorganizacién parcial y a veces destruccion total de los organos que lo
conforman: los neuromastos. Luego del dafio, se ha evidenciado que las c€lulas
ciliadas presentes en el érgano regeneran en un corto periodo de tiempo, a partir de
la divisién de precursores ubicados en la region basal del neuromasto. Sin
embargo el tratamiento severo con sulfato de cobre, no permite la regeneracion.
Esta dualidad en la respuesta frente a un tratamiento leve o severo, posiciona al
modelo de la linea lateral del pez cebra como un modelo adecuado para estudiar
los mecanismos celulares involucrado en la capacidad de reparar o regenerar €n
respuesta al dafio. Este trabajo esta enfocado en comprender el o los mecanismos
celulares involucrados en la restauracion de un neuromasto tras la eliminacion de
todas sus células y en entender como la coordinacién celular regula dicho proceso
en condiciones que conducen o no a la regeneracion. Para ello se desarrolld una
metodologia que permite la eliminacién completa de un neuromasto Unico
denominada electroablacion. Observamos que luego del dafio, las células
interneuromasticas (INC) proximas a la lesién son reclutadas desde ambos
extremos, proliferan, se acumulan y se diferencian a todos los tipos celulares del

neuromasto. El proceso de acumulacion y diferenciacion estd regulado



negativamente por las células de Schwann asociadas al nervio de la linea lateral ya
que su ausencia genera un ambiente permisivo para la proliferacion, diferenciacion

y organizacion de las INC para regenerar el neuromasto.



Abstract

The zebrafish lateral line is an attractive model for studying the response to tissue
damage, which can result in repair or regeneration of the organ. Hair cells in
lateral line neuromasts are sensitive to heavy metals and other toxic molecules but
they can regenerate in a short period of time, through the division of precursors
located in the basal region of the neuromast. However, treatment with high
concentrations of copper sulfate does not allow regeneration. This duality in the
response to a mild vs severe treatment, introduces the zebrafish lateral line as a
suitable model for studying the cellular mechanisms involved in the ability to
repair or regenerate cells in response to damage. This work is focused on
understanding the cellular mechanisms involved in the restoration of an entire
neuromast after the removal of all cells and on how coordination of cellular
behaviors regulates the process under non regenerative and regenerative
conditions. For this aim, we develop a methodology that allows the complete
removal of a single neuromast called electroablation. We observed that, after
ablation of a neuromast, adjacent interneuromastic cells are recruited from both
sides to fill the gap, proliferate, accumulate and differentiate to restore a complete
neuromast containing all cell types. Importantly, we find that the process of
accumulation and differentiation of interneuromastic cells is negatively influenced
by Schwann cells associated with the lateral line nerve. Thus, neuromast
regeneration is a robust process that is favored by permanent or temporary

Schwann cell absence suggesting they produce a diffusible inhibitory factor.



II. Introduccion

Restablecimiento de estructuras o tejidos perdidos

La respuesta de un organismo frente a un dafo tisular que elimine o dafie
tejidos u oOrganos, puede ser una respuesta regenerativa o bien reparativa. La

respuesta regenerativa, involucra una restauracién funcional de la estructura

perdida o dafiada. En cambio, la respuesta reparativa es una respuesta

compensatoria, en que la estructura es remplazada por tejido que permite la
sobrevivencia del organismo y no recupera la identidad estructural ni funcional del
tejido original (Bonfanti, 2011) . El analisis de las capacidades regenerativas a lo
largo del reino animal nos muestra que las capacidades de responder a un trauma,
son variadas y dependen de la edad, tipo de organismo y del tejido u érgano que
fue dafiado y en qué forma fue dafiado. El balance existente entre la capacidad de
regenerar y de reparar estructuras dafiadas van desde la impresionante capacidad
de regenerar de la Hydra, la cual puede formarse completamente a partir de grupos
discretos de células (Reddien y Sanchez Alvarado, 2004) hasta la limitada
respuesta regenerativa de los mamiferos, en los que encontramos eventos de
regeneracion discretos y acotados a organos particulares como el higado y cuya
capacidad de responder depende del tipo de dafio generado y disminuye con la
edad del organismo. De esta forma el aumento de la complejidad estructural y
celular, en conjunto con la limitada distribucion de células progenitoras,
restringiria la respuesta regenerativa, dando pie a la reparacion tisular como

mecanismo principal de respuesta frente a un dafio. Las preguntas centrales que se



han abordado frente a la variada distribucion de las capacidades regenerativas en
los diferentes organismos, incluyen: (1) ;qué determina y controla el potencial de
regeneracion?; (2) ;cudles son las fuentes celulares de la regeneracion y si existe
un cambio de linaje durante dicha regeneraciéon?; (3) ;qué factores inician la
regeneracion y como su activacion se restringe al drea de dafio?; y (4) (qué sefales
controlan la proliferacién y “patterning” durante la regeneracion y como es

adecuadamente completado este proceso?.
Fuentes celulares de la regeneracion

La capacidad de regenerar o reparar radica, por un lado, en la correcta
activacion de mecanismos celulares basicos que provean de nuevas células al
tejido en regeneracion y que estas sean capaces de organizarse correctamente
durante la organogénesis regenerativa. Entre los posibles mecanismos a los que los
organismos pueden acceder para disponer de células con capacidad de formar
nuevas estructuras tras el dafio, encontramos: (1) la existencia en el tejido o bien,

en el organismo de células troncales o progenitoras con la capacidad de auto-

renovarse y de producir uno o todos los tipos celulares del érgano o tejido; (2) la
pérdida del estado de diferenciacion de células en el sitio de dafio que actiien como
células progenitoras capaces de formar uno o varios tipos de células del érgano o

tejido, fenémeno denominado desdiferenciacién; y (3) la existencia de células

capaces de “transformarse” desde un tipo celular a otro sin divisién celular previa,

denominado trans-diferenciaciéon. Las capacidades de producir uno, varios o




todos los tipos celulares, definen a estas células como unipotentes, multipotentes o

pluripotentes.

A

— o

Figura 1: Fuentes celulares de la regeneracion. Representacion esquematica de las
posibles fuentes de celulares durante la regeneracion. (A) célula progenitora o troncal
como fuente de células para la regeneracion. (B) desdiferenciacién celular para formar los
diferentes tipos celulares del tejido dafiado. (C) transdiferenciacion celular. (D) Célula
multipotente capaz de generar todos los tipos celulares de la estructura dafiada. (E)
multiples células unipotentes para regenerar todas las células del érgano o tejido dafiado.

Imagen modificada desde Tanaka y Reddien, 2011.

De esta forma, durante la regeneracion disponemos de dos diferentes mecanismos
a través de los cuales se pueden reemplazar todos los tipos celulares que
componian la estructura dafiada. Uno de ellos es la existencia de una célula
progenitora multipotente. La segunda, es la existencia de multiples células
progenitoras  con capacidades de diferenciacion mdas  restringidas.
Lamentablemente la sefializacion involucrada en la correcta activacion de alguno

de estos mecanismos en respuesta al dafio y como se regula el fendmeno a nivel



local, estan pobremente estudiados. En este contexto nace la hipdtesis que en el
sitio de dafio se generan moléculas que promueven la activacion y diferenciacion
de estas células restringidas al sitio de dafio, o bien, son fuentes de sefiales
atrayentes para células progenitoras provenientes de otros sitios del organismo. Un
modelo interesante en el cual estudiar el efecto local del dafio en la activacion de
células progenitoras, es en la linea lateral del pez cebra. Este es un organo
sensorial, con un nimero pequefio de células y al menos 5 tipos celulares a con
potencial de regeneracion. Ademas el modelo de la linea lateral (LL) ha mostrado
una respuesta regenerativa y reparativa frente a protocolos de dafio

experimentales.

Formacion de la linea lateral posterior

La LL es un sistema mecanosensorial presente en la superficie corporal de
peces y anfibios cuya funcion se relaciona con la deteccion de presas, evasion de
predadores, natacion sincronizada y algunas conductas sociales (Ma y Raible,
2009). El sistema de la linea lateral de los teledsteos comprende dos estructuras
principales: grupos discretos de Organos mecanosensoriales (neuromastos)
organizados en un patron reproducible en el cuerpo y la cola, y las neuronas
aferentes encargadas de la inervacion de los neuromastos (Coombs y col. 1989).
En el pez cebra, la LL estd compuesta por dos ramas principales: la LL anterior
(ALL) que incluye los neuromastos presentes en la cabeza, mandibula y opérculo,

y la linea lateral posterior (PLL), en la cual se centra este trabajo, se compone de

10



neuromastos localizados en el tronco y la cola (Gompel y col., 2001). La ontogenia
de la PLL comienza a partir de una placoda craneal que se ubica caudal a la
vesicula dtica aproximadamente a las 18h post fecundacion (hpf) (Kimmel y col.,
19935). Esta placoda se divide en un grupo aﬁterior (estético) de aproximadamente
20 células que dara origen al ganglio de la linea lateral posterior (gL.LP) (neuronas
aferentes) y un grupo (migratorio) de aproximadamente 80 células que origina el
primordio de la PLL (Priml) (Figura la). A las 22 hpf, el Priml comienza a migrar
a lo largo del “mioseptum ” horizontal hacia la punta de la cola, que es alcanzada
aproximadamente a las 40hpf (Kimmel y col., 1995) Durante la migracion del
priml, el ganglio de la linea lateral proyecta sus axones hacia la region caudal,
acompanando al primordio migratorio (Gilmour y col., 2004; Metcalfe y col,,
1985) en conjunto con la migracion de los axones, migran precursores de células

de Schwann a lo largo de dichos axones (Gilmour y col., 2002).
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Figura 2: Desarrollo de la linea lateral posterior. Depésito de neuromastos por el

primordio de la linea lateral posterior (priml). (A) esquema de la migracion del primordio
de la linea lateral posterior desde la vesicula dtica a la punta de la cola, como también del
reiterado deposito de neuromastos primarios (L1-L5) y de los neuromastos caudales (L6-
L8) por el priml. (B) imagenes de microscopia confocal de tiempo extendido, del priml
usando la linea tg(-8.OcldnB: LynGFP), mostrando el proceso de depdsito de neuromastos.

Flechas, posicion del proneuromasto. Figura adaptada de Chitnis y col., 2011.

Durante la migracion, el priml deposita cinco grupos de 20 células cada
uno (proneuromastos) (Figura 2B) cuyo espaciamiento depende de la tasa de
proliferacion de las células que componen el primordio (Valdivia y col., 2011).
Cada uno de estos grupos de células dard origen a un neuromasto (denominados
L1-L5 desde rostral a caudal, Figura 2A). Cada neuromasto depositado esta
compuesto por 4 tipos celulares (Figura 3): células del manto, a las que solo se les
ha atribuido un rol estructural; células de soporte responsables del recambio
normal de células y posiblemente en regeneracion; progenitores basales; y las

células ciliadas, que constituyen la unidad funcional del neuromasto, los
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mecanorreceptores. Una vez que los proneuromastos abandonan el primordio,
estos quedan conectados con el siguiente proneuromasto a través de una delgada
fila de células no diferenciadas provenientes del mismo primordio, denominadas
células interneuromasticas (INC) (Gompel y col., 2001; Lopez-Schier y col.,
2004). Finalmente, fragmentos del Priml que alcanzan la punta de la cola,
formaran dos o tres neuromastos terminales o caudales (L6-L8) (Figura 1A).

Alrededor de las 48hpf, el patrén embrionario de la LL estd completo (Figura 1A).

@ c:luis ciiadas

&8

Figura 3: Esquema que ilustra los diversos tipos celulares en neuromastos de

la LLP. Se describen 5 tipos celulares, sus distintas morfologias y distribuciones en un
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Desarrollo post-embrionario de la linea lateral

Durante la etapa larval, juvenil y adulta del pez cebra, existe un incremento del
niumero de neuromastos que componen las diferentes lineas laterales. Este proceso
involucra 3 mecanismos (Ledent, 2002; Nufiez y col., 2009; Sarrazin y col.,
2010): (1) Migracién de nuevos primordios (PrimIl y PrimD), (2) formacién de
“stitches” o formacion de neuromastos por yemacion; y (3) formacién de
neuromastos intercalares. El primer mecanismo involucra la formacion de un
nuevo primordio en la regién caudal a la vesicula dtica, que comienza a migrar
desde el oido hacia la cola. Este primordio denominado Primll, culmina su
migracién cercano al ano del pez y durante su migracién deposita nuevos
neuromastos en el miosepto horizontal denominados neuromastos secundarios
(Nufiez y col., 2009; Sapéde y col., 2002; Sarrazin y col., 2010) (Figura 4 Ay B).
El segundo fenémeno corresponde a la formacion de “stitches” de neuromastos,
que temporalmente es el ltimo proceso que contribuye a aumentar el nimero de
neuromastos. El “stitching” de neuromastos involucra la formaciéon de nuevos
neuromastos desde uno previamente establecido y a través del cual se forman
columnas de neuromastos (Ledent, 2002; Wada y col., 2013) (Figura 4E-F).
Finalmente, el tercer mecanismo, en el cual centraremos nuestra atencion,
corresponde a la formacion de neuromastos intercalares (IC). Estos neuromastos
surgen como consecuencia de la proliferacion de las células interneuromdsticas
(Grant y col., 2005; Lush y col., Piotrowski, 2014; Lopez-Schier y col., Hudspeth,

2005; Nuiiez y col., 2009; Sapéde y col., 2002).
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Figura 4: Desarrollo post-embrionario de la linea lateral de pez cebra.
Representacion esquematica del patron de distribucién de los neuromastos de la linea
lateral posterior en larvas de pez cebra desde (A) 32hpf; (B) 48hpf; (C) 3-4 semanas y (D)
juvenil. Representacion esquemética de la migracion de Primll y PrimD como
mecanismos para incrementar el namero de neuromastos. En D, se muestran el resultado
de la migracion de los primordios I, IT y D en el nimero de neuromastos depositados. En
E v F se muestra el proceso de “stitching” de neuromastos en una larva transgénica
cxerdb:RFP mostrando la extension de células hacia ventral (cabeza de flechas, E-F) y
hacia dorsal (Flechas, E-F). Barra Imm (A-D) y 20um (E-F). Adaptada de Nufiez y col.,
2009 (A-D); adaptada de Wada y col., 2013 (E-F).
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La formacion de los neuromastos intercalares.

Las células interneuromasticas son una delgada fila de células derivadas del primer
primordio v estdan conectando los neuromastos primarios (Grant y col., 2005).
Durante la formacién del patrén adulto de la linea lateral del pez cebra, estas
células son desplazadas hacia ventral, alejandolas del mioseptum horizontal donde
fueron inicialmente depositadas. Esta ventralizacion coincide con el inicio de su
proliferacion y consecuente acumulacién en grupos discretos de células. Esta
acumulacion resulta en la diferenciacion local y espaciada de las células
interneuromadsticas hacia nuevos neuromastos denominados neuromastos
intercalares (IC) (Grant y col., 2005; Lush and Piotrowski, 2014; Lépez-Schier and
Hudspeth, 2005; Nufiez y col., 2009; Sapéde y col., 2002). Este fenémeno de
formacién de neuromastos IC, ha sido ampliamente estudiado, y se ha mostrado
que las células de Schwann asociadas al nervio de la linea lateral juegan un papel
clave regulando la temporalidad de la proliferacién de estas células y asi evitando
la formacion temprana o ectdpica de los neuromastos IC. Se observé que la
carencia de células gliales en la linea lateral ya sea en mutantes para SoxI0 y
componentes de la via de sefializacion ErbB o en ausencia del ganglio de la linea
lateral (mutantes de neurogenina, o extirpaciéon mecdnica del ganglio) presentan
activacion temprana de las células interneuromdsticas y por tanto formacion
anticipada de los neuromastos intercalares, denomindndose neuromastos

supernumerarios (Grant y col., 20035; Lopez-Schier and Hudspeth, 2005; Perlin y
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col., 2011; Rojas-Mufioz y col., 2009) . Sin embargo, la sefializacion involucrada
en el establecimiento de los diferentes linajes durante la diferenciacion de las
células interneuromadsticas, sélo estd siendo recientemente investigada (Lush and
Piotrowski, 2014) y no ha sido identificado el o los factores involucrados en la
regulacion por parte de las células de Schwann sobre las células
interneuromésticas. Evidencias preliminares asocian a la interaccion célula de
Schwann/nervio de la linea lateral como un evento clave para la produccién de

este factor inhibitorio (Lush and Piotrowski, 2014)
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Figura 5: Funcién de las células interneuromasticas. (A) imagen de
microscopia confocal de tiempo extendido, del priml usando la linea transgénica
cldnB:lynGFP, mostrando las INC depositadas por el priml (flechas) y los neuromastos
derivados del Priml (triangulos). (B) larva “wild type” (WT) de pez cebra de 72 hpf,
marcados por la tincion vital de las células ciliadas Di-Asp las células ciliadas de cada
neuromasto, ¢l patron de los neuromastos (puntos fluorescentes) a las 72hpf. (C) pez cebra
mutante para neurogenina 1 (no presenta nervio de la linea lateral, ni tampoco celulas de
Schwann asociadas al nervio de la linea lateral), evidencia un numero aumentado de
neuromastos (2 veces el de la condicion WT) (adaptadas de Hernan Lopez-Schier y col.,

2004). (D-E) peces WT de 51 y 72hpf respectivamente, en los cuales se realizo ensayos de
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incorporacién de bromo deoxi Uridina (BrdU, rojo), y en azul, hibridacion in sifu del gen
eyal que se expresa en INC y neuromastos. (F-G) peces mutantes Colourless (mutantes
soxl0, no presentan células de Schwann en el nervio de la linea lateral) de 51 y 72hpf
respectivamente, en los cuales se realizd ensayos de incorporacion de BrdU (rojo), v en
azul, hibridacion in situ del gen eyal que se expresa en INC y neuromastos mostrando un
aumento de incorporacion de BrdU, en comparacion a la condicion WT (adaptadas de

Grant y col., 2005 y Lépez-Schier y col., 2004).

Linea lateral como modelo de regeneracion/reparacion

De los tres componentes principales de las la linea lateral (neuromastos,
células interneuromasticas, nervio de la linea lateral), los neuromastos han sido
estudiados en mayor detalle. La similitud funcional de estas ultimas células con
aquellas células ciliadas que componen el oido interno de los mamiferos, hacen de
la LL del pez cebra un buen modelo de estudio para evaluar la capacidad
regenerativa de las células mecanorreceptoras. En este contexto, se observo que la
exposicién a concentraciones micromolares de metales pesados como mercurio
(Liang y col., 2003) y por sobre todo cobre (Herndndez y col., 2011; Herndndez y
col., 2006; Herndndez vy col., 2007), permiten la destruccion total de las células
ciliadas y la regeneracion de las mismas, 24h después de haber sido provocado el
dafio (hpd) (Hernandez y col., 2006). Las células también son extremadamente
sensibles al tratamiento con algunos antibidticos derivados de aminoglucdsidos
como la neomicina o gentamicina, evidenciandose su regeneracion a las 36 hpd
(Harris y col., 2003). Otra estrategia utilizada para eliminarlas es mediante la
ablacion con laser, después de que se ha comprobado su reaparicion entre las 12 y

24 hpd (células ciliadas del oido interno de pez cebra) (Millimaki y col., 2010).
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Estos estudios demuestran la capacidad regenerativa de este sistema, sugiriendo la
existencia de células progenitoras presentes en cada neuromasto. Este tipo de
aproximaciones permiten realizar una eliminacién rapida del total de las células
ciliadas, pero no eliminar todas las células del neuromasto. Existen pocos trabajos
que han enfrentado la problematica de la eliminacién de todas las células del
neuromasto, algunos de ellos desarrollados en anfibios, los que sugieren que
células de neuromastos vecinos pueden adquirir propiedades progenitoras y formar
nuevos neuromastos cuando uno es dafiado. Esta hipdtesis se basa en la migracion
de una placoda que emergeria desde células del manto del neuromasto vecino al
dafiado (Jones and Corwin, 1993). Si bien este trabajo abord¢ la problematica, las
herramientas experimentales disponibles para trabajar sobre dicho modelo
(axolote), en conjunto con la imposibilidad de realizar seguimientos en tiempo real
o imagenes de microscopia de tiempo extendido, no han permitido demostrar
fehacientemente el origen de las células progenitoras de este nuevo neuromasto.
En el modelo adulto de pez cebra, también en muestras fijadas, se ha demostrado
que a los pocos dias después de cortar la aleta caudal, células de la linea lateral
proliferan e invaden el nuevo tejido en crecimiento para dar origen a un nuevo
neuromasto (Dufoureq y col., 2006) y al igual que el trabajo en axolote, no fue
posible identificar la célula responsable de la regeneracion. Trabajos recientes en
nuestro laboratorio, usando lineas transgénicas que expresan la proteina
fluorescente verde (GFP) en células de la linea lateral, han mostrado que luego de
un corte de la cola de peces adultos ocurre movilizacion de células del manto y/o

interneuromadsticas que permiten la aparicion de nuevos neuromastos en €l nuevo
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tejido recién regenerado (Camila Mardones datos no publicados, ver Figura 5).
Esto sugiere que componentes celulares de la linea lateral mantienen la propiedad
de células progenitoras y que esta situacion estd presente en estadios post-larvales.
A pesar de esto, en nuestro laboratorio hemos observado que posterior al
tratamiento con altas concentraciones de sulfato de cobre (>100uM), la cual
destruye y elimina todas las células de todos los neuromastos, no se observa
regeneracion de ellos. Esta dualidad en la capacidad de regenerar sugiere dos
posibles escenarios: (1) existen células o moléculas capaces de inhibir el proceso
de regeneracién bajo las condiciones experimentales posterior al tratamiento con
sulfato de cobre, que no estin presentes en el modelo de corte de cola. O bien, (2)
los estadios larvarios no tienen la capacidad de regenerar neuromasto completos y
la capacidad de regenerar la linea lateral es una capacidad adquirida en estadios
adultos. En base a los antecedentes anteriormente mostrados, en que las células
interneuromasticas tienen la capacidad de formar neuromastos enteros, y que esta
capacidad esta inhibida por la presencia de las células de Schwann, nosotros
pensamos que un buen candidato de progenitor multipotente para regenerar la
linea lateral, son las células interneuromasticas, y que su activacion estd sujeta a la

regulacién por parte de las células de Schwann.
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Figura 6: Regeneracion de linea lateral caudal de pez cebra adulto
transgénico Et20 (expresa GFP en células del manto e INC). Resumen de regeneracion
de LLC desde 0 dpa hasta 14dpa. Las puntas de flecha indican los puntos en donde
comienzan las ramificaciones de las INC, mientras que las flechas indican neuromastos
generados de novo. Linea vertical: plano de amputacion. dpa: dias post- amputacion.

Camila Mardones datos no publicados.
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III. MATERIALES Y METODOS

1. Material bioldgico

Como modelo experimental se utilizaron peces adultos y larvas de pez
cebra (Danio rerio) obtenidas desde cruces de peces adultos. Los peces se
mantuvieron bajo ciclos de 14h de luz y 10h de oscuridad en acuarios de
circulacion constante agua (agua de osmosis inversa salinizada con “Instant
Ocean”, 60mg/L) a 28°C, pH 6,5-7,0 (ajustados con NaHCO3), burbujeo constante
de aire y conductividad entre 400 y 600uS (Westerfield 2000). Los embriones y
larvas se mantuvieron en incubadoras a 28°C con ciclos de luz/oscuridad 14/10h
respectivamente, en placas Petri con medio E3 (NaCl 5 mM; KCI 0,17 mM; CaCl
0,13mM; MgSOs4 0,33mM) o E3 + 0,1% de azul de metileno. Los estadios de
desarrollo de las larvas fueron determinados como se ha descrito previamente
(Kimmel y col., 1995) y se expresan en horas post fecundacion (hpf) o dias post
fecundacion (dpf). Todos los animales sujetos a experimentacion fueron

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

En este trabajo se utilizaron las siguientes lineas de peces descritas en la

tabla 1.
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Tabla 1. Lineas transgénicas del pez cebra

celulares marcados y tipo de marca.

utilizadas en esta

tesis, tipos

Linea transgénica Células marcadas Tipo de marca Referencia
Tg(-8.0Cldnb: lynGFP) Todas las células del | GFP de membrana | Haas y
sistema de la LL Gilmour,
2006.
Tg(cxcrdb:mCherry)’ | Todas las células del | mCherry de | Gamba vy
neuromasto, células | membrana col., 2010.
interneuromadsticas,
células musculares.
Tg(brn3c:gap43- Células ciliadas GFP de membrana | Xiao ¥
GFP)7" col., 2005.
o Brn3:GFP
TgBAC(neurod: EGFP)"" | Neuronas del ganglio de | GFP Obholzer
la linea lateral citoplasmatica y col.,
2008.
Ettkrt4: EGFP)sqet20 Células del manto e | GFP Parinov ¥y
o ET20:GFP interneuromasticas citoplasmatica col., 2004
Tg(foxd3:GFP)#" Células de Schwann del | GFP Gilmour y
sistema de la linea lateral | citoplasmadtica col., 2002
Tg(Ubi:zebrabow:cherry) | Todas las células del pez | RFP citoplasmatica | Pan y col.,
2013.

Tabla 2. Marcadores de diferenciacion celular en la linea lateral

Marcador Tipo celular en la linea lateral
FoxD3 Células de Schwann de la LL en todos sus estadios de diferenciacion.
MBP Células de Schwann de la linea lateral maduras.
Et20" Sox2* Célula progenitora basal del neuromasto.
Et20" Sox2* | Célula del manto del neuromasto.
Et20" Sox2 Célula interneuromastica.
Brn3c* Célula ciliada madura.
Atohla Progenitor unipotente de célula ciliada.
NeuroD Neurona del nervio de la linea lateral.
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2. Inhibicidn de la sefializacion ErbB

La inhibicion de la migracion de las células de Schwann en el nervio de la
linea lateral fue realizada mediante incubacion con 5pM del inhibidor AG1478
(Lyons y col., 2005) a concentracion final de DMSO 0,05%(v/v) en oscuridad de
embriones en estadio 10hpf y fue mantenido hasta las 58hpf a 28,5°C en E3.
Larvas controles fueron incubadas de manera similar en medio E3 con 0,05%
DMSO. Posterior a las 58hpf las larvas fueron mantenidas en medio E3 sin azul de

metileno.

3. Experimentos de transplantes

Embriones donantes y receptores fueron mantenidos en medio E3 hasta un
estadio temprano de desarrollo (high stage, 3 1/3hpf) (Kimmel y col., 1995). En
este estadio ambos grupos fueron decorionados mediante incubacion con pronasa a
una concentracion de 0,2mg/mL en medio Holtfreter modificado (NaCl 59mM;
KCl 0,67mM; CaCl2 0,9mM; MgS0O4 0,81mM; NaHCO3 2,38mM). Luego,
fueron mantenidas en medio Holtfreter modificado con penicilina/estreptomicina
(5000 U/L; 100 mg/L; respectivamente). Aproximadamente 10-20 células del
embrién donante fueron aspiradas y transplantadas en el embrién receptor usando
una micropipeta de vidrio conectada a una jeringa de ImL como fue previamente
descrito (Ho y Kane, 1990). Los embriones receptores fueron mantenidos durante
24h en medio Holtfreter modificado con penicilina/estreptomicina en placas Petri

de vidrio. A partir de las 24hpf los embriones fueron mantenidos en medio E3 y
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observados a 48hpf para la identificar la presencia de INC marcadas en la linea

lateral.
4. Tratamientos con sulfato de cobre

Para eliminar todas las células de todos los neuromastos de la linea lateral,
las larvas de 3dpf fueron incubadas en 100uM de sulfato de cobre en medio E3 sin
azul de metileno en placas Petri durante 2h a 28°C. Posterior al tratamiento fueron
lavadas en medio E3 sin azul de metileno y sin sulfato de cobre en 3 ocasiones y

luego cambiadas a una placa Petri nueva.
5. Inmunofluorescencia

Inmunohistoquimica para GFP y MBP (proteina bdsica de la mielina):
larvas de diferentes estadios fueron fijadas en paraformaldehido 4% p/v en PBS1x-
Tween20 0,05% v/v a 4°C durante 16h o 2h a temperatura ambiente, luego lavadas
en 3 ocasiones por 5 min cada una en PBT (PBS 1X y Tween20 al 0,1% v/v).
Posterior a esto, las larvas fueron deshidratadas mediante lavados secuenciales en
metanol/PBT: 25%/75%; 50%/50%; 75%/25% vy 100% metanol, en lavados de 5
min cada uno y finalmente almacenadas a -20°C hasta su utilizacion. Luego las
larvas fueron rehidratadas mediante lavados secuenciales en PBT/metanol:
25%/75%; 50%/50%; 75%/25% y 100% PBT. Luego fueron permeabilizadas con
Proteinasa K (40pug/mL en PBT, 40 min para larvas de 3dpf, 70 min para larvas de
5-7dp0), 3 lavados de 5 min cada uno en PBT, refijadas en paraformaldehido 4%

p/v en PBS1x-Tween20 0,05% v/v por 20 min a temperatura ambiente. Las larvas
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fueron tratadas con 3 ciclos de lavados en tampon citrato de sodio (10mM, pH 6,0)
de 10 min cada uno, seguidos por un lavado a 90°C y 3 veces por 5 min cada una,
luego fueron transferidas a solucion de bloqueo (2% p/v suero de cabra, 1% p/v
BSA, 1%DMSO, 0,1% v/v TritonX-100) durante al menos lhr a temperatura
ambiente. Posteriormente fueron incubadas en solucién de bloqueo més anticuerpo
primario hecho en conejo anti-MBP (1:50, gentilmente facilitado por Dr. William
Talbot) y el anticuerpo primario monoclonal hecho en ratén anti-GPF (1:500,
Millipore, MAB3580) durante 16-20h a 4°C. Posterior a esto fueron lavados 4
veces por 20 min cada uno a temperatura ambiente e incubados en solucidn de
bloqueo mas anticuerpos secundarios Alexa394 anti-conejo hecho en cabra
(1:2000; Invitrogen, A31632) y Alexa488 anti-raton hecho en cabra (1:2000;
Invitrogen, A11029) durante 2h a temperatura ambiente o 16-20h a 4°C. A
continuacion fueron incubadas con la tincidon nuclear TO-PRO-3 (1:250;
Invitrogen, T3603) durante 20 min a temperatura ambiente y lavadas 6 veces por
10 min cada uno en PBT. Luego fueron almacenadas en PBS 1X a 4°C durante un

maximo de 4 dias en oscuridad.

Para la inmunohistoquimica de reconocimiento de Sox2, las larvas nunca
fueron deshidratadas en metanol. Tampoco fueron permeabilizadas con proteinasa
K y no fueron tratadas con citrato. Las larvas fueron fijadas de similar manera que
para la inmunochistoquimica contra MBP, luego lavadas en PBT y trasladadas a
solucidn de bloqueo durante 1hr a temperatura ambiente. Posterior a esto fueron

incubadas con el anticuerpo primario anti-Sox2 hecho en conejo diluido a 1:500
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(Abcam, ab97959) y el anticuerpo primario monoclonal hecho en ratén anti-GPF
(1:300, Millipore, MAB3580) en solucién de bloqueo durante 16-20h a 4°C.
Posterior a esto, fueron lavados 4 veces por 20 min cada uno a temperatura
ambiente ¢ incubados en solucién de bloqueo més anticuerpos secundarios
Alexa594 anti-conejo hecho en cabra (1:2000; Invitrogen, A31632) v Alexa488
anti-ratén hecho en cabra (1:2000; Invitrogen, A11029) durante 2h a temperatura
ambiente o 16-20h a 4°C. A continuacion fueron incubadas con la tincién nuclear
TO-PRO-3 (1:250; Invitrogen, T3605) durante 20 min a temperatura ambiente y
lavadas 6 veces por 10 min cada uno en PBT. Luego fueron almacenadas en PBS

1X a 4°C durante un maximo de 4 dias en oscuridad.

6. Adquisicion de imégenes y “time lapse”

La adquisicién de imégenes in vivo fue realizada anestesiando las larvas
transgénicas en 0,01% p/v de Tricaina y montadas en agarosa de bajo punto de
fusion 0,75-1% p/v en E3 con 0.01% p/v de Tricaina. Para la microscopia time
lapse las imagenes fueron adquiridas con diferentes tiempos de captura y niimero
de cortes oOpticos. La adquisicion de imégenes de inmunohistoquimica fue
realizada montando las larvas en agarosa de bajo punto de fusién 0,75-1% p/v en
PBS1X. Para la adquisicion de imagenes fueron utilizados un microscopio
confocal (Zeiss LSM 510 meta) y un microscopio de epifluorescencia (Olympus

[X81).
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El ensamblaje de las imagenes fue realizado de manera manual utilizando
Adobe Photoshop CS3. El procesamiento de cada foto incluye proyeccion maxima

de los cortes 6pticos ademds de alteraciones de brillo y contraste mediante imagelJ.
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IV. Resultados

1. Caracterizacién del comportamiento de los diversos componentes
celulares de la linea lateral de pez cebra en respuesta al dafio de un

neuromasto que ha perdido todas sus células.

Nos planteamos investigar la contribucién de: (1) el nervio de la linea
lateral; (2) las células de Schwann; (3) las INC y (4) los neuromastos no
intervenidos en cuanto a su papel en la restitucion de un neuromasto después de su
eliminacién. Entre los métodos fisicos de dafio disponibles en el laboratorio, el
procedimiento del corte de la cola (Dufourcq y col., 2006) resulta inadecuado
debido a que, a diferencia de estadios adultos del pez cebra, los neuromastos en
estadios larvales estdn ubicados en la cercania del tejido muscular y vasos
sanguineos importantes, por lo cual la seccién caudal resulta en una muy baja
sobrevida de la larva. Por otro lado, los métodos quimicos, como la incubacion con
sulfato de cobre (Hernandez y col., 2006), dafian o eliminan todos los
neuromastos de la larva impidiendo estudiar la contribucién de ellos en la
regeneracion. Por lo tanto, para este objetivo fue necesario desarrollar una nueva

metodologia de dafio localizado de neuromastos en larvas del pez cebra.
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L.1. Desarrollo de una metodologia que permita la eliminacién completa
de un neuromasto en larvas de pez cebra,

1.1.1. Electroablacion como método de daiio localizado

Para establecer un protocolo que permita generar dafio tisular localizado sin
afectar la sobrevida de la larva, se utilizaron la incorporacion de trazadores
celulares denominada iontoforesis (Alheid y Carlsen, 1982). En nuestro disefio
experimental (Figura 7), acoplamos una fuente generadora de pulsos de corriente
(AM System, model 2010, Stoelting) a un microelectrodo de Tungsteno (nimero
de catilogo UEWMGGSEBNIM, FHC Inc., Bowdoin, ME, USA) el cual se
encuentra acoplado a un micromanipulador (Narishige M-152). Como se observa
en la Figura 7a, este sistema fue montado en un microscopio de epifluorescencia
convencional. Con este sistema de generacion de pulsos de corriente, fue posible
regular la cantidad de dafio generado variando: (1) el numero de pulsos de
corriente; (2) su duracion del pulso de corriente y (3) la magnitud de la corriente
aplicada. Mediante el uso de anaranjado de acridina, luego de la aplicacién de la
corriente, fue posible observar el incremento de muerte celular generada por el
aumento en la magnitud de la corriente aplicada (Figura 7d-g). Otro punto
fundamental fue la inmovilizacién de la larva durante la aplicacién de la corriente.
Para ello, fue necesario montar las larvas en agarosa de bajo punto de fusion entre
0,75%-1% p/v en E3 y 0,01% p/v de tricaina. Este rango de concentracién de
agarosa permite el correcto balance entre rigidez y flexibilidad de la agarosa. Un

mayor porcentaje de agarosa dificulta el movimiento del electrodo, y por tanto
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disminuye la precision, mientras que un porcentaje menor al 0,75% p/v dificulta la
gelificacion y por tanto impide la inmovilizacion de las larvas. Esta metodologia
fue denominada electroablacion (Moya-Diaz y col., 2014) y se incorpora como

resultado a esta tesis porque fue fundamental para responder las preguntas

planteadas.
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Figura 7: Disposicion del equipo de electroablacion y la dependencia del dafio
tisular con el amperaje. (a-c) disposicion del equipo de electroablacién en (b) larvas
de pez cebra y (c) en adultos. (a, flecha negra) fuente generadora de pulsos. (a, cabeza de
flecha negra) micromaniplador. (a, cabeza de flecha blanca) microscopio de
epifluorescencia. (b) acercamiento al sistema de montaje de larvas. (b, flecha blanca)
microelectrodo. (b, cabeza de flecha blanca) soporte acrilico para montaje. (b, cabeza de
flecha negra) larvas montadas en agarosa de bajo punto de fusion. (verde, d-f)
superposicion de luz transmitida y anaranjado de acridina, mostrando la expansién de la

incorporacion del marcador de muerte celular con el aumento de la corriente aplicada. Los

pulsos aplicados (5 - 25pA) fueron aplicados durante 1 segundo y la tincién de anaranjado
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de acridina fue realizada 2h posteriores al dafio. (g) cuantificacién de la marca de
anaranjado de acridina, la intensidad promedio de fluorescencia fue medida en un 4rea

circular de 50um de radio y normalizada por una zona no dafiada de similares
caracteristicas. Los valores estan expresados en promedio normalizados + SEM desde 15-

21 larvas por condicién, desde 3 experimentos independientes. Barra, 50um.

1.1.2. Electroablacién como método de dafio a un neuromasto vinico.

Para aplicar la electroablacion como método de dafio a un neuromasto Unico,
sin intervenir los neuromastos cercanos al punto de aplicacion de la corriente, fue
necesario establecer un protocolo reproducible de dafio. Mediante el uso de la
linea transgénica cxcr4b.mCherry, que expresa la proteina fluorescente roja
mCherry en todas las células del neuromasto y en las INC, se establecié que la
aplicacion local de 2 pulsos de corriente de 8uA durante 2seg cada uno es
suficiente para eliminar completa y selectivamente un neuromasto. Como se puede
observar en la Figura 8, luego de la aplicacion de este protocolo en el tercer
neuromasto de la linea lateral primaria (L3), fue posible eliminar completamente
dicho neuromasto y observar que en ninguno de los casos evaluados (n=60 peces;
3 experimentos independientes) fueron encontradas células remanentes del
neuromasto (con fluorescencia roja) en la zona de aplicacion de la corriente

(Figura 8C-D).
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Figura 8 Electroablacion como método de dafio a un neuromasto tinico. Larva
tg(cxcr4b:mCherry) de 3 dpf 1h antes del dafio (1had, A, C), 4h posteriores al dafio (4hpd,
B, D). Segundo, tercer y cuarto neuromasto de la linea lateral posterior (L2, L3, L4
respectivamente). Células interneuromasticas (INC). Zona de dafio (*). Células del
interneuromasticas que flanquean al neuromasto (c, cabezas de flechas amarillas). Células
interneuromdsticas que flanquean la zona de dario (D, cabezas de flechas blancas). Detalle

del neuromasto L3 antes del dafio (C) y después del daiio (D). Barra S0um.

1.1.3. Daiio de un neuromasto por electroablacion da paso a la

regeneracion de un neuromasto anico.

Se establecié que la aparicién de al menos dos células ciliadas constituye
evidencia de que un neuromasto ha regenerado todos los tipos celulares que lo
componen. Se examind in vivo en larvas doble transgénicas cxcr4b.mCherry y
brn3c:GFP (expresan GFP de membrana en células ciliadas diferenciadas) la
capacidad de regenerar de un neuromasto Unico luego de la electroablacion del
neuromasto L3. Observamos que, 24h post dafio (hpd), ninguna de las larvas

exhibe aparicion de células ciliadas en la zona de dafio. Veinticuatro horas mds
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tarde (48hpd) fue posible observar la aparicién de neuromastos con células ciliadas
maduras en un 29,2 + 2,2% y a 72hpd un 58,2 = 4,4% (n = 100; tres experimentos
independientes). El porcentaje alcanzado a las 72hpd no se ve alterado a las 96hpd,
lo que sugiere que los peces que no regeneraron el neuromasto en este lapso de

tiempo, no lo haran en los tiempos posteriores (Figura 9).
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Figura 9: Electroablacién del neuromasto L3 permite la regeneracion a partir
de 48 hpd. Porcentaje de regeneracion posterior al dafio del neuromasto L3 mediante
aplicacion local de 2 pulsos de corriente de 8pA durante 2seg cada uno con un
microelectrodo de tungsteno de 1MQ. El porcentaje de regeneracidn fue cuantificado a las
24, 48, 72 v 96hpd contando el nimero de larvas doble transgénicas tg(brn3c:GFP;
cxcr4b;mCherry), que presenten al menos 2 células ciliada Brn3e" en el neuromasto en
regeneracion del total de larvas analizadas. A 24hpd 0%, 48hpd 29,2 + 2,2%, 72hpd 58,2
+ 4,4% y a 96hpd 58,2 = 4,4% (n = 100; cuatro experimentos independientes).
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1.1.4. Caracterizacion del dafio a los tejidos subyacentes

1.1.4.1. Daiio a la piel y tejido muscular

Debido a que la metodologia empleada genera un dafio local pero no especifico
en el neuromasto, analizamos el efecto de la electroablacion en los tejidos
cercanos al neuromasto. Para ello, como primera aproximacion, larvas
tg(cldnb:GFP) (expresan GFP destinada a membrana en todos los tipos celulares
del sistema de la linea lateral y células de la piel) fueron incubadas 30 min antes de
la electroablaciéon en el marcador vital de Bodipy-TR metil ester (Life
technologies, C34556) que es incorporado en todas la células de la larva
marcéandolas con fluorescencia roja, 20 minutos después de eliminar el neuromasto
L3 cortes opticos de 1,5pum fueron adquiridos mediante microscopia confocal
desde la piel de la larva (células hexagonales GFP positivas, Figura 10A y B desde
0,0pm hasta 7,5um) hasta el tejido muscular (células alargadas rojas, Figura 10A y
B desde 9,0pm hasta 34,5um). En las larvas dafadas se observd desorganizacion
de las células de la piel en el punto de aplicacion de la corriente. Este dafio es
reparado durante las primeras 24hpd (Figura 11). En conjunto con el dafio a la piel
y como se habia mencionado anteriormente, la corriente aplicada elimina todas las
células del neuromasto L3. Como se observa en los peces control (Figura 10A), el
neuromasto corresponde a una agrupacion compacta de células (GFP positivas,
cabeza de flecha, Figura 10A) que fue completamente eliminada por la
electroablacion (asterisco, Figura 10B). Dada la proximidad de las INC a la piel de

la larva y su estercotipada distribucién a lo largo del mioseptum horizontal, fue
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posible cuantificar la extension lateral del dafio midiendo la distancia existente
entre las dos INC que flanquean al neuromasto dafiado (Figura 8D, cabezas de
flechas blancas). El distanciamiento generado entre dichas células fue de
55,8426,3um (n=22, 3 experimentos independientes) y no observamos retraccion
de las INC posterior al dafio dando cuenta que la distancia medida corresponde a la
extension lateral del dafio. Por otro lado, la profundidad del dafio fue observada
mediante la pérdida de sefial roja de la tincion Bodipy-TR methil ester y por la
desorganizacion del tejido muscular. Como se observa en la Figura 9, comparando
la larva control con la larva intervenida (Figura 10A y B), se observo el dafio y la
desorganizacion del tejido muscular desde los 9,0um hasta los 27um (Figura 10B),
lo que refleja la extension del dafio generado por la electroablacion.

Para evaluar muerte celular, se usé la linea transgénica cxcr4b:mCherry en
conjunto con la tincidén de anaranjado de acridina (marca en verde y rojo células
muertas o en proceso de muerte). Como resultado del dafio, se observo, entre 2-
15hpd, muerte celular sdlo en tejidos cercanos a la linea lateral y acotada a un drea
cercana al punto de aplicacidn de la corriente (Figura 12). En la regién daiiada, las
c€lulas del neuromasto son eliminadas en el momento de aplicacion del pulso, por
lo que no se marcan con anaranjado de acridina. En ninguno de los casos
analizados se observo muerte celular [uego del dafio en alguno de los componentes
celulares de la linea lateral.

Los axones del nervio de la linea lateral posterior, recubiertos por células de
Schwann, estan situados entre los neuromastos y el tejido muscular, por lo que se

ubican en un territorio critico para ser dafiados por la electroablacién. Analizamos,
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por separado, ambos fipos celulares debido a su importancia para el sistema
sensorial en estudio, a saber: (1) el nervio de la linea lateral posterior (nPLL) es
clave debido a su rol en la funcionalidad del sistema de la linea lateral (conduccion
del impulso nervioso), y en la migracion y diferenciacién de las células de
Schwann asociadas a ¢l durante la formacion y maduracion del sistema de la linea
lateral. Por otro lado, (2) las células de Schwann son fundamentales para controlar
la proliferacion de las INC (Grant y col., 2005; Lush y Piotrowski, 2014; Lépez-
Schier y Hudspeth, 2005). Cualquier alteracién en estos componentes puede
inducir cambios en la funcionalidad del sistema, en la capacidad de inhibir la

proliferacidn de las INC o bien favorecer o retrasar el proceso de regeneracion.
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A Control
4.5um 7.5um

16.5um

B Dafado

Figura 10 Extension del daiio inflingido por la electroablacién. Linea
transgénica Teg(-8.0cldnB:lynGFP), la cual expresa GFP en las menbrana de todos los

componentes de la linea lateral y células de la piel, fue tefiida con BODIPY. La larva
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tefiida fue montada y electroablacionada en el neuromasto L3. Cortes 6pticos confocales
con un espaciamiento de [.5pm en peces control (a) y larva daiiada (b) neuromastos

control (a, cabeza de flechas blancas) y zona de daiio (b, asterisco). Barra 50pum.

Figura 11 Reparacion de las piel posterior al dafio. Larva trasgenica 7g(-

8.0cldnB:lynGFP) evidenciando la reparacion de la piel 24hpd. Barra S0pm.
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Figura 12: Muerte celular posterior al dafio. Dafio generado por la aplicacion
de 2 pulsos de corriente de 8uA durante 2seg cada uno. “Rojo”, rg(cxcr4b:mRIP);

“Verde v Rojo”, anaranjado de acridina (AO). Escala 20um
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1.1.4.2.  Daiio al nervio de la linea lateral posterior

Mediante el uso de la linea transgénica tg(BACNeuroD:GFP), que expresa
GFP en las neuronas del ganglio de la linea lateral, analizamos la integridad y
comportamiento de los axones de la linea lateral posterior luego de la
electroablacion de un neuromasto. Como consecuencia del dafio, todos los axones
del nervio fueron interrumpidos (Figura 13B, cabezas de flechas blancas y Figura
14A y E. asterisco) y se indujo la degeneracion de la porcion caudal de estos
(Figura 14A y E, cabezas de flechas; 100%, n=30, 3 experimentos
independientes). Luego de 30hpd, el nPLL regenera por crecimiento de los axones
interrumpidos (Figura 14B, C, E. F). Durante dicho proceso, observamos la de-
fasciculacion de una fraccion de los axones (Figura 13C, cabeza de flecha amarilla
y Figura 14B, C, E, F; flechas blancas), que persistio en la zona de daiio durante la
regeneracion del neuromasto. Como consecuencia de la neurectomia, se generan
dos condiciones contrapuestas en los neuromastos adyacentes a la zona de dafio:
(1) la de los neuromastos mds rostrales al dafio (L1, L2 y los neuromastos
secundarios) que se mantienen correctamente inervados y, (2) la de los
neuromastos caudales al dafio (L4-L8) que pierden su inervacion de manera
temporal. Luego de la regeneracion axonal, todos los neuromastos quedan

correctamente inervados restituyéndose la condicion inicial.
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Nervio de la linea lateral posterior

Figura 13: La electroablacion del neuromasto L3 resulta en una axotomia del
nervio de la linea lateral posterior. Larva rg(cxcr4b:mCherry; BACNeuroD:GFP), 1h
antes del dafio en el neuromasto L3 (lhad, A). 4h posteriores al dafio (4 hpd, B)
mostrando la completa axotomia del nervio de la linea lateral (B, cabezas de flechas
blancas). Y 24h posteriores al daio (24hpd, C). mostrando la restauracidn del nervio de la
linea lateral posterior y la desfaciculacion de algunos axones (C, cabeza de flechas

amarillas). Barra 200pum.
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Nervio de la linea lateral posterior

Figura 13: La electroablacion del neuromasto L3 resulta en una axotomia del
nervio de la linea lateral posterior. Larva tg(cxcr4b:mCherry, BACNeuroD:GFP), 1h
antes del dafio en el neuromasto L3 (lhad, A). 4h posteriores al dafio (4 hpd, B)
mostrando la completa axotomia del nervio de la linea lateral (B, cabezas de flechas
blancas). Y 24h posteriores al dafio (24hpd, C), mostrando la restauracion del nervio de la
linea lateral posterior y la desfaciculacion de algunos axones (C, cabeza de flechas

amarillas). Barra 200pm.
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Figura 14: Comportamiento del nPLL durante la regeneracion de

neuromasto, posterior al dafio con el electrodo. El dafio generado al nervio de la
linea lateral tras aplicacion en el Nm L3, de 2 pulsos de corriente de 8uA durante 2
seg cada uno. 1g(BACNeuroD:GFP) a 3hpd (A, D), Shpd (B, E), 27hpd (C, F).
Paneles inferiores (D, E, F), magnificacion de la zona de dafio (A-C, asterisco).
Degeneracion de region caudal al dafio (A, D, cabezas de flechas blancas); Axones

desfaciculados (cabezas de flechas amarillas, B, C, E, F). Barra 100um.
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1.1.4.3. Daiio en las células de Schwann asociadas al nervio de la

linea lateral posterior.

Se examind la condicion de las células de Schwann en el sitio de dafio en
razon de su capacidad de inhibir la proliferacion de las INC. Las células de
Schwann de la PLL expresan GFP en la linea transgénica FoxD3:GFP.
Observamos que, como resultado del dafio, las células de Schwann ubicadas por
debajo del neuromasto (Figura 15A, cabeza de flecha blanca) son eliminadas en el
punto de aplicacién de la corriente (Figura 15B, asterisco). Se genera un espacio
entre las células de Schwann sobrevivientes en ambos extremos del sitio de
aplicacion de la corriente (Figura 15A, cabezas de flechas amarillas). Esta
separacion es restaurada luego de 24hpd (Figura 15C, n=30, 3 experimentos
independientes). También observamos que, como consecuencia de la
electroablacion, las células de Schwann ubicadas caudales al dafio presentaron una
reduccion de la expresion de GFP (Figural6J, flecha amarilla con respecto a flecha
blanca). Para evaluar si las células de Schwann sufren un proceso de
dediferenciacién producto de la neurectomia, analizamos la expresion de la
proteina basica de la mielina (MBP), un marcador de maduracién de ellas. Usando
un anticuerpo que reconoce la MBP, observamos que esta disminuyd en las células
de Schwann caudal al dafio (Figura 16 A v B, cabeza de flecha amarilla versus

blanca) coincidente con la pérdida de GFP (Figural6J, flecha amarilla con
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respecto a flecha blanca) y con la region de degeneracion del nPLL (Figura 14 A,

B, D y E, cabezas de flechas blancas).

Células de Schwann de la linea lateral

Figura 15: La electroablacion del neuromasto L3 resulta en la
eliminacion de las celulas de Schwann ubicadas bajo el neuromasto L3. Larva
tg(cxcrdb:mCherry,foxD3:GFP), 1h antes del daiio en el neuromasto L3 (lhad, A). 4h
posteriores al dafio (4 hpd, B) mostrando el completo distanciamineto de las células de
Schwann (B, cabezas de flechas amarillas). Y 24h posteriores al dafio (24hpd, C),

mostrando la restauracion de la continuidad de las células de Schwann. Barra 200pum.
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La dindmica de la pérdida de expresion de MBP y GFP, se observa en la
Figura 16, donde es posible apreciar que, a 3hpd, existe una pérdida de MBP y
FoxD3 en la zona de dafio (Figura 16 I-J, asterisco). Ademas, es posible observar
la disminucién de GFP en la region caudal al daiio (Figura 16 I-J, flecha amarilla
con respecto a flecha blanca), disminucion que persiste a 24hpd (Figura 16 K-L).
En relacion a la expresién de MBP, a 24hpd fue observada la pérdida de este
marcador en las células de Schwann caudales al daio (Figura 16 K y L), pero este
s¢ recupera a las 48hpd (Figura 16 M y N). Esta pérdida de MBP, no es
consecuencia de la muerte de las células de Schwann en esta regidn, debido a que
aln es posible observar la expresion de FoxD3:GFP (Figura 16L), sugiriendo que

corresponderia a un fendémeno de pérdida o retraso en su diferenciacion.
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Danado Control
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Figura 16: Pérdida temporal de expresion de MBP en las células de Schwann
posterior al dafio. Inmunodeteccion de la proteina basica de la mielina (MBP) posterior
al dafio en larvas transgénicas Tg(foxd3:GFP) (A-N). Expresion de MBP en larva
transgénica 1g(foxd3:GFP) 96hpt, 24hpd (A-B). Larva control (A), Larva dafiada (B).
Expresion de MBP en larva control 3hpd (C), 24hpd (E), 48hpd (G); larva dafiada 3hpd
(D), 24hpd (K), 48hpd (M). Combinacion de expresion de FoxD3 y MBP en larva control
3hpd (D), 24hpd(F), 48(H); larva dafiada 3hpd (J), 24hpd(L), 48(N). Expresion de MBP
(cabeza de flecha blanca, A, B, C, 1) pérdida de expresion de MBP (cabeza de flecha
amarilla, B, K). Zona de dafio mostrada de C-N (rectangulo amarillo, A, B). Zona de dafio
(asterisco, 1, K). Disminucion de GFP (comparar flecha amarilla y flecha blanca en J).

Barra 200pum (B); Barra 50um (N).
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1.2. Caracterizacion del comportamiento de neuromastos cercanos al

dafio por electroablacion.

Antecedentes no publicados del laboratorio muestran que, junto al fendmeno
de regeneracion de la aleta caudal de peces adultos, se regenera la linea lateral.
Durante dicho proceso, se observo una respuesta bifasica en el nimero de células
ciliadas que componen el neuromasto mas cercano a la zona de corte. En este
neuromasto se observa una etapa inicial en la que el nimero de células ciliadas
disminuye significativamente por debajo de los controles, y una segunda etapa, en
que se observa un incremento estadisticamente significativo con respecto a los
controles (Camila Mardones, datos no publicados). Otros antecedentes en pez
cebra (Dufourcq y col., 2006) y en axolote (Jones y Corwin, 1993), muestran
regeneracion de la linea lateral completa a partir de las células remanentes del
organo que se dediferenciarian y luego formarian una nueva linea lateral. Con el
objetivo de analizar el efecto del dafio generado por electroablacién, examinamos
los diferentes tipos celulares presentes en los neuromastos mas proximos al sitio de

la intervencion.
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1.2.1.1. Células totales.

Como consecuencia del dafio en el neuromasto L3, se generaron dos
condiciones diferentes hacia ambos lados del sitio de electroablacién: (1) la de los
neuromastos rostrales al sitio de dafio (L1-L2), que se encuentran inervados por el
nPLL y en presencia de células de Schwann diferenciadas (MBP+) y (2) la de los
neuromastos caudales al dafio (L4-L8) los que fueron temporalmente denervados
(30h aproximadamente) y que permanecen en presencia de células de Schwann de-
diferenciadas por aproximadamente 48h. Dada la capacidad de las células de
Schwann de inhibir la proliferacion de las células de la linea lateral, cuantificamos
mediante tincién nuclear TO-PRO-3 en larvas fijadas el numero de células totales
que componen los neuromastos L2 (rostral al dafio) y L4 (caudal al dafio). Como
se observa en la Figura 17, la eliminacion total de un neuromasto no tiene efecto
alguno en el nimero de células totales que componen los neuromastos vecinos, sin
importar si estos estdn o no inervados, o si estdn o no en presencia de células de
Schwann completamente diferenciadas. Se muestra asi, que la denervacion
temporal de un neuromasto no tiene efecto en el numero de células que lo
componen. Ademds, a partir de este resultado, se concluye que el factor inhibitorio
que producen las células de Schwann: a) se produce atn en un estado
indiferenciado o, b) mantiene su actividad en el medio extracelular de por lo

menos 48h.
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Figura 17 Cuantificacion del namero total de células en neuromastos L2 y L4.
La cuantificacion de células totales se realizd mediante tincion nuclear TO-PRO-3 en
larvas fijadas a 6, 24, 48, 72hpd. Neuromasto L2 24hpd (A), neuromasto L4 24hpd (B),
nucleos TO-PRO-3 del neuromasto (A-B). Cuantificacion del nimero total de células L2

(C), L4 (D). (n=10, 3 experimentos independientes). Barra 25pm.

1.2.1.2.  Células ciliadas

A continuacion, cuantificamos el numero de células ciliadas en los
neuromastos L2 (neuromasto rostral al dafio, no denervado) y L4 (neuromasto
caudal al dafio, neuromasto denervado) mediante el uso de la linea tg(brn3C:GFP)

que expresa GFP en las células ciliadas completamente diferenciadas. Como se
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observa en la Figura 18, la eliminacion total de un neuromasto no tiene efecto en el
numero de células ciliadas que componen los neuromastos vecinos, sin importar si
estos estdn o no inervados, 0 si estan o no en presencia de células de Schwann
completamente diferenciadas. Ademads considerando que el numero de células
totales que componen el neuromasto no se ve alterado asumimos que la proporcion

de células ciliadas en ambos neuromastos no se ve afectada.
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Figura 18: Cuantificacion del namero de células ciliadas en los

neuromastos de la PLL. Neuromastos de la linea lateral posterior (L2-L4; A-B). L2,

neuromasto rostral al dafio; L4 neuromasto caudal al dafio. Brn3c, células ciliadas
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diferenciadas tgibrn3c:GFP). n=15 (incluye solo peces que presentaron regeneracion del

neuromasto L3 regenerados).

1.2.1.3. Células del manto

Un tercer componente celular del neuromasto corresponde a las células del
manto, las cuales han sido propuestas como una poblacion progenitora, capaz de
dar origen a las células ciliadas posterior a la eliminacion de estas. Ademas, en la
salamandra fue descrito que luego del corte de la cola, un nuevo primordio emerge
desde las células del ultimo neuromasto sobreviviente para regenerar la linea
lateral amputada (Jones y Corwin, 1993). El niimero de células del manto fue
cuantificado mediante el uso de la linea transgénica ET20:GFP y TO-PRO-3 como
marca nuclear (Figura 19, cabezas de flechas). De manera similar a lo que ocurre
con las células ciliadas y células totales, no existe cambio del niimero de células
ET20 positivas en los neuromastos no intervenidos (Figura 17 y 18), independiente
de si el neuromasto estaba o no inervado por el nPLL, o si estaba en presencia de
células de Schwann completamente diferenciadas. Si consideramos los resultados
antes mencionados de células totales y células ciliadas, la proporcién de células
ET20 positivas tampoco se ve alterada, mostrando que la denervacion temporal y
la ausencia de células de Schwann diferenciadas no tienen efecto en la
especificacion celular de las células del manto en el neuromasto, ni en la

proliferacion de las células que lo componen (Figura 17, 18 y 19).
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Figura 19: Cuantificacion del ndimero de células
neuromastos L2 y L4. La cuantificacion de células del manto se realiz6 mediante
conteo de niicleos TOPRO3+ ET20+ en larvas fijadas a 6, 24, 48, 72hpd. Neuromasto L2
24hpd (A), neuromasto L4 24hpd (B). Cuantificacién nimero de células del manto en

neuromasto L2 (C), L4 (D). Flechas células del manto. n=10, 3 experimentos

independientes. Barra 25um.

Células de soporte.

La cuarta poblacion de células que encontramos en el neuromasto,
corresponde a las células progenitoras basales que expresan de manera especifica

el factor de transcripcion Sox2. Esta poblacion de células son las responsables de
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proliferar y diferenciarse para regenerar un neuromasto dafiado. Con el objetivo de
analizar el efecto del dafio, denervacion y estadio de diferenciacion de las células
de Schwann en el nimero de células Sox2 positivas y/o su proporcién en el
neuromasto, se realizd inmunohistoquimica contra la proteina Sox2, y se
examinaron los neuromastos L2 y L4 (Figura 20A-B). Al igual que los otros tipos
celulares del neuromasto, no hay cambios en el niimero de células Sox2 positivas

(Figura 20C-D).
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Figura 20 Cuantificacion del nimero de células de soporte Sox2+ en
neuromastos L2 y L4. La cuantificacion de células de soporte Sox2+ se realizd
mediante conteo de niicleos TOPRO3+ Sox2+ en larvas fijadas a 6. 24, 48, 72hpd.
Neuromasto L2 24hpd (A), neuromasto L4 24hpd (B). Cuantificacién namero de células

de soporte en neuromasto L2 (C), L4 (D). n=10, 3 experimentos independientes. Barra

25um.
En conjunto, estos resultados muestran que el dafio generado por el
electrodo tiene un efecto local que no altera el nimero de células de los

neuromastos vecinos. Ademas muestran que la denervacion y pérdida de MBP en
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las células de Schwann por periodos de hasta dos dias, no tienen efecto en los

neuromastos.

2. Mediante estudios de linaje celular in vivo, detectar la ubicacion inicial de
las células que dardn origen al nuevo neuromasto.
2.1. Determinar el origen de las células progenitoras que daran origen al
nuevo neuromasto.

2.1.1. Acumulacion de células interneuromasticas en la zona de daiio.

Durante el desarrollo larval y juvenil del pez cebra, las células
interneuromdsticas (INCs) forman los neuromastos intercalares (entre los
neuromastos primarios) cuando sufren un proceso de alejamiento de la linea media
por el paso del primordio secundario (Grant y col., 2005). Por otro lado, las INC
forman neuromastos supernumerarios en peces que carecen de células de Schwann
(Grant et al., 2003; Lopez-Schier y Hudspeth, 2005; Lush y Piotrowski, 2014).
Ambos resultados demuestran que las INC son progenitores multipotentes, capaces
de formar neuromastos completos y que este potencial se ve inhibido por las
células de Schwann. Dado este contexto, hipotetizamos que las INC cercanas a la
zona de dafio serian las progenitoras del neuromasto que regenera luego que se
realizara electroablacion de un neuromasto. Mediante el uso de la linea doble
transgénica cxcr4b:mCherry; ET20:GFP que expresa GFP en las INCs y mCherry
en todos los componentes de la linea lateral, observamos el comportamiento de las

INCs luego de electroablacionar el neuromasto L3 (Figura 21A, asterisco).
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Mediante el seguimiento in vive y por adquisicion de imdagenes de tiempo
extendido (time lapse) se observé que las INCs més cercanas a la brecha generada
por el dafio (Figura 20A, cabezas de flechas) comienzan un proceso de migracion
convergente desde ambos extremos que culmina entre las 15 y 21hpd, cuando se
cierra la brecha (Figura 21 A-B). Desde las 21hpd hasta el final del fenémeno de
regeneracion fue observada una acumulacion progresiva de células GFP positivas
en la zona de dafio (Figura 21C). Durante el mismo periodo de tiempo se observa
que en algunas de estas células disminuye la expresion de GFP (Figura 21 C,
cabezas de flechas amarillas). Dado que en los neuromastos de los peces
ET20:GFP, GFP se expresa en las células del manto, esta pérdida de la marca
fluorescente sugiere que las células acumuladas estdn adquiriendo otros destinos
de diferenciacion. En la Figura 21D se muestra la formacion de un nuevo
neuromasto que presenta el anillo caracteristico de las células del manto marcadas
con GFP en la periferia y células mCherry centrales (ver Figura 19A). La duracion
del proceso de acumulacion de células y la formacién del neuromasto regenerado
es variable y tarda entre 48 y 72h, lo que explica la diferencia observada al medir

el nimero de neuromastos regenerados en estos dos tiempos (ver Figura 9).
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72hpd
Primll P

Figura 21 Acumulaciéon de INC en la zona de daifio. Larvas doble
transgénicas tg(cxcr4b:mCherry; ET20:GFP) dafiadas en el neuromasto L3 (A-D).
4hpd (A), 21hpd (B), 48hpd (C), 72hpd (D). INC que flanquean la zona de dafio
4hpd (cabeza de flecha blanca, A) y su pocion resultante durante las primeras
21hpd (cabeza de flecha blanca, B). Disminucion del GFP en el transgénico
ET20:GFP (cabeza de flecha amarilla, C). Neuromasto 4 de la linea lateral
secundaria (LIL4, D). Primordio de la linea lateral secundaria (Primll, D) Barra

50um.
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2.1.2. El neuromasto regenerado proviene integramente de células

interneuromasticas.

Nuestras observaciones sugieren que la formacion del neuromasto que
ocurre luego de la electroablacion ocurre por contribucién exclusiva de INC. Los
experimentos fueron hechos con la linea transgénica ET20:GFP, en la cudl tanto
las INCs como las células del manto de los neuromastos expresan GFP. En este
escenario, es posible que las células del manto de los neuromastos vecinos
pudiesen contribuir a la regeneracién de un neuromasto electroablacionado. Para
dilucidar por completo el origen del neuromasto regenerado, generamos peces
genéticamente mosaicos a través del transplante de células desde peces donantes
(Tg(Ubiquitina:RFP)) en estadio de 3-4hpf a peces hospederos silvestres, en
estadios similares. Se espera con esto, obtener un porcentaje pequefio de
embriones que posean INC marcadas con RFP en un fondo genéticamente silvestre
(sin marca). A los 3dpf, fueron seleccionados los peces transplantados que poseian
una o pocas INCs RFP positivas y se hizo electroablacion en el neuromasto
adyacente. La Figura 22 muestra uno de las larvas procesadas de esta manera
como ejemplo. Luego del dafio en el neuromasto L2 (Figura 22A, asterisco), la
INC marcada que se encuentra adyacente al punto de electroablacion hacia el lado
rostral del pez prolifera y sus descendientes se acumulan (24hpd, Figura 22B,
flecha blanca). A las 72hpd, se observa el neuromasto L2 regenerado y que estd
constituido casi en su totalidad de células rojas, es decir, descendientes de la INC

Unica presente antes del dafio (Figura 22C, L2). Sélo dos de las células que
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componen este nuevo neuromasto no son RFP positivas, sugiriendo que al menos
dos células progenitoras son responsables de regenerar el neuromasto. Sugerimos
que la INC ubicada inmediatamente caudal a la brecha de dafio contribuye también
al proceso de regeneracién. Repetimos a continuacion el experimento de
transplante usando peces Ubiquitina:RFP pero, en este caso, los embriones
hospederos fueron transgénicos ET20:GFP. Observamos que, de manera similar al
experimento anterior, la célula marcada prolifera y las células hijas se acumulan
(Figura 23A-D) para luego diferenciarse y formar parte del neuromasto regenerado
(Figura 23 E-H). Mediante este experimento, se confirma que es necesario mas de
una célula interneuromastica para regenerar el neuromasto y que células de ambos
extremos de la brecha generada por la electroablacion contribuyen a la
regeneracion. Ademds, en este experimento observamos que una célula INC

retiene la marca RFP, lo que sugiere que estas células auto renovarse (Figura 23G,

flecha).
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Figura 22: Células interneuromasticas son responsables de regenerar el
neuromasto dafiado. Larva silvestre de 72hpf trasplantada en estadio de 3-4hpf con
células de embrion donante Ubiguitina:RFP. Primordio secundario (Primll, A, B, C);
primer neuromasto de la linea lateral primaria (L1); primer y segundo neuromasto de la
linea lateral secundaria (LIL.1 y LIL2 respectivamente); INC derivadas del primordio |
(cabezas de flechas blancas, A, B, C); INC depositadas por el primordio secundario
(cabeza de flechas amarillas, A, B, C). Zona de dafioc del neuromasto (asterisco).

Neuromasto regenerado (1.2).
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Tg(ubi:RFP) Te(ubi:Cherry, ET20: GFP)

Figura 23 La regeneracién de un neuromasto involucra al menos 2 células
interneuromasticas. Larva ig(ET20:GFP) trasplantada con células de un embrion
donante Ubiquitina:RFP A 2hpd (A-B), 24hpd (C-D), 48hpd (E-F) y 72hpd (G-H).
Células trasplantadas (A, C, E, G), superposicion 1g(£r20:GFP) con células trasplantadas
(B, D, F, H). zona de daflo (asterisco). Células de la piel (Cabeza de flecha blanca, E. F,
G, H). nueva célula interneuromastica (cabeza de flecha amarilla, G). INC de la linea

lateral secuandaria (flechas blancas, F). barra 50pm
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Nuestros resultados permiten concluir que las INC son las Gnicas células
responsables de regenerar el neuromasto posterior a su completa eliminacion. Sin
embargo, afiadimos que esta capacidad estd fuertemente contrelada por un factor
inhibitorio que proviene directa o indirectamente de las células de Schwann. Para
aportar mas antecedentes a este ultimo fendémeno, primero, ;qué ocurre en
aquellos casos de electroablacion de un neuromasto en que no hay regeneracion?.
Segundo, evaluamos el resultado de eliminar los neuromastos sin afectar las

células de Schwann.

2.1.3. La aparicion de un neuromasto producto del daio por

electroablacion no requiere un neuromasto preexistente.

Nuestros experimentos indican que la regeneracion de los neuromastos luego
de la electroablacion ocurre en un microambiente carente de las seflales que
producen normalmente las células de Schwann y que inhiben la proliferacion de
las INCs y la formacién de neuromastos intercalares (Figuras 15 y 16). Es decir,
estariamos replicando el fenémeno normal de alejamiento de las INCs de las
células de Schwann para la formacién de un nuevo neuromasto a partir de las
INCs. De ser este el caso, hipotetizamos que efectuar una electroablacion en
cualquier punto de la linea lateral donde se encuentren las INCs (y no
necesariamente donde haya un neuromasto) deberia replicar el mismo fendmeno:
la aparicién de un nuevo neuromasto (en este caso, uno supernumerario). Para
evaluar esta hipdtesis utilizamos el mismo protocolo de dafio descrito para generar

un dafio en las INCs ubicadas entre los neuromastos L1 y L2 (Figura 24A). Como
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se muestra en la figura 24, bajo estas condiciones experimentales se observé la
formacién de un nuevo neuromasto en el sitio de la electroablacion (Figura 24C).
La cuantificacion del fenomeno muestra que los porcentajes de generacion son
idénticos en ambos tiempos de observacion a los que resultan de eliminar el
neuromasto L3 y determinar su regeneracion (Figuras 25C y D). Estos resultados
sugieren que los mecanismos utilizados para la formaciéon de un neuromasto
intercalar podrian ser utilizados para la regeneracién de un neuromasto luego de su

eliminacion.

65



e et

Figura 24 Dafio local en las células interneuromadsticas mediante

electroablacion induce la formacion de un nuevo neuromasto. Larva transgénica
ET20:GFP dafiada entre el neuromasto L2 y L3 a 72hpf. 4hpd (A), 21hpd (B), 72hpd (C).
zona de dafio (asterisco, A). Células internuromasticas que flanquean la zona de dafio
(cabezas de flechas blancas, A). tercer neuromasto de la linea lateral secundaria (LI1.3, C).

Primordio de la linea lateral secundaria (Primll, C). barra 50pm.
2.1.4. Las células de Schwann tienen un efecto inhibitorio en la

regeneracion de los neuromastos.

Dada la importancia de las células de Schwann en la activacion de las INCs,
que, a su vez, originan los neuromastos regenerados, nos planteamos el objetivo de

evaluar su participacion en el proceso. Es posible eliminar completamente las
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células de Schwann de las larvas de pez cebra usando el inhibidor de kinasas ErbB
(AG1478) (Lyons y col., 2005). La via ErbB es necesaria para la migracion de los
precursores de las células de Schwann a lo largo del nervio de la linea lateral
durante el desarrollo del sistema. Como se observa en la Figura 25, en una larva
transgénica FoxD3:GFP (marcador de las células de Schwann), el tratamiento
desde las 10 hasta las 58hpf, es suficiente para eliminar completamente las células
de Schwann de la PLL (Figura 25A y B, cabeza de flechas blancas). En esta
condicién experimental es posible observar la aparicion de neuromastos
supernumerarios (Figura 25 B, cabezas de flechas amarillas) caracteristico de este
tipo de inhibicion. Se realizd ablaciéon del neuromasto L3 como se describio
anteriormente y se cuantifico el porcentaje de neuromastos que regeneran. Se
observo que la formacién de un nuevo neuromasto ocurre en el 100% de los casos
analizados (n=75, 3 experimentos independientes). Ademds, la recuperacion del
neuromasto ocurre en este porcentaje ya a las 48 hpd, cuando normalmente, la
regeneracion sélo alcanza el 30% de los casos (Figura 25C). Este resultado vincula
directamente a las células de Schwann con el proceso regenerativo e indica que las
INCs tienen el potencial de formar neuromastos y sélo requieren de la remocion
del factor inhibitorio para proliferar y diferenciarse en estas estructuras

sensoriales.
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Figura 25: Efecto inhibitorio de las células de Schwann en la
regeneracion de  neuromasto  Umnico.  Larvas  doble  transgénicas
tg(cxcrdb:mCherry;foxd3:GFP) control (A), tratadas desde las 10hpf hasta las 58hpf con
5uM de AG1478 (B). Cuantificacion del porcentaje de regeneracién en larvas doble
transgénicas tg(cxcrdb:mCherry, foxd3:GFP) a 48hpd (C) y 72hpd (D). L3, larvas daiiadas
en el neuromasto L3; INC, larvas dafiadas en INC entre L1-L2; 5uM AG1478; larvas

tratadas con dicho inhibidor. Neuromastos supernumerarios (flechas amarillas, B)
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2.1.5. En ausencia de regeneracion, las células interneuromasticas

proliferan pero no se diferencian.

Para analizar el comportamiento de las INCs en condiciones donde no se
observo regeneracion, realizamos el experimento de transplante desde peces
ubi:RFP a peces ET20:GFP y registramos la conducta de una célula INC marcada
en un caso no regenerativo. Bajo esta condicién experimental, pudimos observar
que durante las primeras 24h luego del dafio, existe proliferacion y migracion de
INCs que forman un cumulo en la brecha (Figura 26A-F, cabeza de flechas
amarillas). Sin embargo, a diferencia de la condicion regenerativa, a las 72hpd no
fue posible observar una progresiva acumulacién ni una organizacion de estas INC
en la zona de dafio. En cambio, se observd una reversion del cimulo y una
redistribucién de las INCs a lo largo de la linea lateral (Figura 26B-C; D-F cabezas
de flechas amarillas). Esta redistribucidn, en conjunto con la ausencia de un nuevo
neuromasto en la zona de dafio, sugieren que las INC fueron capaces de proliferar

pero no de diferenciarse.
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Figura 26: En ausencia de regeneracion existe proliferacién y reorganizacién

de las células interneuromasticas. Larva trasgénica ET20:GFP trasplantada con
células de un embrion donante Ubiquitina:RFP A 2hpd (A, D), 24hpd (B, E) y 72hpd (C,
F) que no regenerd el neuromasto dafiado. Células trasplantadas (A, B, C). Superposicion
Et20:GFP con celulas trasplantadas (D, E, F). Zona de dafio (asterisco, A y D). INC

trasplantadas (flechas amarillas, A-F).
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2.2. Identificar la secuencia temporal de aparicion de cada tipo celular

durante la regeneracion del neuromasto.

Nos interesd, por altimo, describir la secuencia temporal de aparicion de
los diferentes tipos celulares del neuromasto que aparecen luego del dafio y
confirmar que las INCs pueden dar lugar a derivados de todos los linajes propios
del neuromasto. Para ello, usamos una bateria de marcadores de diferenciacion.
Mediante inmunodeteccion de Sox2 en larvas transgénicas ET20:GFP,
observamos que, a diferencia de las células del manto (ET20+, Sox2+), las INC
s6lo expresan ET20+ y no Sox2. Como se observa en la Figura 27A y Figura 28A,
en la zona de dafio (asterisco) solo es posible encontrar INC ET20+Sox2-,
descartando la existencia de células del manto ET20+Sox2+; y de células de
soporte ET20-, Sox2+ (progenitores basales). Mas tarde en el proceso de
regeneracion, se observé una acumulacion de células en la zona de dafio (Figura
27B y 28B, 24hpd) de las cuales 95,5+5,5% (10 peces, 3 experimentos
independientes) son ET20+, a diferencia de un neuromasto control, en el cual s6lo
un 25,5+5,6% (10 peces de 3 experimentos independientes) de ellas son ET20+
(Figura 27E). Sin embargo, en cuanto a la expresion de gen Sox2, encontramos
dos condiciones, una de ellas en la que la totalidad de las células ET20+ son
Sox2+ (75% de los peces analizados) y otro 25% en los cuales un 0% de las

células Et20+ son Sox2 positivas (Figura 28D).
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Figura 27: Acumulacion y diferenciacion de las células
interneuromasticas en la zona de dafo. (g(ET20:GFP) durante el proceso de
regeneracion. 6hpd (A), 24hpd (B), 48Hpd (C). Cuantificacién de porcentaje de células

ET20 en el neuromasto L3 a 6, 24, 48, 72hpd (D). n=10, 3 experimentos independientes.
Barra 25um.

Existe entonces una rapida activacion del gen Sox2 y una rapida
diferenciacion de las INC Et20+ Sox2- a Sox2+ en el proceso regenerativo.

Lamentablemente, debido a la estabilidad de la proteina fluorescente verde, no
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podemos seguir con precision la pérdida del marcador ET20+ y, por lo tanto, no
podemos conocer la identidad exacta de todas las células acumuladas. La presencia
de GFP en todas las células nos indica un origen comin desde una INC ET20+. A
falta de otros marcadores de células del manto, no podemos demostrar
diferenciacién de INCs a células del manto, pero si la adquisicién del marcador de
progenitor basal Sox2. Entre 24 y 72h después del dafio, observamos un continuo
aumento del nimero de células en el neuromasto en regeneracion (Figura 29). A
diferencia de lo ocurrido a 24hpd, el porcentaje de células que expresan GFP en la
linea ET20:GFP disminuye desde 95,1+4,9% (10 peces de 3 experimentos
independientes) a 69,2+25,3% (10 peces de 3 experimentos independientes; el
aumento en la desviacion estandar da cuenta de las poblaciones que regeneran a 48
vs 72hpd).

Este cambio sugiere una segunda ola de diferenciacion que genera las 4
poblaciones celulares identificables por su posicién en el neuromasto y por los
diferentes marcadores que exhiben: células ET20+;Sox2+ (periféricas en el
neuromasto, con morfologia de célula del manto, niicleo compacto y condensado
en tincion TOPRO3), ET20+; Sox2- (externas a la roseta del neuromasto, con
caracteristicas morfolégicas de INC, niicleo alargado, condensado en tincién
TOPRO3); ET20-;Sox2+ (periféricas y basales en neuromasto, nucleo redondo
condensado en tincién TOPRO3); ET20-Sox2- (centrales-apicales en neuromasto,
nicleo redondo poco condensado en tincién TOPRO3, flecha amarilla en Figura
27 ¢ (Figura 27C, 29C). Durante este periodo de tiempo, es posible observar la

organizacién progresiva de las células Et20+ Sox2+, en un patrén caracteristico de
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las células del manto, formando un anillo periférico basal, con una apertura apical
en el neuromasto. Como se observa en la Figura 30A-D, durante la regeneracion
del neuromasto en peces tg(cxcr4b:mCherry;brn3c:GFP) es posible observar la

diferenciacion de las células centrales de este neuromasto (Figura 30C-D, flechas

blancas).

Células SOX2

* Control
= Quemado

,»bt g v

Figura 28: Acumulacién y diferenciacién de las células interneuromasticas en

la zona de dafio. Inmunodeteccién de la proteina Sox2 durante el proceso de
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regeneracion. 6hpd (A), 24hpd (B), 48Hpd (C). Cuantificacion de porcentaje de

células Sox2" en el neuromasto L3 a 6, 24, 48, 72hpd (D). n=10, 3 experimentos

independientes. Barra 25um.
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Figura 29: Incremento progresivo del nmimero de células en la zona de

regeneracion. Nucleos TO-PRO-3 positivos en la zona de dafio durante el proceso de

regeneracion. 6hpd (A), 24hpd (B), 48hpd (C). Cuantificacion del niimero de nicleos en el

neuromasto L.3 a 6, 24, 48, 72hpd (D). n=10, 3 experimentos independientes. Barra 25um.
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Figura 30: Diferenciacion de células centrales del neuromasto hacia

linaje de célula ciliada Brn3c positiva. Larva doble transgénica (g(cxcr4b:mCherry;
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brn3c:GFP) entre 30-33hpd (A-D) Flechas blancas, células centrales expresando GFP.
Cuantificacion del numero de células ciliadas Brn3c+ en el neuromasto L# en larvas

controles v dafiadas a 2, 24, 48, 72hpd.

2.2.1. La activacion de las células interneuromisticas como
mecanismo de regeneracion requiere la formacion de un ambiente

permisivo.

Trabajos previos del laboratorio demostraron que incubacion de larvas de
pez cebra en sulfato de cobre en altas concentraciones (>100pM) eliminan
permanentemente las células de los neuromastos y no es posible observar
regeneracion de ellos (Herndndez y col., 2006; Herndndez y col., 2007; Olivari y
col., 2008). En esta condicion, las INCs no se dafian ya que el cobre ejerce su
toxicidad exclusivamente sobre los neuromastos, Unico lugar donde hay contacto
de las células de la linea lateral con el medio exterior. Repetimos el experimento
en larvas de 72hpf y observamos, al cabo de 2h, la generacion de brechas en la
linea de INCs que corresponde a la ubicacion previa de los neuromastos, que han
sido destruidos por el cobre (Figuras 31 B y C). Ninguno de estos peces regenero
sus neuromastos en los 3 dias siguientes (0% de regeneracion, n=75, 3
experimentos independientes). El resultado demuestra que la generacién de una
brecha o espacio en el continuo de la linea lateral no es suficiente para inducir la
proliferacién, diferenciacién o morfogénesis en las INCs para producir nuevos
neuromastos. Como hipotetizamos que la regeneracién sélo ocurre al generarse

una brecha que incluya la desaparicion local de las células de Schwann, realizamos

una electroablacién 24h después del dafio con sulfato de cobre (Figura 31D,
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recuadro blanco). Al cabo de 2 dias, fue posible observar la aparicion de un nuevo
(v tnico) neuromasto, ubicado precisamente en el sitio de dafio por electroablacion
(control solo cobre 0% a 24hpd, 0% a 48hpd, 0% a 7Zhpd n=100, 3 experimentos
independientes; tratados cobre mas electroablacion 0% a 24hpd, 19,99% + 1,75%
a 48hpd, 38,48% =+ 2,16% a 72hpd n=100, 3 experimentos independientes. Este
resultado demuestra, primero, que las INCs mantienen intacta su capacidad de
generar neuromastos después del tratamiento con sulfato de cobre. Segundo,
demuestra que es necesario generar un dafio més alla del neuromasto (a mayor
profundidad) para inducir la regeneracién, un dafio en el tejido que incluya a las

células de Schwann o al microambiente celular que las rodea.
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Figura 31 Microambiente local generado por la electroablacién permite la
activacién de las células interneuromasticas. Representacion esquematica del
planteamiento experimental (A). Larva control doble transgenica
tg(cxcrdb:mCherry;ei20:GFP) (gris; verde, respectivamente) de 7Zhpf (B). Larva doble
transgenica (g(cxcr4b:mCherry;et20:GFP) 3h posterior al tratamiento con 100puM de
sulfato de cobre durante 2h (C). INC que flanquean la zona donde previamente existio un

neuromasto (cabeza de flechas amarillas, B). Larva doble transgenica
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tg(cxerdb:mCherry;et20:GFP) 27h posterior al tratamiento con 100uM de sulfato de
Cobre durante 2h y 3h posterior a la electroablacién de las célula interneuromésticas
ubicadas en el  recuadro  blanco (D). Larva  doble  transgenica
tg(cxcrdb:mCherry;et20:GFP) 48h posterior a la electroablacion (E). tercer y cuarto
neuromasto de la linea lateral secundaria (LI11.3 y LIL4 respectivamente, D, E). primordio

de la linea lateral secundaria (Primll, D, E). Neuromasto regenerado (L.3*).
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V. Discusion

La regeneracién tisular es un mecanismo considerado como parte del
desarrollo del individuo, debido a que utiliza mecanismos celulares y moleculares
involucrados en la formacion de la estructura o tejido durante la embriogénesis y
¢l desarrollo post-embrionario. En este trabajo nos interesé indagar en los
mecanismos celulares que gobiernan la regeneracién tisular y, de qué forma el
microambiente celular especializado o nicho condiciona la conducta de las células
progenitoras responsables de regenerar un érgano o tejido. Bajo esta problematica,
el modelo de la linea lateral del pez cebra otorga grandes ventajas para estudiar
estas preguntas. Este modelo, por un lado, presenta una diversidad celular acotada,
lo que permite seguir con relativa facilidad los mecanismos involucrados en la
diferenciacion celular. Por otro lado, el 6rgano posee una complejidad estructural
que es clave para su funcién, lo que exige que las células deban estar

correctamente organizadas para mantener su funcion.

La respuesta a dafio en la linea lateral ha mostrado que coexisten diversos
mecanismos de regeneracion, incluso considerando los distintos protocolos
experimentales usados o la edad de los animales (Dufourcq y col., 2006;
Hernandez y col., 2006; Hernandez y col., 2007; Olivari y col., 2008). En este
trabajo, abordamos uno de los problemas atin no resueltos en el drea, que apunta a
identificar las células que participan directa o indirectamente en el proceso
regenerativo. En particular, hipotetizamos que la pérdida de un érgano completo,

el neuromasto, permitiria observar directamente la contribucién de células vecinas
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que pertenezcan o no al sistema de la linea lateral original. Si bien, existian
evidencias que mostraban que la linea lateral regenerada proviene integramente de
precursores del mismo linaje, no se establecio si este origen es uni o multiclonal,
cudles son las caracteristicas de los progenitores, ni si hay un rol para las células

circundantes, en particular, el nervio y células gliales subyacentes.

1. Electroablacién como método de eliminacion local de

neuromastos.

Uno de los obstaculos detectados al inicio del trabajo fue la ausencia de
metodologias adecuadas para la eliminacion de un neuromasto Unico en estadios
larvales y que nos permitieran estudiar la contribucion de los neuromastos o INC
vecinos al dafio. Es por ello que desarrollamos una metodologia, que
denominamos electroablacion (Moya-Diaz y col., 2014), la cual consiste en la
aplicacion local de pulsos de corriente para eliminar células. Existen antecedentes
que muestran que un dafio especifico a un solo axén y no al tejido circundante,
pueden generar aberraciones a la trayectoria de regeneracion y que la
complementacion del dafio al axén unico con un dafio al tejido circundante, es
suficiente para inducir la correcta regeneracion (Rieger y Sagasti, 2011). En
consecuencia, la electroablacion surge como un método adecuado para estudiar ¢l
proceso en un contexto mas cercano a la realidad, debido a que si bien no es una
metodologia de dafio especifico al neuromasto son la microscopia multifoton
(O’Brien y col., 2009) o los dafios quimicos (Curado y col., 2008; Hernandez y

col., 2011), al ser un dafio localizado, nos permitié estudiar en un contexto mas
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cercano a un dafio real como la interaccion célula progenitora/nicho modula la
regeneracion. Encontramos que la aplicacién local de corriente (2 pulsos de 8puA
durante dos seg cada uno) fue suficiente para eliminar completamente el
neuromasto. Junto con la pérdida del neuromasto, comprobamos que también se
genera dafio en los tejidos subyacentes al neuromasto tales como el nervio de la
linea lateral, las células de Schwann que se encuentran inmediatamente por debajo

del neuromasto y el tejido muscular bajo el neuromasto.

2. Pérdida temporal de inervacion y su implicancia en el estado de

diferenciacion de las células de Schwann.

De manera similar a lo observado previamente por nuestro laboratorio por
electroablacién (Ceciy col., 2014) y por microscopia multifotén (Villegas y col.,
2012), observamos que la porcién caudal del nervio de la linea lateral comienza un
proceso de degeneracion Walleriana, que culmina con la eliminacién de todos los
restos axonales desde la region de dafio hacia caudal. Luego de 30hpd, el nervio
regenera por crecimiento de los axones interrumpidos. Esta degeneracion axonal
perturba el estado de diferenciacion de las células de Schwann asociadas al nervio
ya que tiene por consecuencia la pérdida o retraso en su proceso de diferenciacion
(Garratt y col., 2000; Perlin y col., 2011; Lyons y col., 2005; Newbern y
Birchmeier, 2010; Rojas-Muifioz y col., 2009). Este fenémeno de pérdida o retraso
en la diferenciacion de las células de Schwann, no sigue la misma secuencia
temporal que la pérdida del nLLP, el cual es restaurado dentro de las primeras

30hpd. En el caso de las células de Schwann, la pérdida de la proteina basica de la
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mielina (MBP), un marcador de diferenciacion de estas células, es evidente a partir
de las 24hpd, y permanece hasta aproximadamente las 48hpd, donde existe una
recuperacion paulatina del marcador. Esta pérdida de MBP, no es causada por la

muerte de las células de Schwann, lo cual fue elegantemente demostrado (Ceci y

col.,, 2014) (Figura 161J).

3. Células interneuromasticas son responsables de regenerar el

neuromasto tras su eliminacion.

Los antecedentes obtenidos mediante técnicas de analisis clonal (Tu y
Johnson, 2011), y de incorporacién de andlogos de timidina (Dufourcq y col.,
2006) en pez cebra y por seguimiento in vivo en axolote (Jones y Corwin, 1993),
revelan que luego del corte de cola, existe un incremento en la proliferacion en el
neuromasto mas proximo al sitio de dafio y que la linea lateral caudal tiene células
con capacidad de formar una nueva linea lateral sobre la cola regenerada. Sin
embargo, en nuestro laboratorio se demostré que el tratamiento de larvas de 3 dpf
con altas concentraciones de sulfato de cobre (>100uM) elimina permanentemente
los neuromastos y no es posible observar regeneracion de ellos a pesar que las INC
no se vean afectadas (Hernandez y col., 2006; Herndndez y col., 2007; Olivari y
col., 2008). Estas diferencias en la capacidad de responder al dafio no ha sido
explicada hasta el momento, desconociéndose si es una caracteristica adquirida en
los estadios adultos o bien, si existen otros mecanismos celulares involucrados en
la activacién de las células progenitoras. Es por ello que nos planteamos identificar

las células responsables de restaurar un neuromasto tras su completa eliminacion.
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En trabajos no publicados de nuestro laboratorio (Seminario de Titulo de
Camila Mardones), se muestra que luego del corte de cola en peces adultos, existe
migracion de células Et20:GFP positivas desde la linea lateral remanente hacia el
tejido en regeneracion. Por otro lado, evidencias de otros grupes han mostrado el
potencial de las INC para formar todos los tipos celulares del neuromasto cuando
se forman los neuromastos intercalares en el desarrollo post larval (Grant y col.,
2005; Lush y Piotrowski, 2014; Lopez-Schier y Hudspeth, 2005). En este trabajo,
observamos que, de manera similar a la formaciéon de un neuromasto intercalar,
existe acumulacion de INCs en la zona de dafio lo que conduce a la formacion de
un nuevo neuromasto. Mediante experimentos de transplante de células desde
peces donantes ubiquitina:RFP, a peces en un fondo genético silvestre (sin marca),
observamos que las INC circundantes al dafio son responsables de manera
exclusiva de regenerar un neuromasto. Ademas, observamos que un minimo de 2
INC forman por completo el nuevo neuromasto y ambas células contribuirian a la
formacion de todos los tipos celulares del neuromasto y que no existiria una
restriccién de linaje en ellas. Interesantemente observamos que ademas de la
formacion de todas las células del neuromasto, las INC pueden formar nuevas INC
ya sea cuando el neuromasto fue regenerado o bien cuando hay ausencia de
regeneracion, lo que sugiere que estas células pueden dividirse asimétricamente y
auto renovarse cumpliendo con las caracteristicas de una célula progenitora

multipotente (madre).
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4. Rol de las células interneuromasticas en la correcta inervacion

del nuevo neuromasto.

La electroablacion del neuromasto, tiene como consecuencia un dafio al
nervio de la linea lateral y a las células de Schwann. Observamos que una fraccion
de los axones seccionados se defasciculan y permanecen inmoviles hasta la
regeneracion del neuromasto, reinervandolo. Si no regenera el neuromasto, los
axones se retraen, posiblemente conectdndose con células ciliadas en otros
neuromastos. Las INC expresan GDNF (glial cell line-derived neurotrophic
factor), factor trofico que en la linea lateral es importante para el seguimiento del
primordio de la linea lateral por parte del nervio (Schuster y col., 2010) . En el
trabajo mencionado, los autores hipotetizan que, en ausencia de glia, durante la
regeneracion, los axones de la linea lateral siguen a las INC. Considerando estos
datos, las INC podrian estar ejerciendo un rol en la guia axonal, funcion que seria

interesante analizar mas en detalle,
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5. Células de Schwann como reguladores espaciales y temporales

de la regeneracion.

Las células de Schwann asociadas al nervio de la linea lateral, han sido
previamente propuestas como agentes reguladores de la proliferacion y
diferenciacién de las INC (Grant y col., 2005; Lush y Piotrowski, 2014; Lopez-
Schier y Hudspeth, 2005). Al ser estas ultimas las células responsables de la
regeneracion de un nuevo neuromasto, analizamos la participacion de las células
de Schwann en la regulacion espacial y temporal de la regeneracién mediada por
las INC. En cuanto a la regulacién espacial, observamos que, a pesar de la
desdiferenciacion (pérdida de expresion de MBP y disminucion de expresion de
FoxD3) de las células de Schwann ubicadas caudal al dafio, nunca observamos la
aparicion de nuevos neuromastos en regiones caudales al punto de aplicacion de la
corriente. Este resultado sugiere dos posibles interpretaciones. La primera, es que
la capacidad de inhibicién de las células de Schwann sobre la activacion de las
INC es independiente del estado diferenciado de estas (reflejado por la expresion
de MBP). La segunda, es que el factor inhibitorio generado por las células de
Schwann, el cual ha sido postulado como un factor secretado (Lush y Piotrowski,
2014) y de accion a corta distancia, puede perdurar en el medio extracelular,
manteniendo a las INC en un estado quiescente. Esto ultimo, sugiere que la
pérdida o retraso en la diferenciacion de las células de Schwann y/o la destruccion
de la matriz extracelular por la electroablacion, generaria un microambiente

permisivo para dicha proliferacion (Figura 32). Es en este contexto que nosotros
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realizamos 2 experimentos para evaluar esta hipétesis. El primero fue realizar un
dafio en las INC presentes entre dos neuromastos (L1 y L2, Figura 24A), lo cual
indujo la formacién de un “nuevo neuromasto” donde con anterioridad no existia.
En el segundo, se eliminaron todos los neuromastos con dafio quimico severo para
impedir su regeneracion y, luego de 24h, se electroablacionaron las INC presentes
en el miosepto horizontal; el resultado fue la formacién de un solo neuromasto en
el punto de aplicacién de dafio (Figura 31). En conjunto, estos resultados muestran
que es necesario formar un microambiente local permisivo para la proliferacion y
diferenciacién de las INC vy, ademas, que el sistema sea capaz de evitar la
formacion temprana de nuevos neuromastos por pérdida temporal de inervacion y
dediferenciacion de las células de Schwann (Figura 32) Hasta el momento se
desconoce la naturaleza de este factor inhibitorio, y si esta efectivamente asociado

a la matriz extracelular.
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w» Célula interneuromastica Area de inhibicién de célula de

Schwann (area no proliferativa)
. Area de no inhibicion de célula
de Schwann (area proliferativa)

ERED Célula de Schwann MBP+

Célula de Schwann MBP-

Inhibicion de la proliferacion , Proliferacion de célula
de célula interneuromastica interneuromastica

Figura 32 Modelos posibles de inhibicion. Representacion esquematica de los dos
escenarios posibles de inhibicion por parte de las células de Shwann sobre la proliferacion
de las células interneuromasticas (B y C). El recuadro azul en (A, B'Y C) representa el
area de inhibicion de la proliferacion de las células de Schwann sobre la proliferacion de
celulas interneuromasticas. El recuadro naranjo en (B y C) representa el drea permisiva
para la proliferacion de las células ineterneuromasticas. Bajo condiciones normales (sin
dafio) las células de Schwann son capaces de inhibir la proliferacion de las INC en toda la
extension. En B y C se muestran los dos escenarios posibles que explicarian por que solo
existe proliferacién en el punto de dafio y no desde el dafio hacia caudal. Uno de ¢llos (B)
en el ctal las células de schwann MBP negativas son incapaces de inhibir la proliferacion
de las INC, de esta forma en conjunto el dafio generado en el punto de aplicacion de la
corriente dafa y elimina la matriz extracelular que contiene el factor inhibitorio,
permitiendo asi la proliferacion de las INC, solo en el punto de daiio y no en otra zona

debido al factor presente en la matriz extracelular. El segundo modelo (C) en el cual las
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celulas de Schwann MBP negativas atn son capaces de inhibir la proliferacién de las INC,
pero debido al dafio en la matriz extracelular causado por el electrodo, las células de
Schuwann comienzan a secretar el factor de inhibicion en conjunto con la remodelacion
de la matriz extracelular, de esta forma generando una ventana temporal en la cual pueden

proliferar y diferenciarse las INC.

En cuanto a la regulacién temporal de la formaciéon de un nuevo
neuromasto, realizamos experimentos de regeneracion de neuromastos en ausencia
de las células de Schwann. Las larvas tratadas con el inhibidor farmacolégico de la
via ErbB, no presentaban células de Schwann en la linea lateral y por tanto estaban
en proceso de formacion de neuromastos supernumerarios. Bajo este
planteamiento experimental, ablacionamos el neuromasto L3 y observamos que la
regeneracion ocurre en un 100% de los casos, situacion que contrasta con el 29,2%
(48hpd) o 40% (72hpd) bajo la condicion control. Este resultado sugiere que la
ausencia de c€lulas de Schwann en el nervio de la linea lateral posterior, genera un
escenario permisivo para la proliferacion de las INC que se ve reflejado en los
porcentajes de regeneracion. Esta observacion da cuenta que ademads de inhibir la
proliferacién de las INC, las células de Schwann son responsables de que

aproximadamente un 40% de los neuromastos ablacionados no regeneren.

6. ;Efecto local del dafio o mecanismos celulares diferentes?

Por un lado, en los modelos de corte de la cola en peces cebra adultos
(Dufourcq y col., 2006) vy en axolotes (Jones y Corwin, 1993), se observd un

incremento en la proliferaciéon en el neuromasto mas cercano al sitio de
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amputacion. Los autores sugieren (no estd formalmente demostrado) que las
células del manto son las células responsables de proliferar y generar un nuevo
primordio migratorio que regenera la linea lateral caudal. Analizamos en primera
instancia el efecto sistémico de del dafio sobre el niimero de células que componen
los neuromastos vecinos (uno rostral y uno caudal al dafo, L2 y L4
respectivamente) y sobre la composicion celular de estos (proporcion de cada uno
de los tipos celulares). Observamos que a diferencia del modelo adulto, no existen
cambios en el namero de células que componen los neuromastos vecinos al
neuromasto afectado en larvas. En cuanto a la composicion celular de los
neuromastos adyacentes al dafiado, no observamos cambios en ningin tipo celular.
Luego del dafio, observamos sélo migracion de INC y no la formacién de un
nuevo primordio. Para descartar que este sea solo un fendmeno propio de los
estadios larvales, y que la formacién de un nuevo primordio sea ¢l mecanismo por
el cual se regenera la linea lateral caudal, electroablacionamos un neuromasto de la
linea lateral caudal en peces adultos de 6 meses y observamos que existe
regeneracion de ese neuromasto Unico en aproximadamente un 16% = 3% de los
casos y en ninguno de ellos observamos la formacion de un nuevo primordio
(Figura Suplementaria 1; n=10, 2 experimentos independientes). Estos resultados
dan cuenta, por un lado, que la electroablacion es un dafio local que no afecta los
neuromastos vecinos (Figura 17-20) y que la respuesta al dafio por parte de la linca
lateral puede ser diferente si existe o no contribucion de ambos extremos del dafio

a la regeneracion de la linea lateral. Para dilucidar esta hipdtesis seria necesario
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eliminar todas las INC desde el punto de dafio hacia caudal y evaluar la formacion

de un nuevo primordio.

7. Diferenciacion local de células interneuromasticas resulta en la

aparicion de todos los tipos celulares del neuromasto.

En este trabajo, ademas del efecto del microambiente en la
regeneracion, nos interesé describir la secuencia temporal de aparicion de los
diferentes tipos celulares del neuromasto que aparecen luego del dafio y confirmar
que las INCs pueden dar lugar a derivados de todos los linajes propios del
neuromasto. Para ello, usamos una bateria de marcadores de diferenciacion, entre
los cuales estaban (1) transgénicos tg(brn3c:gfp) (marcador de célula ciliada
madura) y fg(et20:gfp) (como marcador de célula del manto e interneuromastica);
(2) anticuerpos anti-Sox2 (como marcador de células progenitoras basales) y (3)
Tincion nuclear TO-PRO-3 (usado para la cuantificacion del nimero de células
totales del neuromasto). Mediante el uso de estos marcadores, identificamos que la
expresion del factor de transcripcién Sox2 es un paso inicial clave para la
regeneracion. Este gen se expresa en las células progenitoras basales del
neuromasto (Cristian Undurraga datos no publicados) (Hernandez y col., 2007) y,
en nuestros experimentos de dafio total del neuromasto, se detecta a las 24hpd en
las células acumuladas en la zona de dafio y no asi en territorios mas lejanos.
Correlacionamos la expresion de Sox2 en este grupo de células restringido como
una evidencia mas de la generacion de un ambiente permisivo para la proliferacion

y diferenciacion de las células interneuromdsticas. Es posible plantear que el gen
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sox2 puede ser el blanco del factor inhibitorio secretado por las células de
Schwann y que el primer paso en la desinhibicidn, es la acumulacion de Sox2. Sin
embargo, las células acumuladas también mantienen la presencia de GFP dirigida
por el promotor ET20, propio de las INC quiescentes y de las células del manto.
De tal modo, no podemos descartar a las células del manto como células
multipotentes, o bien, que sean estas un paso intermedio en el proceso de
regeneracion. Las hipotesis posibles de expliquen el proceso de diferenciacion de

los constituyentes del neuromasto regenerado, se esquematizan en la figura 33
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Figura 33. Posibles escenarios de diferenciacién que no puedieron ser
dilucidados. Representacion esquematica de los posibles escenarios de diferenciacion

que no pudieron ser clarificados con los marcadores disponibles. Debido a la mantencién
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de la la fluorescencia del transgenico ET20:GFP, no fue posible dilucidar si las celulas
interneuromasticas perdian el marcador “ET20” y se diferenciaban a célula progenitora
basal (CPB) directamente (B) o bien la mantenian el marcador ET20 y se diferencian
hacia CPB a través de una célula del manto (CM) (A). La tercera opcion la diferenciacion
de las INC hacia ambos linajes CM y CPB por rutas diferentes (C). Célula precursora de
célula ciliada (PCC), célula ciliada (CC).

Interesantemente, aunque todas las células derivadas de las INCs
expresan Sox2 durante la regeneracion, solo una pequefia poblacion de ellas pierde
este marcador y comienza un proceso de diferenciacion hacia el linaje de célula
ciliada. Estas células son solo las células centrales y mas superficiales del proto-
neuromasto, de manera similar a como ocurre durante la regeneracion tras la
pérdida de todas las células ciliadas. Este fenomeno da cuenta de cémo la auto-
organizacion celular puede especificar pequefios territorios que son favorables
para la diferenciaciéon celular y permiten la correcta organizacion final de la

estructura.

8. Adquisicion de Sox2 como evento clave en la regeneracion de

neuromastos.

Interesantemente, uno de los primeros eventos que reportamos durante la
regeneracion del neuromasto posterior al dafio, es la expresion de Sox2, un
miembro de la familia de factores de transcripcion “SRY-Related HMG-Box ™.
Estos factores de transcripcion has sido descritos con varias funciones en el
desarrollo de células ciliadas en diferentes modelos (Dabdoub y col., 2008;

Kiernan y col., 2005; Munnamalai y Fekete, 2013; Neves y col., 2013) . Se ha
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mostrado que la sobreexpresion de sox2, induce formacion de parches sensoriales
ectopicos en epitelios sensoriales de ratén y pollo (Pan y col., 2013a) . Ademas se
ha reportado que activa directamente la expresion de atohla, gen clave para la
especificacion y diferenciacion a célula ciliada. Dicha activacion es transitoria, ya
que la expresion de atohla no es mantenida con sobreexpresion de Sox2
prolongada (Ahmed y col., 2012; Neves y col., 2012). Ademas, la expresion de
Sox2 se restringe eventualmente a las células de soporte como consecuencia de la
expresion de atohla en las células ciliadas (ambos genes tienen funcionas
antagonicas en los procesos de proliferacion y diferenciacion) (Dabdoub y col,,
2008) . De esta forma la adquisicién de sox2 y su posterior restriccion parece ser
un evento clave en la formacion de parches sensoriales con capacidad de formar
células ciliadas y que la pérdida de sox2 en la region central apical del neuromasto
en regeneracion, cumplirfa un rol fundamental en la correcta organogénesis del
sistema. Dado que la expresion de Sox2 es detectada mediante
inmunohistoquimica, no podemos hacer un seguimiento a posteriori del destino de
las células analizadas. Es decir, no podemos distinguir entre una acumulacion de
INC que terminara en un neuromasto regenerado o una "reparacion" que formara
solo una linea continua de INC. Idealmente, trabajos futuros deberian abordar esta
pregunta y generar ademds una correlacion con la presencia o ne del factor
inhibitorio presuntivo que secretan las células de Schwann como elemento
predictivo de la regeneracion. Nos interesa, conocer ademds si este sistema de
control de la proliferaciéon y diferenciacion celular por el microambiente, se replica

en otros sistemas tisulares y mds alla del pez cebra, en otros vertebrados.
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VII. Anexos

Caracterizacion del mutante G19

Durante un “screening” de mutaciones inducidas por ENU en el laboratorio de
Stephen Wilson en UCL, aislamos un mutante (G19) con defectos en el
“patterning” de la linea lateral. El fenotipo mutante se caracteriza por presentar un
numero reducido de neuromastos (Figura 34 y 41D), los cuales estan distribuidos a
intervalos irregulares comparados con los peces silvestres (Figura 35). La
cuantificacion del numero total de células que componen cada neuromasto a 48 y
72hpf (Figura 36A v B respectivamente) muestra un nimero decreciente de c€lulas
entre los Nms L1 y L4, condicién que no ocurre en los peces silvestres, donde el
nimero de células depositadas es constante. Esta disminucién del nimero de
células también se refleja en el nimero de células expresan el gen atohlo~
(precursores de células ciliadas) (Figura 37A y B). Mientras el niimero de células
depositadas en cada neuromasto es menor, la razén de células atohla+"/células
totales en cada neuromasto permanece constante (Figura 38A y B). Este resultado
sugiere que el proceso de inhibicién lateral que involucra la restriccion de los
territorios de expresion de atohlo+ durante la morfogénesis de la linea lateral, no
estan afectados. El numero de células que componen cada neuromasto (Figura 36C
y D) v el numero de células expresan el gen atohla+ (Figura 37C y D), muestran
un incremento entre 48hpf y 72hpf en la condicién sibling y mutante. Este
resultado sugiere que no existe problema de proliferacion en los neuromastos

depositados. Por otra parte, la razon de células expresan el gen atohla+ del total
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de células en cada neuromasto permanece constante a pesar del aumento de células
en cada neuromasto entre 48hpf'y 72hpf (Figura 38A y B) sugiriendo que no existe
alteracion en la diferenciacion en el neuromasto en la condicion mutante.

Un analisis de muerte celular, utilizando la técnica de TUNEL a las 36hpf
(Figura 39 y 40) evidencia marca en el CNS, tubo neural y en el primordio de la
linea lateral (Figura 40).

La induccién de muerte celular en el primordio de la linea lateral, mediante la
inyeccion del morfolino de TCF7, no recapitula el fenotipo decreciente de células.
Como se observa en la Figura 41, los peces morfantes para TCF7, presentan un
nimero reducido de neuromastos respecto a la condicion silvestre, la cual a su vez,
no es estadisticamente diferente de la condicion mutantes (Figura 41D). Por otro
lado, los Nms se encuentran distribuidos de manera diferente a la condicion
mutante (Figura 41E y F). Estos ademds presentan un menor, pero constante,
numero total células de L1 a L4, que los peces controles (Figura 41A). Caso
similar ocurre con el numero de células que expresan el gen atohlo+ (Figura
41B). Al igual que la condicion mutante, la proporcién de células atohlo+ del
total de células que componen cada neuromasto, permanece constante (Figura
41C).

Mediante andlisis de segregantes; nosotros hemos asociado a esta mutacion al
cromosoma 1 y acotado estd a un intervalo de 1,645megabases.

Esta linea mutante sobrevive solo hasta el 4 o 5 dia con formacién de edemas

lo que hace imposible su uso para evaluar regeneracion de neuromastos.
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Sibling

Figura 34: Mutante G19 presenta menos neuromastos en la linea lateral posterior.
Caracterizacion del mutante G19 (A-B) vista lateral de G19 “sibling” (A), Mutante G19
(B) 3dpf Tg(-8.0cldnb:lynEGFP). Flechas indican posicion de los neuromastos.
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Figura 36: El numero de células que componen cada neuromasto esta afectado en el
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nimero total de células fue cuantificado posterior a una tincion nuclear DAPL. (C-D)
Efecto del tiempo en el nimero total de células de cada neuromasto “sibling” G19 (C)

mutante G19 (D), a 48hpf (barras negras) y 72hpf (barras blancas).
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Figura 37: El nimero de células atohla positivas se ve afectado en el mutante G19.
(A-B) Cuantificacién de células atohla+ positivas en cada neuromasto “sibling” G19
(barras negras) y mutante G19 (barras blancas) a 48hpf (A) y 72hpf (B). Las células
atohla+ fueron cuantificadas posterior a una tincion nuclear DAPIL. (C-D) efecto del
tiempo en el numero de células atohla+ positivas en cada neuromasto, “sibling” G19 (C)

y mutante G19 (D), a 48hpf (barras negras) y 72hpf (barras blancas).
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Figura 38: La composicién celular del neuromasto no se ve afectada en el mutante
G19. (A-B) porcentaje de células arohla+ del total de células que componen cada
neuromasto en “sibling” G19 (barras negras) y mutante G19 (barras blancas) a 48hpf (A)
y 72hpf (B). (C-D) Efecto del tiempo sobre el porcentaje de células arohla+del total de
células que componen cada neuromasto en “sibling” G19 (barras negras) y mutante G19
(barras blancas) sibling G19 (C) G19 mutante (D), a 48hpf (barras negras) and 72hpf

(barras blancas).
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Sibling G19

Mutant G19

Figura 39: Mutante G19 presenta una muerte celular exacerbada. Ensayo de TUNEL
muestra la presencia de apoptosis en el mutante G19 (abajo) y sibling (arriba) a 36hpf. La
marca de TUNEL (pseudocoloreado azul) y en verde Tg(-8.0cldnb:lynEGFP), muestra
una evidente apoptosis en el cerebro y tubo neural, ademas de muerte celular en el

primordio de la linea lateral.
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Sibling G19 36hpf Mutante G19 36hpf

TUNNEL CldnB:GFP

Merge

Figura 40: Ensayo de TUNEL en el primordio de la linea lateral posterior. TUNEL
(pseudocoloreado azul) y en verde Tg(-8.0cldnb:lynEGFP), muestra una evidente

apoptosis en la condicion mutante a 36hpf en el primordio de la linea lateral posterior.
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Figura 41: La induccién de muerte en el primordio por toxicidad de morfolino, no
recapitula el fenotipo mutante. (A) Cuantificacion del nimero de células totales en los
neuromastos L.1 a L4 en controles (barras negras) y morfantes de TCF7 (barras blancas) a
48hpf. (B) Cuantificacion del nimero de células atohla+ en los neuromastos L1 a L4 en
controles (barras negras) y morfantes de TCF7 (barras blancas). (C) Calculo del
porcentaje de células arohla+ del total de células que componen cada neuromasto en
controles (barras negras) y morfantes de TCF7 (barras blancas) a 48hpf. (D) Numero de
neuromastos depositados a 72hpf en peces mutantes G19; “sibling G197, morfantes de
TCF7. (E-F) Patrén de depédsito de neuromastos a 72hpf en peces (E) mutantes G19 y
“sibling” G19; y en peces (F) mutantes G19 y morfantes de TCF7.
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Imagenes suplementarias

0,5had

8dpd

20hpd

ET20:GFP

Figura 42 Regeneracién de la Linea lateral caudal en peces adultos posterior a la
electroablaciéon. Cola de pez adulto electroablacionado en 2 neuromastos, donde se observa la
regeneracion de uno de ellos posterior a 20dpd (Flecha blanca).
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