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A mis abuelos: Eliana, Oscar, Elvira e Ismael
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“There’s a part of every living thing that wants to become itself:
the tadpole into the frog, the chrysalis into the butterfly,
a damaged human being into a whole one.”

ELLEN BASS

“If there were no regeneration, there could be no life.
If everything regenerated there would be no death”
RICHARD J. GOSS

“Huoy una porte de cada ser vivo que desea convertirse en sf misma,
el renacuajo en rana, la crisélida en mariposa,
el ser humano herido en ser humano sano”

“Si na hubiera regeneracidén, no podria haber vida.
Si todo regenerara, no habria muerte”
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Naci un caluroso 15 de frebrero del afio 1989, en la ciudad de Santiago, un afio de grandes
cambios en Chile y el mundo, también sélo un dia después del dia de los enamorados, lo cual
hasta el dia de hoy opaca siempre mi cumpleafios. Durante mi infancia tuve que acompafar a
mis padres viviendo en diferentes ciudades a lo largo de Chile, no por mi voluntad, sino por el
trabajo que mi padre tenia en ese entonces. Asi, desde pequefia aprendi a moverme y a no
estar nunca quieta, y desde muy nifia senti la necesidad de viajar constantemente. Y he aqui
una de las razones por las que elegi mi carrera. La otra razén es aun mas infantil y sencilla, y es
el simple hecho que desde muy pequefia me intrigé profundamente el saber por qué las cosas
eran como eran. Asi, agoté a mis padres con incesantes preguntas a las cuales ellos no
pudieron dar respuesta, y en la incensante bisqueda de estas, me topé en mi camino con la
ciencia, particularmente con la Biologia, que desde que tengo uso de razon, fue mi ciencia
favorita, porque era la que se encargaba del estudio de la vida. De esta manera, todo este
pasado fue construyendo mi presente y seguira construyendo mi futuro como investigadora
ciéntifica y como Bidloga.
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RESUMEN

El sistema mecanosensorial de [a linea lateral posterior de los peces corresponde a un
érgano sensorial de gran importancia para la inetraccién de éstos y su entorno, y en larvas de
pez cebra ofrece una serie de ventajas para estudios de regeneracion nerviosa. Este sistema
presenta una gran homologfa con el sistema auditivo de los mamiferos, por tanto constituye un
excelente modelo para el estudio de la regeneracién de sistemas sensoriales de vertebrados.
En los peces, este sistema estd formado basicamente por pequefios drganos sensoriales
denominados neuromastos, que contienen a las células ciliadas. Estas células
mecanosensoriales excitables estdn inervadas por un nervio periférico: el nervio de la linea
lateral posterior, cuyos somas se encuentran en el ganglio de la linea lateral posterior. Durante
el desarrollo de este sistema, en estadios embrionarios tempranos, existe una estrecha relacion
entre las células del neuromasto y el axon de la neurona sensorial que [as va a contactar.
Después de una lesidn, la correcta re-conexion entre ambos componentes es de suma
importancia para la regeneracion funcional del sistema. En estudios anteriores se ha
demostrado que tanto el nervio, como las células ciliadas, son capaces de regenerar tras un
dafio. Sin embargo, no se ha observado en detalle qué es lo que ocurre con un componente
cuando el otro es removido y tampoco se ha evaluado si la presencia de uno de los
componentes es dispensable para la regeneracion del otro. En este trabajo se analizaron
algunos aspectos desconocidos relativos al proceso de degeneracién/regeneracion axonal en
relacion con las interacciones existentes entre el nervio y sus células blanco. Nuestros
resultados demuestran que la regeneracién del nervio, la reinervacion de los 6rganos

sensoriales y la mantencion de la inervacién no depende de la presencia de las células ciliadas,
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pero si es dependiente de la presencia de otros tipos celulares del neuromasto. Sin embargo, la
ausencia prolongada de las células ciliadas desestabiliza las inervaciones hacia el neuromasto
provocando la desorganizacién del terminal nervioso y alteraciones en la reconectividad de las

neuronas aferentes del ganglio de la linea lateral.
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ABSTRACT

The mechanosensory posterior lateral line system of fishes is a sensory organ essential
for their interaction with the enviroment, and in zberafish larvae it also provides several
advantages for nerve regeneration studies. This system shows several homologies with the
auditory system of mammals, and for this, constitutes an excelent model for studying the
regeneration of sensory systems in vertebrate. In fishes, this system is formed basically by
discrete sensory organs called neuromasts, where the hair cells are located. These cells, are
excitable mechanosensory cells and are innervated by a periferic nerve: the posterior lateral
line nerve, whose somas are located in the posterior lateral line ganglion. During the
development of this system, at early embryonic stages, a tight relation exists between the
neuromast cells and the axon of the sensory neuron that innervates them. After inflicting an
injury, the re-connection process between these components is vital for the functional
regeneration of the system, Previous studies have shown that both the nerve and the hair cells
are capable of regeneration after ablation. However there are no detailed evidence of neither
what happens with one component when the other is removed nor the dependence on the
presence of one component for the regeneration of the other one. The present work analyzed
some unknown issues related to the axonal degeneration/regeneration processes according to
the interaction between the nerve and its target cells. Our results evidence that the
regeneration of the nerve, the reinnervation of the target organs and the maintenance of the
innervation do not depend on the hair cells but on the presence of other cell types of the

neuromast. However, sustained absence of the hair cells desestabilizes the innervation towards
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the neuromasts causing disruption of the nerve terminal and alterations on the re-connection

of the afferent neurons on the neuromasts.
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1. INTRODUCCION

En el sistema nervioso periférico, mas especificamente en los sistemas sensoriales,
existe una estrecha relacién entre las células sensoriales receptoras y las neuronas que las
inervan {Jacobson y cols., 1997}. Durante mucho tiempo ha sido motivo de estudio entender las
relaciones que existen entre ambos componentes del sistema durante procesos como el
desarrollo, y también en procesos que involucran dafic o remocién de algin elemento,
especialmente cuando estos tienen [a capacidad de regenerar posteriormente. En el presente
trabajo se abordaron las relaciones de dependencia entre dos componentes de un sistema

sensorial utilizando como modelo la linea lateral posterior de la larva del pez cebra.

1.1 Regeneracion en el Sistema Nervioso Periférico

La palabra regeneracion tiene miiltiples significados. De acuerdo al diccionario médico
de Stedman, regeneracién es “la reproduccién o reconstruccién de una parte dafiada o
pérdida” {Carlson, 2011). Seglin Yannas (2001}, la regeneracion es uno de los posibles finales
del proceso curativo que se gatilla posterior a una lesidn, en ella se restablece [a continuidad
interrumpida mediante la sintesis de la masa perdida en el sitio anatémico original,
recuperando asi la estructura y funcion normales del drgano u organismo. El desafio del
proceso regenerativo radica en recuperar la funcionalidad de un sistema u érgano en un
contexto que, generalmente, no recapitula el desarrollo de la estructura dafiada.

Enfocandonos directamente en el sistema nervioso, es bien sabido que la regeneracién
de las conexiones nerviosas dafiadas representa un logro complejo, ya que muchos procesos

celulares deben ocurrir de manera coordinada para que los elementos del sistema que han sido




dafiados sean eliminados y reemplazados por nuevos componentes funcionales que deben
integrarse exitosamente en una compleja red de conexiones que estd previamente establecida
{King y Newmark, 2012). Tras numerosos estudios se sabe, en la actualidad, que esta capacidad
regenerativa depende del ambiente celular, de la edad, sexo y estado fisioldgico del individuo,
y varia entre los distintos grupos animales (Bely y Nyberg , 2010; Bonfanti 2011; Graciarena y
cols., 2014; Verdl y cols., 2008). Asi, mientras que los vertebrados inferiores pueden regenerar
nervios u drganos completos tras una lesion, ya sea a nivel periférico o central, los mamiferos
superiores presentan muchas restricciones en su capacidad regenerativa (Bonfanti, 2011;
Tanaka 2009).

De hecho, la capacidad regenerativa de un axén depende fundamentalmente del
contexto o ambiente celular que lo rodea {Rev. en Chen y cols., 2007; Wang y Jin, 2010). Se ha
demostrado que en mamiferos, existe una gran diferencia en la capacidad regenerativa entre el
sistema nervioso periférico y central {(Richardson y cols., 1980). Mientras que el SNP presenta
un ambiente més favarable o permisivo, la regeneracién en el SNC es muy lenta o inexistente
{Chen y cols., 2007; Gaudet y cols., 2011). Esta diferencia se debe a la presencia de moléculas
inhibitorias derivadas de la mielina (Caroni y cols., 1988a, 1988h), v las cicatrices gliales
inducidas por los macréfagos tras la axotomia (McKerracher y cols., 1994; Fawcett y Asher,
1999; Rev. en Vargas y Barres, 2007).

Tras numerosos estudios, se ha demostrado que cuando un nervio periférico es
desconectado del soma neuronal sufre un proceso denominado degeneracidon Walleriana
(Waller, 1850; Perry y cols., 1987), que se caracteriza por una fase “lag”, en donde el fragmento
de axén denervado permanece intacto por un corto tiempo y es seguido de una fase rapida y

simultanea de degeneracién axonal (Raff y cols., 2002; Gaudet y cols., 2011},




Luego de la degeneracion producida por una lesion del nervio periférico, sobreviene la
regeneracion de éste. Durante el proceso regenerativo los axones responden selectivamente a
sefiales tréficas {(Gu y cols., 1995) y vueliven a crecer preferencialmente hacia el érgano blanco
al cual inervaban originalmente, aunque los mecanismos que regulan esta especificidad no han
sido comprendidos totalmente (Stoll y Miiller, 1999}.

1.2 Regeneracion de los sistemas sensariales: relacion tréfica entre neuronas aferentes y células
sensoriales

Un componente importante del SNP son los sistemas sensoriales. En general, los
individuos se adaptan y responden a las sefiales del medioambiente a través de diferentes
sistemas sensoriales especializados (Endler, 1993). Como regla general, estos sistemas estén
conformados por drganos sensoriales localizados estratégicamente; por intermediarios
aferentes que transmiten la informacion detectada por los receptores sensoriales hacia el
sistema nervioso central (Adrian, 1941) , y por centros superiores de! procesamiento de la
informacion en donde confluye la informacion generada a partir del estimulo ambiental y se
elabora y modula la respuesta a dicho estimulo (Lestienne, 2001).

Por tanto, la capacidad de los individuos para regenerar sus sistemas sensoriales es
fundamental y representa un enorime desafio. Fallos en la regeneracién de estos sistemas
pueden provocar una pérdida total de la integridad estructural del sistema sensorial, afectando
severamente el restablecimiento de la precepcién de alguna caracteristica del ambiente
externo (Gutmann, 1964). En algunos casos, esto puede afectar notablemente la sobrevida del
individuo.

La relacién que existe entre los somas neuronales, sus axones y los blancos sinapticos

es perturbada durante [a seccion del nervio, pero es capaz de restablecerse durante el proceso




de regeneracién (Gutmann, 1964). Y es durante este proceso que se evidencia la estrecha
relacién metabdlica y trofica que existe entre ambos componentes, ya que las células
periféricas son importantes fuentes de factores neurotréficos durante procesos tanto de
desarrollo en a embriogénesis (Rev. en Aloe, 2004) como durante el proceso regenerativo en
etapas post-embrionarias (Rev. en Terenghi, 1999).

Durante el desarrollo del sistema nervioso la formacidon de los contactos sindpticos
entre los axones en crecimiento y sus blancos sindpticos denotan el principio de una nueva
etapa. Una vez que los contactos sindpticos han sido establecidos, las neuronas se vuelven en
cierto grado dependientes de la presencia de sus blancos para su sobrevida, En ausencia de
blancos sindpticos, los axones y dendritas de estas neuronas se atrofian y las células nerviosas
podrian incluso morir, Esta dependencia a largo plazo entre neuronas y sus blancos se
denomina interaccidn trofica (Purves, 2001).

En los sistemas sensoriales, la estabilizacion y mantencion de la sinapsis entre una
neurona y su célula blanco son criticas para su correcto funcionamiento, sin embargo se sabe
muy poco sobre el detalle de los mecanismos moleculares implicados en la re-conexion del
sistema y en la mantencién de las conexiones nerviosas (Dunaevsky y Connor, 1998).

Se ha observado que la mantencidn de las células aferentes depende del aporte trofico
de los distintos elementos celulares que componen el sistema sensorial, tal v como se grafica

en la Figura 1 (Rev. en Varon y Bunge, 19738).




Figura 1. Interacciones tréficas en los sistemas sensoriales (Modificado de Varon y Bunge, 1978). El
esquema muestra los muchos sitios en los que pueden ocurrir interacciones troficas en un nervio
sensorial del SNP. Se muestran los componentes del sistema: neurona ganglionar, sus células gliales,
células sensoriales. Los niimeros indican los sitios en donde ocurren estas interacciones (flechas verdes).

Muchos estudios han mostrado que la estabilidad y sobrevida de las neuronas de estos
sistemas dependen en gran medida de la presencia de sus células blanco y de otros tejidos y
tipos celulares que secreten sefiales troficas de mantencion de estas neuronas en los sitios de
sinapsis a lo largo de la vida del individuo adulto (Carroll, 1998; Chen y cols., 1999), una vez que
estos contactos se han establecido durante el desarrollo temprano (Rev. en Luo y O’Leary,
2005). Por ejemplo, en mamiferos se ha visto, que posterior a una ablacién de las células
ciliadas internas de la céclea ocurren una serie de eventos que resultan, en primer lugar, en
una retraccion de los procesos periféricos del nervio auditivo, y posteriormente dentro del
curso de semanas o0 meses (segun la especie), en la pérdida de somas neuronales en el ganglio
espiral (Ylikoski y cols., 1974; Spoendlin, 1975). Esto se debe a que cuando las células ciliadas
del oido mamifero sufren un dafio, son incapaces de regenerar. Aunque se ha visto que incluso
cuando hay un dafio severo o una ausencia importante de estas células, existe un grupo de
neuronas que sobrevive denervadas. Esto se debe a que las células de soporte presentes en el

organo de Corti tienen caracteristicas de células gliales y son capaces liberar factores




neurotréficos que permiten la sobrevida de algunas neuronas (Anniko y cols.,1986; Pack y
Slepecky, 1995; Rio y cols., 2002).

Lamentablemente, la inaccesibilidad de los sistemas sensoriales en mamiferos obligan
a restringir la experimentacién a sistemas in vitro o a observaciones de cortes histoldgicos,
donde no se puede estudiar bien la dindmica de estos procesos. Es asl como la incapacidad de
realizar investigaciones in vivo en el sistema auditivo de mamiferos nos ha llevado a proponer
el sistema de la linea lateral de la larva del pez cebra como un modelo apropiado para estudiar
las relaciones tréficas entre neuronas sensoriales y las células receptoras asociadas a ellas
durante procesos regenerativos, debido a su homologia evolutiva con el anterior (Pichon y

Ghysen, 2004).

1.3 El sistema de Ia linea latera posterior del pez cebra

El sistema de la linea lateral es un sistema sensorial que se encuentra superficialmente
en los peces teledsteos y elasmobranquios y algunos anfibios (Uchiyama y cols,, 1991). Es un
sistema mecanosensorial cuya funcidn es detectar el movimiento y la vibracién en el agua
circundante y estd involucrado en la percepcién de movimientos en torno a la superficie
corporal {Webb, 1989) e implicado en comportamientos como escape de predadores, captura
de presas, cortejo y nado en cardumen (Dambly- Chaudiére y cols., 2003).

En el pez cebra, al igual que en el resto de los peces y anfibios, este sistema sensorial
estd compuesto de érganos sensoriales individuales, llamados neuromastos, que contienen
pequeftas agrupaciones discretas de células ciliadas {Metcalfe y cols., 1985) ademas de otras
células de soporte (Balak y cols., 1990). Los neuromastos sobre la cabeza forman el llamado

sistema de la linea lateral anterior (LLa}, cuyo ganglio se encuentra entre la vesicula ética y el




ojo del embridn, mientras que los neuromastos sobre el tronco y [a cola forman la denominada
linea lateral posterior {LLp), cuyo ganglio se encuentra justo detras de la vesicula dtica (Ghysen
y Dambly Chaudiére, 2004).

En el desarrollo de la LLp, tanto su organizacion estructural, como las aferencias
neuronales que recibe se establecen tempranamente en el embrién, desde aproximadamente
las 20 horas post-fertilizacién (hpf) (Metcalfe, 1985). En esta etapa, un grupo de células,
derivadas de placodas cefalicas (Ghysen, 2004), se divide en dos y genera, por un lado, un
grupo de 20 células que permanecen estdticas y conforman el ganglio de la LLp, mientras que el
resto de las células derivadas de [a placoda forman un primordio migratorio que se desplaza en
sentido caudal por el miosepto horizontal (Kimmel y cols., 1995). En su trayecto, este primordio
migratorio deposita entre siete a ocho grupos de células en un patrén regular a lo largo del
cuerpo. Estas agrupaciones celulares depositadas por el primordio migratorio formarén los
futuros neuromastos funcionales de la linea lateral primaria. Los neuromastos del tronco se
denominan, por convencidn: L1 a L5 y los tres neuromastos terminales: “ter” (Gompel y cols.,
2001; Ghysen y Dambly-Chaudiére, 2007). A las 32 hpf se observa la formacion de un nuevo
primordio migratorio, denominado primordio Il {primll}. Este segundo primordio migra desde la
vesicula dtica hacia el ano y deposita tres o cuatro neuromastos de la linea lateral secundaria,
denominados comiinmente Lil.1 a LIl.4 (Nufiez y cols., 2009). Hacia el final de la embriogénesis,
a las 48 hpf, [a LLp primaria se encuentra completa (Metcalfe, 1985) mientras que la secundaria
estd en plena formacién, que culmina a los 6 dpf (Sapéde y cols., 2002). Finalmente, a lo largo
de la vida adulta del peg, la LLp se va completando progresivamente, a través de un proceso de
budding o yemacién de los neuromastos existentes (Ledent, 2002).

Los neuromastos al estar expuestos en la superficie del cuerpo, son facilmente visibles




con microscopia de Nomarski y con tinciones fluorescentes como el marcador vital 2-Di-4-Asp
(Collazo y cols. 1994), y las tinciones FM1-43 (Nishikawa y Sasaki, 1996) y FM4-64 (Lopez-Schier
y Hudspeth, 2006), los que se acumulan especificamente en células ciliadas funcionales (Gale y

cols. 2001).

B ganglio

delallp L1

neuromastos terminales

nervio
3 dpt delallp

Figura 2. La linea lateral posterior primaria en la larva del pez cebra. (A: Modificado de Dambly-
Chaudiére et. al, 2003) se muestran los neuromastos de la LLp primaria de una larva de 3 dpf con la
tincion vital 2-Di-4-Asp. (B: Modificado de Ma y Raible, 2009) esquema del sistema de la LLp donde se
muestan sus dos componentes: en rojo el nervio de la LLp (nLLp) y en azul los neuromatos (L1-L5, ter).

Por otra parte, durante este proceso migratorio, las neuronas sensoriales ubicadas en
el ganglio de la linea lateral se diferencian y proyectan sus axones periféricos hacia el primordio
(Sapéde, 2002). Esta estrecha relacién permite que los conos de crecimiento axonal sean
arrastrados por esta estructura migratoria durante todo su trayecto (Metcalfe, 1985; Gilmour,
2004; Schuster, 2010). Los axones que co-migraron con el primordio inervan a las células
ciliadas y sirven de guia para la migracion de células gliales, lo que a su vez mantiene una
correcta fasciculacion del nervio de la linea lateral (Gilmour, 2002). Por otro lado, estas

neuronas aferentes, al mismo tiempo que inervan los neuromastos depositados, proyectan los



axones centrales hacia el rombencéfalo

A los 3dpf, [a LLp primaria se encuentra completamente desarrollada y funcional, y
morfoldgicamente, incluye todos los componentes presentes en el sistema adulto (Metcalfe y
cols.,1985). En este estadio, la inervacidn de un neuromasto consiste en una raiz del nervio
principal (nllLp) constituide por neuronas eferentes (Fig. 4B,C) y aferentes (Fig. 4D,E). Los
axones eferentes de esta inervacion son finos y presentan terminales en forma de bulbos,
mientras que las fibras aferentes forman una densa red entramada (Nagiel y cols., 2008).

Por la superficialidad de la linea Ilateral posterior, la facil manipulacién vy
mantenimiento de los peces en los diferentes estadios del desarrollo del pez cebra asi como la
disponibilidad de lineas transgénicas que marcan los diferentes componentes, este sistema ha
sido un modelo muy utilizado en el campo de la regeneracion (Harris y cols., 2003; Murakami y
cols., 2003, Dufourcq y cols., 2006).

Dada su homologfa con el sistema auditivo de los mamiferos, muchos grupos han
centrado su interés en comprender los mecanismos que controlan la regeneracion de las
células ciliadas tras un dafio y los procesos que regulan la homeostasis tisular (Ou y cols., 2007,
2009; Owens y cols,, 2009; Rev. de Brignull y cols., 2009). De {a misma manera, se ha utilizado a
este sistema como modelo para el estudio de |a regeneracion axonal en el SNP (Villegas y cols.,
2012; Graciarena y cols., 2014).

Se ha demostrade que cada neuromasto depositado se diferencia en dos grupos de
células ciliadas polarizadas en sentidos opuestos, es decir, estas células estan ubicadas de tal
manera en el neuromasto que la mitad de ellas se despolarizaran ante el movimiento de agua
en direccién antero-posterior, mientras que la otra mitad de estas células sensitivas

responderdn a movimientos de agua en el sentido postero-anterior (Lopez-Schier y cols., 2004).




Ademads, estas células estdn rodeadas por al menos tres tipos de células accesorias: las
células del manto, las células de soporte y un grupo poco definido de células progenitoras,
localizadas en la base y periferia del neuromasto (Balak y cols., 1990; Behra y cols., 2012;
Undurraga y Allende, resultados no publicados). Este Gltimo tipo celular es muy importante, ya
que permite la regeneracién de este érgano (Williams y Holder, 2000).

Por otro lado, cada neurona aferente establece contactos especificos con células
ciliadas de la misma polaridad ciliar en uno o varios neuromastos (Obholzer y cols., 2008;
Nagiel y cols.,, 2008). Se sabe que la especificidad de este patrén, observado durante el
desarrollo, es retomado después de una ablacion y regeneracion de las células ciliadas (Nagiel y

cols., 2008, 2009; Faucherre y cols., 2009, 2010).
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Figura 3. Estructura del neuromasto y de su inervacion. (A: Modificado de Metcalfe, y cols. 1985)
Neuromasto de una larva viva de pez cebra. C: ctpula, K: kinocilios, HC: células ciliadas. Optica de
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Nomarski. Escala 10 pm. (A": Tomado de Ma y Raible, 2009) Esquema del corte transversal de un
neuromasto (B-E: Modificado de Nagiel y cols., 2008). Larva Tg(Islet1:GFP) de 6 dpf expresa GFP en las
neuronas eferentes del nLLp. (C) Tincidn con FM4-64, la flecha blanca muestra el espacio donde se
encuentra una célula ciliada no madura, pero aun asi inervada. (D) Larva Tg(HuC:GFP) de 2 dpf expresa
GFP en neuronas aferentes del nervio. (E) Tincidn con FM4-64. Microscopia confocal. Escala 20 um.

Debido a la escala en la que se analizo el nervio de la LLp en este trabajo y para una
mejor comprension de la redaccidn de los resultados, éste fue dividido en secciones que fueron
denominadas de distinta manera para poder explicar mejor a qué parte de la estructura se estd

haciendo referencia (Fig. 4).

A gLLP Ll 12 L4 15  ter

1
"

B c

rama principal del nLLp o nervio aferente

el

raiz aferente
primaria células ciliadas (HC)
raices aferentes secundarias

Figura 4. Esquema de la nomenclatura usada en este trabajo para denominar a los neuromastos y su
inervacion. (A) Larva de 3dpf, se grafica la linea lateral primaria, en verde se sefiala el ganglio del nervio
(gLLp) y el nervio aferente. En rojo se sefialan los neuromastos primarios del tronco (L1-L5) y terminales
(ter). (B) Esquema en donde se muestra ampliado el recuadro punteado en (A) con los nombres
utilizados durante este trabajo para referirse a la inervacion del sistema. (C) Se muestran una
sobreposicion con las células ciliadas (rojo) sobre las cuales proyecta la inervacién del nLLp.
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Finalmente, datos previos publicados por nuestro laboratorio han demostrado que, en
larvas de pez cebra, la regeneracién del nervio de la LLp o de las células ciliadas de los
neuromastos después de un dafio, son procesos independientes entre si. Asi, la rama principal
del nervio es capaz de regenerar en ausencia de células blanco guiado Gnicamente por las
células de Schwann, mientras la generacidn de nuevas células ciliadas no depende de la llegada

de terminales aferentes {Villegas y cols., 2012},

1.4 Planteamiento del problema

Si bien se ha estudiado en profundidad la regeneracion de los principales componentes
de la linea lateral, no se ha evaluado en detalle qué ocurre con las raices aferentes del nervio
cuando el axén es el elemento que regenera. Sorprendentemente tampoce existen trabajos
que describan si existen alteraciones en el nicho celular del ganglio de la linea lateral en
ausencia de sus células blanco. Por tanto son innumerables las preguntas que atn faltan por
responder.

Ademads, debido a la similitud funcional y estructural entre las células ciliadas de la linea
lateral y del oido interno de mamiferos (Pichon y Ghysen, 2004}, se ha considerado importante
realizar estudios de este tipo, ya que pueden dar luces sobre enfermedades que afectan el oido
de los mamiferos. Por ejemplo se ha visto que una de las principales causas de sordera es la
ausencia de regeneracidn de las células sensoriales {lzumikawa y cols., 2005) y/o fallos en la
inervacion de las neuronas (degeneracion del nervio auditivo){Nardol, 1997).

En este trabajo, decidimos abordar la interrogante sobre la interdependencia entre el

nervio y las células del neuromasto a través de diferentes tipos de dafio. Mediante Ia aplicacién
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de sulfato de cobre a diferentes concentraciones es posible hacer un dafio generalizado de las
células ciliadas o de todas las células del neuromasto {Hernandez y cols., 2007).

Ademds, en el laboratorio contamos con una técnica que permite, mediante la
aplicacion de un pulso eléctrico, dafiar localmente un érgano blanco de la inervacion de una
neurona aferente y estudiar el comportamiento de esta célula deprivada de su blanco sindptico
{Mova-Diaz y cols., 2014).

Creemos gue nuestros resultados podran aportar algunos datos desconocidos hasta
ahora respecto al comportamiento de [as neuronas aferentes y su relacion con las células

blanco de la inervacion.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipdtesis
La estabilidad de los terminales nerviosos del sistema de la linea lateral posterior, asi

como la formacién de éstos durante la regeneracién del nervio, depende de la presencia de

células ciliadas y ademas de otros tipos celulares presentes en el neuromasto

2.2 Objetivos

Objetivo General
Caracterizar la inervacion del neuromasto en un contexto regenerativo, atendiendo a

los distintos tipos celulares presentes en el neuromasto.

Objetivos Especificos

1 Estudiar el comportamiento de la inervacion tras la ablacion selectiva de las células ciliadas

1.1 Observar si existe un fendmeno degenerativo del nervio de la linea lateral asociado a la
ablacidn de células ciliadas por un periodo de tiempo prolongado.

1.2 Determinar st los somas de las neuronas sobreviven al ser desprovistas de sus células
blanco.

1.3 Determinar si la eliminacion de las células ciliadas afecta el patron de regeneracidn post-

axotomia del nervio de la linea lateral.
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2. Analizar el comportamiento axonal tras la eliminacidn selectiva de un Unico neuromasto.
Determinar si en estas circunstancias existen fenémenos de plasticidad y reordenamiento de

las proyecciones neuronales.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material Bioldgico

En este trabajo se utilizaron como modelo experimental larvas de pez cebra (Danio
rerio), obtenidas mediante cruces naturales de peces adultos.

Los peces fueron mantenidos en el vivero del Edifico Milenio de la Facultad de Ciencias
de la Universidad de Chile en acuarios con flujo constante de agua, en condiciones de pH y
conductividad controladas dentro de los rangos 7-7,3 para pH y 400-600 pS para conductividad,
a una temperatura de 28 °C, con un ciclo de 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad. Las
condiciones de cuidado y alimentacion fueron realizadas de acuerdo a lo descrito por
Westerfield {1994).

Los embriones obtenidos de los cruces fueron incubados en placas Petri en 20 mL de
medio E3 (NaCl 5 mM; KCl 0,17 mM; CaCl; 0,13 mM; MgS0, 0,33 mM; 0,1% azul de metileno) a
28 °C con un ciclo de 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad. Los estadios de desarrollo
embrionarios y larvales fueron identificados de acuerdo a lo descrito previamente (Kimmel,
1995) y son expresados en horas post fertilizacion (hpf) y dias post fertilizacién (dpf)
respectivamente.

Para la realizacion de los experimentos se utilizaron las siguientes lineas de peces:
TABS {silvestre), Tg(Brn3c:gap43-GFP), Tg(neuroD:EGFP), Tg{HGn39D:GFP),

Tofathol:TdTomato), Tg(sqEt20:GFP) y ademas el mutante phoenix {Tabla I).
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Tabla I. Listado de [as lineas de peces transgénicas y mutantes utilizadas en este trabajo.

Nombre de la linea

Fenotipo de interés

Referencia

Tg{brn3c:gap43-GFP)

Tg{neuroD:EGFP)

Tg{atohla:dTomato)

Tg(HGn39D:GFP)

Tg(sqet20ET:EGFP)

hid3Ty

pho

Expresa GFP en membrana de células
ciliadas

Expresa EGFP en nervio de la LLp

Expresa dTomato (fluorescencia roja)
en las células precursoras de las células
ciliadas y en células ciliadas tempranas

Expresa GFP en las neuronas aferentes
de nervio de la LLp

Expresa GFP en las células del manto e
interneuromadsticas

Presenta deficiencias en la
regeneracion de las HC después de un
tratamiento con cobre ¢ neomicina

Xiao y cols., 2005

Obhalzer y cols., 2008

Wada y cols., 2010

Faucherre y cols., 2009

Pistocchi y cols., 2009

Berha y cols., 2009

Finalmente, para la obtencion de los plasmidos utilizados se utilizaron bacterias

Escherichia coli DH5a (Invitrogen).

3.2 Reactivos

CuSO, (sulfato de cobre Il anhidro, Merck), MS - 222 (tricaina; A5040; Sigma), BSA,

DMSO (BM-0660, Winkler), PBS 10X (BM-1340, Winkler}, Tween-20 (BM-2031, Winkler), Triton

X-100 (BM- 2020, Winkler), Etanol (Merck), Metanol (Merck), Paraformaldehido (Merck),

Agarosa LMP (BM-0130, Winkler), Acetona (Merck), Agua bidestilada {Sanderson), DiOCS6,

Solucién de Bloqueo (ig BSA, 2mL goat serum, 1mL DMSO, 100 plL Triton X-100 en 100 mL PBS)
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3.3 Eliminacion de las células del neuromasto con CusSOy

Se utilizaron larvas dobles transgénicas nacidas a partir de los cruces entre
Tgfbrn3c:gop43-GFP) con peces Tgfneuro:EGFP) o, en su defecto; larvas dobles transgénicas
provenientes de los cruces de Tg{brn3c:gap43-GFP) con peces Tg{HGn390D:GFP). En ambos
casos, las larvas expresan la proteina fluorescente verde en las células ciliadas de los
neuromastos y en el nervio de la LLp.

A los 3 dpf, estas larvas fueron incubadas en una solucion de CuSQ,, un compuesto
toxico para las células ciliadas que mantienen un intimo contacto con el medio exterior
{Hernandez y cols., 2006). La concentracion de sulfato de cobre utilizada dependia de la
magnitud del dafio que se pretendia realizar (Hernandez y cols., 2007). Estas concentraciones
finales se obtenian a partir de una solucion stock de sulfato de cobre preparada antes de cada

experimento en agua bidestilada a una concentracion de 10 mM para luego ser diluida en E3.

3.3.1 Eliminacion de celulas ciliadas

Para eliminar las HC (hair cells: células ciliadas) por un corto periodo de tiempo, las
larvas se incubaron durante 2 horas en 20 mlL de una solucién 10 pM de sulfato de cobre
disuelto en E3. Una vez finalizada la incubacion, las larvas fueron lavadas 3 veces con E3.

Por otro lado, para eliminar de manera prolongada las HC, las larvas se incubaron
permanentemente en placas Petri conteniendo 20 mL de E3 + CuS04 a una'concentracion de 3
KM. Esta solucion fue renovada diariamente hasta los 6 dpf. Esta concentracidn subletal de
cobre no dafia a las larvas, y las larvas tratadas son indistinguibles de los controles en cuanto a
su morfologfa y letalidad {Hernandez y cols., 2006, 2011). Ademds se observo que la incubacidn

en esta concentracién de cobre no genera malformaciones en las larvas y se observa de
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manera general que las caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas no difieren entre el control y

las tratadas (Datos no mostrados).

3.3.2 Eliminacidn de otras células del neuromasto

Para eliminar todas las células del neuromasto se incubaron larvas en una
concentracion de 50 uM de sulfato de cobre durante 2 horas. Una vez finalizado el
tratamiento, las larvas fueron lavadas 3 veces con E3 e incubadas finalmente en este medio.
Posteriormente, a los 4, 5 y 6 dpf las larvas fueron anestesiadas con tricaina y montadas en
agarosa LMP (Low Melting Point: de bajo punto de fusidn ) 0,75% disuelta en E3 en un placa
con fonde de vidrio (Catdlogo.: p35G-1.0-14-C, MatTek Co.} para ser observadas en el

microscopio de fluorescencia y confocal.

3.4 Microinyeccion de DNA

Las microinyecciones se realizaron usando una placa de Petri en la que los embriones
en estadio de una célula fueron ordenados en filas paralelas en el borde de un portaobjeto. Asi,
los embriones obtenidos a partir de los cruces entre Tg(brn3c:gop43-GFP) con peces
TgfneuroD:EGFP) o embriones obtenidos por cruce de peces Tg(sqet20ET:EGFP) fueron
inyectados con 5 nL de una solucion de DNA que codifica la proteina memTdTomato bajo el
control transcripcional del promotor neuronal HuC {cedido generosamente por el laboratorio
de Dr, Hernan Lépez-Schier) disuelto en agua bidestilada, usando un inyector de presién de
nitrégeno {Narishige).

En todos los experimentos, los embriones fueron inyectados en el estadio de una célula

con una concentracion de HuC:memdTomato de 20 ng/upl. Esta inyeccion permite marcar
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aleatoriamente una neurona tinica del ganglio de la linea lateral posterior, en donde la proteina
fluorescente se visualiza en toda la neurona incluyendo el soma y el axén (Faucherre y cols.,
2009). Posteriormente, a los 3dpf se seleccionaron las larvas que expresaban fluorescencia en

una neurona de| ganglio de la LLp.

3.5 Electroablacion del nervio de la LLp vy del neuromasto

Larvas dobles transgénicas Tg{neuroD:EGFP);{brn3c:gap43-GFP) fueron anestesiadas vy
montadas en agarosa LMP a una concentracion de 0,75% en placas de acrilico rectangulares
{10.7 cm x 7 cm} con un agujero ovalado al centro, cubierto por un cubreobjetos largo. Para
llevar a cabo la axotomia se ha disefiado en el laboratorio un sistema de electroablacion (Moya-
Diaz y cols. 2014) conformado por un microscopio de fluorescencia (Leica, modelo: DMLA) que
permite visualizar los peces y controlar el punto de dafio, y un microelectrodo de tungsteno
(Catidlogo: UEWMGGSEBN1M, FHC), el cual es puesto en un micromanipulador de 4 ejes. Este
microelectrodo se encuentra acoplado a una fuente de poder (Digital Midgard, Catalogo:
51595, Stoelting Co.) capaz de generar pulsos de corriente con intensidad y duracién variables.

Para lesionar el nervio de la LLp, 10 a 20 larvas fueron montadas en las placas
mencionadas anteriormente en agarosa conteniendo el anestésico tricaina. Mediante manejo
del manipulador, la punta del electrodo se presiona en la zona comprendida entre el ganglio y
el primer neuromasto de la LLp (denominado 11}, evitando penetrar en el tejido. Una vez
posicionado, se aplicé un pulso de corriente de 17 pA durante 1,5 segundos (Fig. 5).

Medificando la intensidad de corriente y la duracién y nimero de pulsos, esta técnica
permite, ademas, realizar otro tipo de dafios tisulares.

En este trabajo, se utilizd esta técnica para eliminar también neuromastos de la linea
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a -20 °C. Al momento de ser utilizadas, las larvas fueron rehidratadas en lavados de metanol
decreciente (100%-75%-50%-25%) y finalmente se realizaron 2 lavados de 10 minutos con PBS-
T. Posteriormente fueron incubadas por 45 minutos en proteinasa K (10 pg/ml). A
continuacion, las larvas fueron fijadas con PFA 4% por 40 minutos a temperatura ambiente e
incubadas en solucién de bloqueo durante 2 horas a temperatura ambiente. Luego se desechd
la solucién de bloqueo, se agregd el anticuerpo primario {anti-GFP, ratdn) disuelto en solucién
de bloqueo v se dejé incubando toda la noche a 4 °C. A continuacidn, se desechd la solucion
con anticuerpo primario y se realizaron 4 lavados con PBS-T de 10 minutos cada uno. Luego se
agregd el anticuerpo secundario (Alexa 488 anti-ratén) disuelto en solucién de bloqueo y se
incubd por 2 horas a temperatura ambiente con agitacion suave en oscuridad. Posteriormente
se realizaron 4 lavados de 20 minutos en PBS-T, para finalmente realizar la adquisicion de
imagenes en el microscopio.

Para realizar el ensayo TUNEL se utilizo el kit TUNEL Apoptosis Detection Kit-Millipare y
se siguieron las instrucciones del fabricante. Se realizd un protocolo simifar al de
inmunofiuorescencia, a excepcion de que todos los lavados fueron realizados con PBS-Triton X-
100, 0,3%.

Todos los ensayos TUNEL realizados en este trabajo se realizaron en conjunto con la
inmunofluorescencia anti GFP. Al finalizar la incubacién con el anticuerpo secundario fue

afiadida [a tincion nuclear TO-PRO 3 a una concentracién de 0,005% en PBS-T.

3.7 Adquisicion y procesamiento de imdqgenes

Para la obtencién de imégenes in vivo se utilizd un microscopio de epifluorescencia

(OLYMPUS, modelo: 1X81) y un microscopio confocal (Zeiss, modelo: LSM 510 META). En ambos
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casos [as larvas fueron anestesiadas con tricaina (MS—222, Sigma) y montadas en agarosa LMP
0,75 % disuelta en E3.

En los experimentos de microscopia time-lapse se utilizé el microscopio confocal. Las
larvas fueron anestesiadas y montadas en agarosa LMP 1 % disuelta en E3. Un stock de
imagenes de la zona de interés fue obtenido con un objetivo de 20X ¢ 40X. Dependiendo del
objetivo utilizado, las imdgenes se tomaron con un espaciamiento de 2,7 pm y 1 pm
respectivamente. Cada stack fue tornado cada 5 minutos durante un tiempo total de 2 horas,

Al finalizar la adquisicidn de las imdgenes, se generd la proyeccidn en z de cada stack
con el programa /magel, obteniendo asi una dnica foto por tiempo. Los desplazamientos y
movimientos de la larva durante el time-lapse se corrigieron usando el plugin stackreg de
Imagel, Al finalizar el procesamiento, esta secuencia se grabd con formato de video. Para la
obtencion de imagenes de larvas fijadas se utilizaron ambos microscopios. lLas larvas fueron
montadas en agarosa LMP 1% disuelta en PBS.

Todas las imagenes fueron procesadas y analizadas usando el programa Imaget 1,47

(http://rsh.info.nih.gov/ij/download.html)

3. 8 Andlisis Estadistico

Para todos los analisis estadisticos realizados en este trabajo se utilizd el software
GraphPad Prism versidn 5.0b para Mac OS X (GraphPad Software, San Diego California USA,

www.graphpad.com). Para analizar [a normalidad de los datos se utilizd la prueba de

Kolmogorov-Smirnov, con una probabilidad de error p < 0,05. Los datos analizados que
cumplieron con el supuesto de normalidad fueron analizados mediante test de Student

paramétrico o ANOVA segtn fuera el caso. Para el analisis a posteriori del ANOVA se utilizé el
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post-test de Bonferroni.
Las datos que no cumplieron con el supuesto de normalidad fueron analizados

mediante el test de Mann-Whitney.
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4. RESULTADOS

4.1 Desorganizacion de la inervacion aferente de los neuromastos tras la eliminacion de las

células ciliadas.

Con el objetivo de estudiar el comportamiento de los axones perifericos de las
neuronas sensoriales del ganglio de la linea lateral posterior cuando son desprovistos de sus
células blanco, se incubaron larvas transgénicas dobles HGn39D:GFP x Atehla:dTomato de 3
dpf en una solucion de CuSO, 10 pM por 2 horas. Durante esta incubacidn, se observd in vivo,
mediante microscopia confocal timelapse, el comportamiento de los axones de las neuronas
aferentes que inervan el primer neuromasto de la linea lateral primaria {L1} (Ver video adjunto
i),

Durante la incubacién en sulfato de cobre 10 uM las células ciliadas comienzan a
desaparecer después de 7 minutos y se pierden totalmente a los 30 minutos una vez iniciada la
incubacion {Hernandez y cols.,, 2007). En paralelo, se observa una desorganizacidn de los
terminales sinapticos que inervan este neuromasto. Este fendmeno se hace evidente una vez
que estas tltimas han desaparecido, cuando los terminales nerviosos comienzan a presentar
una conducta exploratoria, volviéndose mas dindmicos que al comienzo de la Incubacién
cuando aun hay células ciliadas (Video 1, Fig. 3).

Ademas, se realizé6 un timelapse de [a inervacién del neuromasto en condiciones
normales. Al comparar los videos se observa un aumento de la dindmica de la inervacion a

medida que van desapareciendo las células ciliadas (rojo), mientras que en la condicidn control
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{(HC") y cuando éstas son eliminadas (HC). Se compararon los promedios con un test de Student no
pareado, p < 0,001; N=16. Microscopia confocal 40X. Escala 25 pm.

En segundo lugar, para analizar el mismo conjunto de imagenes, se utilizé la
herramienta Analyze paorticles del programa Imaget que permite cuantificar el area asociada a
una estructura de interés. En este caso se evalud el area de la inervacidon (considerando la
estructura desde la base de la raiz aferente primaria) en peces controles y tratados con sulfato
de cobre de forma mas automatizada.

De la misma manera que en el caso anterior, esta cuantificacion muestra cambios
significativos en el drea de inervacion, resultando un drea menor de ésta cuando las larvas son

deprivadas de las células ciliadas {Fig. 8C).
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desorganizacién de la inervacion y un incremento del dinamismo de los axones una vez que las
células han desaparecido por completo,

Es importante destacar que a diferencia de lo gque ocurre en mamiferos, en peces y
anfibios, las células ciliadas son capaces de regenerar después de una dafio (Rev. en Warchol,
2011} y en el pez cebra, éstas lo hacen unas pocas horas después de retirar el suifato de cobre
(Hernandez y cols., 2007). Tras la regeneracion de estas células, las neuronas sensoriales
reinervan sus blancos sinapticos, tal y como se ha descrito en publicaciones previas (Faucherre
y cols., 2009; Nagiel y cols., 2008). Dado que este proceso es relativamente rdpido, no hemos
observado muerte de las neuronas sensoriales (dato no mostrado).

Por tanto, para simular mejor el contexto que se da en mamiferos, cuyas células
ciliadas son incapaces de regenerar, se decidid modificar el protocolo de manera tal de
obtener, mediante diferentes metodologfas, una ausencia prolongada de células ciliadas.

Para esto se utilizd un protocolo de exposicion constante a sulfato de cobre de
concentracion subletal, en el que las larvas tratadas no presentaban diferencias morfoldgicas
respecto de los controles {(Hernandez y cols., 2011) (ver métodos 3.3.1)

Por otro lado, en nuestro laboratorio contamos con un mutante para el gen phoenix,
que es necesario para la regeneracién de las células ciliadas, Se ha demostrado que tras una
tinica exposicién a una solucidn de 10 pM de sulfato de cobre por 2 horas, las células ciliadas de
estos mutantes presentan una regeneracion retardada (Behra y cols., 2009}. El gen phoenix se
expresa sélo en las células de soporte del neuromasto, las cuales son de importancia
fundamental para la regeneracion de las células ciliadas. En este trabajo se analizé si es que el

mutante phoenix presentaba alteraciones en la regeneracion del nervio de la LLp, ademas del

retraso en la regeneracion de las células ciliadas. Esto se realizé axotomizando larvas obtenidas
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axones centrales hacia el rombencefalo

A los 3dpf, la LLp primaria se encuentra completamente desarrollada y funcional, y
morfolégicamente, incluye todos los componentes presentes en el sistema adulto (Metcalfe y
cols., 1985). En .este estadio, la inervacion de un neuromasto consiste en una raiz del nervio
principal (nlLp} constituido por neuronas eferentes {Fig. 4B,C) y aferentes (Fig. 4D,E). Los
axones eferentes de esta inervacidn son finos y presentan terminales en forma de bulbos,
mientras que [as fibras aferentes forman una densa red entramada (Nagiel y cols., 2008).

Por la superficialidad de la linea lateral posterior, la facil manipulacién vy
mantenimiento de [os peces en los diferentes estadios del desarrollo del pez cebra asi como la
disponibilidad de lineas transgénicas que marcan los diferentes componentes, este sistema ha
sido un modelo muy utilizado en el campo de la regeneracién (Harris y cols., 2003; Murakami y
cols., 2003, Dufourcq y cols., 2006).

Dada su homologia con el sistema auditivo de los mamiferos, muchos grupos han
centrado su interés en comprender los mecanismos que controlan la regeneracidn de Ilas
células ciliadas tras un dafio y los procesos que regulan la homeostasis tisular {Ou y cols., 2007,
2008; Owens y cols., 2009; Rev. de Brignull y cols., 2009}. De la misma manera, se ha utilizado a
este sistema como modelo para el estudio de la regeneracién axonal en el SNP {Villegas y cols.,
2012; Graciarena y cols., 2014).

Se ha demostrado que cada neuromasto depositado se diferencia en dos grupos de
células ciliadas polarizadas en sentidos opuestos, es decir, estas células estan ubicadas de tal
manera en el neuromasto que la mitad de ellas se despolarizaran ante el movimiento de agua
en direccion antero-posterior, mientras que [2 otra mitad de estas células sensitivas

responderdn a movimientos de agua en el sentido postero-anterior {Lépez-Schier y cols., 2004).



Finalmente, datos previos publicados por nuestro laboratorio han demostrado que, en
larvas de pez cebra, la regeneracion de] nervio de la LLp o de las células ciliadas de los
neuromastos después de un dafio, son procesos independientes entre si. Asi, la rama principal
del nervio es capaz de regenerar en ausencia de células blanco guiado Unicamente por las
células de Schwann, mientras la generacidn de nuevas células ciliadas no depende de la llegada

de terminales aferentes (Villegas y cols., 2012).

1.4 Planteamiento del problema

Si bien se ha estudiado en profundidad la regeneracién de los principales componentes
de la linea lateral, no se ha evaluado en detalle qué ocurre con las raices aferentes del nervio
cuando el axdn es el elemento que regenera. Sorprendentemente tampoco existen trabajos
gue describan si existen alteraciones en el nicho celular del ganglio de la linea lateral en
ausencia de sus células blanco. Por tanto son innumerables las preguntas que atn faltan por
responder,

Ademas, debido a la similitud funcional y estructural entre las células ciliadas de [z linea
lateral y del oido interno de mamiferos {Pichon y Ghysen, 2004), se ha considerado importante
realizar estudios de este tipo, ya que pueden dar luces sobre enfermedades que afectan el oido
de los mamiferos. Por ejemplo se ha visto que una de las principales causas de sordera es la
ausencia de regeneracion de las células sensoriales (lzumikawa vy cols., 2005) y/o fallos en la
inervacion de las neuronas {degeneracion del nervio auditivo}(Nardol, 1997).

En este trabajo, decidimos abordar la interrogante sobre la interdependencia entre el

nervio y las células del neuromasto a través de diferentes tipos de dafio. Mediante la aplicacién
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de sulfato de cobre a diferentes concentraciones es posible hacer un dafio generalizado de las
células ciliadas o de todas las células del neuromasto (Hernandez y cols., 2007).

Ademads, en el laboratorio contamos con una técnica que permite, mediante la
aplicacion de un pulso eléctrico, dafar localmente un organo blanco de la inervacion de una
neurona aferente y estudiar el comportamiento de esta célula deprivada de su blanco sindptico
(Moya-Diaz y cols., 2014),

Creemos que nuestros resultados podran aportar algunos datos desconocidos hasta
ahora respecto al comportamiente de las neuronas aferentes y su relacion con las células

blanco de la inervacion.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipdtesis

La estabilidad de los terminales nerviosos del sistema de la linea lateral posterior, asi
como la formacién de éstos durante la regeneracion del nervio, depende de la presencia de

células ciliadas y ademas de otros tipos celulares presentes en el neuromasto

2.2 Objetivos
Objetivo General

Caracterizar la inervacion del neuromasto en un contexto regenerativo, atendiendo a

los distintos tipos celulares presentes en el neuromasto.

Objetivos Especificos

1 Estudiar el comportamiento de la inervacion tras [a ablacién selectiva de las células ciliadas

1.1 Observar si existe un fendmeno degenerativo del nervio de la linea lateral asociado a la
ablacidn de células ciliadas por un periodo de tiempo prolongado.

1.2 Determinar si los somas de las neurcnas sobreviven al ser desprovistas de sus células
blanco.

1.3 Determinar si la eliminacion de las células ciliadas afecta el patron de regeneracién post-

axotomia del nervio de la linea lateral.
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2. Analizar el compartamiento axonal tras la eliminacion selectiva de un Unico neuromasto.
Determinar si en estas circunstancias existen fendmenos de plasticidad y reordenamiento de

las proyecciones neuronales,
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material Bioldgico

En este trabajo se utilizaron como modelo experimental larvas de pez cebra (Danio
rerio}, obtenidas mediante cruces naturales de peces adultos.

Los peces fueron mantenidos en el vivero del Edifico Milenio de !a Facultad de Ciencias
de la Universidad de Chile en acuarios con flujo constante de agua, en condiciones de pH y
conductividad controladas dentro de los rangos 7-7,3 para pH y 400-600 pS para conductividad,
a una temperatura de 28 °C, con un ciclo de 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad. Las
condiciones de cuidado y alimentacién fueron realizadas de acuerdo a lo descrite por
Westerfield (1994).

Los embriones obtenidos de los cruces fueron incubados en placas Petri en 20 mL de
medio E3 {NaCl 5 mM; KCi 0,17 mM; CaCl; 0,13 mM; MgS50, 0,33 mM; 0,1% azul de metileno) a
28 °C con un ciclo de 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad. Los estadios de desarrollo
embrionarios y larvales fueron identificados de acuerdo a lo descrito previamente (Kimmel,
1995) v son expresados en horas post fertilizacion (hpf) y dias post fertilizacion (dpf)
respectivamente.

Para la realizacidn de los experimentos se utilizaron las siguientes lineas de peces:
TABS (silvestre}, Tg{Brn3c:gap43-GFP), Tg{neuroD:EGFP), Tg{HGn39D:GFP},

Tgfathol:TdTomato), Tg(sqEt20:GFP}y ademas el mutante phoenix (Tabla I).
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Tabla 1. Listado de las lineas de peces transgénicas y mutantes utilizadas en este trabajo.

Nombre de lalinea Fenotipo de interés Referencia
Ta(brn3c.gap43-GFP) Expresa GFP en membrana de células Xiao y cols., 2005
ciliadas
Tg{neuroD;EGFP) Expresa EGFP en nervio dela LLp Obholzer y cols., 2008
Tg(atehla:dTomato) Expresa dTomato (fluorescencia roja) Woada vy cols., 2010

en las células precursoras de las células
ciliadas y en células ciliadas tempranas

Tg(HGn39D:GFP) Expresa GFP en las neuronas aferentes Faucherre y cals., 2009
de nervio de la LLp

To(sqet20ET:EGFP) Expresa GFP en las células del manto e Pistocchi y cols., 2009
interneuromasticas

hlé3tg Presenta deficiencias en la Berha y cols., 2009
regeneracion de las HC después de un

tratamiento con cobre o neomicina

pho

Finalmente, para la obtencidn de los plasmidos utilizados se utilizaron bacterias

Escherichia coli DH5a (Invitrogen).

3.2 Reactivos

CuS0, (sulfato de cobre Il anhidro, Merck), MS - 222 (tricaina; A5040; Sigma), BSA,
DMSO (BM-0660, Winkler), PBS 10X (BM-1340, Winkler), Tween-20 {BM-2031, Winkler), Triton
X-100 (BM- 2020, Winkler), Etancl {(Merck), Metanol {Merck), Paraformaldehido {Merck),
Agarosa LMP (BM-0130, Winkler), Acetona (Merck), Agua bidestilada (Sanderson), DiOCS,

Solucién de Bloqueo (1g BSA, 2mlL goat serum, 1mL DMSO, 100 ul Triton X-100 en 100 mL PBS)
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3.3 Eliminacion de fas células del neuromasto con CuS0,

Se utilizaron larvas dobles transgénicas nacidas a partir de los cruces entre
Tafbrn3c:gap43-GFP) con peces Tg(neuro:EGFP} o, en su defecto; larvas dobles transgénicas
provenientes de los cruces de Tgf{brn3c:gap43-GFP} con peces Tg(HGn35D:GFP). En ambos
casos, las larvas expresan la proteina fluorescente verde en las células ciliadas de los
neuromastos y en el nervio de la LLp.

A los 3 dpf, estas larvas fueron incubadas en una seolucién de CuS0, un compuesto
toxico para las células ciliadas que mantienen un intimo contacto con el medio exterior
(Hernandez y cols., 2006). La concentracion de sulfato de cobre utilizada dependia de la
magnitud del dafio que se pretendia realizar (Hernandez y cols., 2007). Estas concentraciones
finales se obtenian a partir de una solucién stock de sulfato de cobre preparada antes de cada

experimento en agua bidestilada a una concentracidn de 10 mM para luego ser diluida en E3.

3.3.1 Eliminacion de célulgs ciliadas

Para eliminar las HC {hair cells: células ciliadas) por un corto periodo de tiempo, las
larvas se incubaron durante 2 horas en 20 mL de una solucidn 10 pM de sulfato de cobre
disuelto en E3. Una vez finalizada la incubacidn, las larvas fueron lavadas 3 veces con E3,

Por otro lado, para eliminar de manera prolongada las HC, las larvas se incubaron
permanentemente en placas Petri conteniendo 20 mL de E3 + CuSO4 a una concentracion de 3
uM. Esta solucién fue renovada diariamente hasta los 6 dpf. Esta concentracion subletal de
cobre no dafia a las larvas, y las larvas tratadas son indistinguibles de los controles en cuanto a
su morfologia y letalidad (Hernandez y cols., 2006, 2011). Ademds se observé que la incubacién

en esta concentracién de cobre no genera malformaciones en las larvas y se observa de
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manera general que las caracteristicas morfoldgicas vy fisioldgicas no difieren entre el control vy

las tratadas (Datos no mostrados).

3.3.2 Eliminacidn de otras células del neuromasto

Para eliminar todas las células del neuromasto se incubaron [arvas en una
concentracion de 50 pM de sulfato de cobre durante 2 horas. Una vez finalizado el
tratamiento, las larvas fueron lavadas 3 veces con E3 e incubadas finalmente en este medio.
Posteriormente, a los 4, 5 y 6 dpf las larvas fueron anestesiadas con tricaina y montadas en
agarosa LMP (Low Melting Point: de bajo punto de fusion } 0,75% disuelta en E3 en un placa
con fondo de vidrio (Catalogo.: p35G-1.0-14-C, MatTek Co.) para ser observadas en el

microscopio de fluorescencia y confocal.

3.4 Microinyeccicon de DNA

Las microinyecciones se realizaron usando una placa de Petri en la que los embriones
en estadio de una célula fueron ordenados en filas paralelas en el borde de un portaobjeto. Asi,
los embriones obtenidos a partir de los cruces entre Tg({brn3c:gap43-GFP) con peces
Tg(neuroD:EGFP} o embriones obtenidos por cruce de peces Tg(sqet20ET:EGFP) fueron
inyectados con 5 nL de una solucién de DNA que codifica la proteina memTdTomato bajo el
control transcripcional del promotor neuronal HuC (cedido generosamente por el laboratorio
de Dr. Hernan Lépez-Schier) disuelto en agua bidestilada, usando un inyector de presién de
nitrégeno (Narishige).

En todos los experimentos, los embriones fueron inyectados en el estadio de una célula

con una concentracion de HuC:memdTomato de 20 ng/ul. Esta inyeccién permite marcar
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aleatoriamente una neurona tinica del ganglio de la linea lateral posterior, en donde la proteina
fluorescente se visualiza en toda la neurona incluyendo el soma y el axén {Faucherre y cols.,
2009). Posteriormente, a los 3dpf se seleccionaron [as larvas que expresaban fluorescencia en

una neurona del ganglio de la LLp.

3.5 Electroablacion del nervio de la LLp vy del neuromasto

Larvas dobles transgénicas Tg(neuroD:EGFP);{brn3c:gap43-GFP) fueron anestesiadas y
montadas en agarosa LMP a una concentracidn de 0,75% en placas de acrilico rectangulares
(10.7 cm x 7 cm) con un agujero ovalado al centro, cubierto por un cubreobjetos largo. Para
llevar a cabo la axotomia se ha disefiado en el laboratorio un sistema de electroablacién (Moya-
Diaz y cols. 2014) conformado por un microscopio de fluorescencia (Leica, modelo: DMLA) que
permite visualizar los peces y controlar el punto de dafio, y un microelectrodo de tungsteno
{Catalogo: UEWMGGSEBN1M, FHC), el cual es puesto en un micromanipulador de 4 ejes. Este
microelectrodo se encuentra acoplado a una fuente de poder (Digital Midgard, Catélogo:
51595, Stoelting Co.) capaz de generar pulsos de corriente con intensidad y duracién variables.

Para lesionar el nervio de la LLp, 10 a 20 larvas fueron montadas en las placas
mencionadas anteriormente en agarosa conteniendo el anestésico tricaina. Mediante manejo
del manipulador, la punta del electrodo se presiona en la zona comprendida entre el ganglio y
el primer neuromasto de la LLp (denominado L1), evitando penetrar en el tejido. Una vez
posicionado, se aplicd un pulso de corriente de 17 pA durante 1,5 segundos {Fig. 5).

Modificando la intensidad de corriente y [a duracién y nimero de pulsos, esta técnica
permite, ademas, realizar otro tipc de dafios tisulares.

En este trabajo, se utilizd esta técnica para eliminar también neuromastos de la linea
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lateral. De igual manera a lo descrito en el parrafo anterior, el electrodo fue posicionado sobre
el neuromasto de interés y mediante la aplicacién de dos pulsos de 8 pA de 2 segundos cada

uno se dafid esta estructura.

Figura 5. Esquema del montaje experimental del sistema de electroablacién (Tomado de Moya-Diaz y
cols., 2014). (a) Los pulsos de corriente son generados por una fuente de poder (flecha negra), la cual se
conecta con el electrodo y el medio liquido presente en la muestra. El microelectrodo es sostenido por
un micromanipulador (punta de flecha negra) y las larvas son visualizadas con un microscopio de
fluorescencia (punta de flecha blanca). (b) Vista en primer plano del montaje experimental. El
microelectrodo (flecha blanca) entra en la agarosa por un lado, y un cable a tierra es conectado por el
otro lado (flecha negra). Las larvas son montadas en agarosa (punta de flecha negra), en una placa de
acrilico con un calado central (punta de flecha blanca).

3.6 Inmunohistoquimica y ensayo TUNEL

Las larvas fueron fijadas con PFA 4% disuelto en PBS por 2 horas a temperatura
ambiente, y posteriormente lavadas 4 veces en PBS-T (PBS-Tween 0,1%) por 5 minutos para
luego ser deshidratadas en concentraciones crecientes de metanol disuelto en PBS-T (25%-
50%-75%-100%).

Una vez en metanol 100% las larvas pueden permanecer entre 1 noche y varios meses
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a -20 °C, Al momento de ser utilizadas, las larvas fueron rehidratadas en lavados de metanol
decreciente (100%-75%-50%-25%) v finalmente se realizaron 2 lavados de 10 minutos con PBS-
T. Posteriormente fueron incubadas por 45 minutos en proteinasa K {10 pg/mlL). A
continuacién, las larvas fueron fijadas con PFA 4% por 40 minutos a temperatura ambiente e
incubadas en solucién de bloqueo durante 2 horas a temperatura ambiente, Luego se deseché
la solucién de bloqueo, se agregé el anticuerpo primario (anti-GFP, ratén) disuelto en solucién
de blogueo y se dejo incubando toda la noche a 4 °C. A continuacidn, se desecho la solucién
con anticuerpo primario y se realizaron 4 lavados con PBS-T de 10 minutos cada uno. Luego se
agregd el anticuerpo secundario {Alexa 488 anti-ratdn) disuelto en solucidén de bloqueo v se
fncubd por 2 horas a temperatura ambiente con agitacién suave en oscuridad. Posteriormente
se realizaron 4 lavados de 20 minutos en PBS-T, para finalmente realizar la adquisicién de
imagenes en el microscopio.

Para realizar el ensayo TUNEL se utilizé el kit TUNEL Apoptosis Detection Kit-Millipore y
se siguieron las instrucciones del fabricante. Se realizé un protocolo similar al de
inmunofluorescencia, a excepcion de que todos los lavados fueron realizados con PBS-Triton X-
100, 0,3%.

Todos los ensayos TUNEL realizados en este trabajo se realizaron en conjunto con Ia
inmunofluorescencia anti GFP. Al finalizar la incubacidén con el anticuerpo secundaric fue

afadida la tincién nuclear TO-PRO 3 a una concentracién de 0,005% en PBS-T.

3.7 Adqguisicidn y procesamiento de imdgenes

Para la obtencidn de imagenes in vivo se utilizé un microscopio de epifluorescencia

(OLYMPUS, modelo: 1X81) y un microscopio confocal (Zeiss, modelo: LSM 510 META). En ambos
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casos las larvas fueron anestesiadas con tricaina {MS-222, Sigma) v montadas en agarosa LMP
0,75 % disuelta en €3,

En los experimentos de microscopia time-lapse se utilizd el microscopio confocal. Las
larvas fueron anestesiadas y montadas en agarosa LMP 1 % disuelta en E3. Un stack de
imdgenes de la zona de interés fue obtenido con un objetivo de 20X 6 40X. Dependiendo del
objetivo utilizado, las imdgenes se tomaron con un espaciamiento de 2,7 pm y 1 pm
respectivamente. Cada stack fue tomado cada 5 minutos durante un tiempo total de 2 horas.

Al finalizar la adquisicién de las imagenes, se generd la proyeccién en z de cada stack
con el programa /magel, obteniendo asi una dnica foto por tiempo. Los desplazamientos y
movimientos de la larva durante el time-fapse se corrigieron usando el plugin stackreg de
Imagel. Al finalizar el procesamiento, esta secuencia se grabd con formato de video. Para la
obtencion de imdgenes de larvas fijadas se utilizaron ambos microscopios. Las larvas fueron
montadas en agarosa LMP 1% disuelta en PBS,

Todas las imdgenes fueron procesadas y analizadas usando el programa Imagel 1.47

(http://rsb.info.nih.gov/ij/download.html)

3. 8 Andlisis Estadistico

Para todos los analisis estadisticos realizados en este trabajo se utilizé el software
GraphPad Prism verstén 5.0b para Mac OS X (GraphPad Software, San Diego California USA,

www.graphpad.com). Para analizar la normalidad de los datos se utilizé la prueba de

Kolmogorov-Smirnov, con una probabilidad de error p < 0,05. Los datos analizados que
cumplieron con el supuesto de normalidad fueron analizados mediante test de Student

paramétrico 0 ANOVA segtin fuera el caso. Para el anidlisis a posteriori del ANOVA se utilizé el

23




post-test de Bonferroni.
Las datos que no cumplieron con el supuesto de normalidad fueron analizados

mediante el test de Mann-Whitney.
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4, RESULTADOS

4.1 Desorganizacion de la inervacion aferente de los neuromastos tras la eliminacion de las

células ciliadas.

Con el objetivo de estudiar el comportamiento de los axones periféricos de las
neuronas sensoriales del ganglio de la linea [ateral posterior cuando son desprovistos de sus
células blanco, se incubaron larvas transgénicas dobles HGn39D:GFP x Atohla:dTomato de 3
dpf en una solucién de CuSO, 10 pM por 2 horas. Durante esta incubacion, se observd in vivo,
mediante microscopia confocal timefgpse, el comportamiento de los axones de las neuronas
aferentes que inervan el primer neuromasto de la linea lateral primaria (L1} (Ver video adjunto
1).

Durante la incubacion en sulfato de cobre 10 uM las células ciliadas comienzan a
desaparecer después de 7 minutos y se pierden totalmente a los 30 minutos una vez iniciada la
incubacion (Herndndez y cols.,, 2007). En paralelo, se observa una desorganizacién de los
terminales sindpticos que inervan este neuromasto, Este fenémeno se hace evidente una vez
que estas ultimas han desaparecido, cuando los terminales nerviosos comienzan a presentar
una conducta exploratoria, volviéndose mas dindmicos que al comienzo de [a incubacidn
cuando aun hay células ciliadas (Video 1, Fig. 3).

Ademds, se realizd un timelapse de la inervaciéon del neuromasto en condiciones
normales. Al comparar los videos se cbserva un aumento de la dindmica de la inervacion a

medida que van desapareciendo las células ciliadas (rojo), mientras que en la condicién control
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la estructura de la inervacion no presenta grandes cambios en su morfologia y permanece mas
bien estable en el tiempo.

Por otro lado, cuando las larvas son expuestas a la solucién de sulfato de cobre dentro
de un incubador a 282C, lavadas y luego observadas en el microscopio, en general ocurre que la
raiz aferente primaria pierde sus mdltiples ramificaciones secundarias, finalmente tomando la

forma de una raiz aferente con sélo una o dos raices secundarias (Fig. 4).

2hpi CuSO:s 10 UM e

Figura 6. Desorganizacion de la inervacion de neuronas aferentes tras la eliminacién de las células
blanco. (A): Esquema de una larva de 3 dpf. El recuadro punteado muestra el area enfocada en los
paneles B y C. (B,C): Larva doble transgénica Tg(HGn39D:GFP);(Atoh1:TdTomato) de 3dpf. En verde se
observa el nervio de la linea lateral y en rojo, las células ciliadas antes del tratamiento con cobre (B) y al
final de la incubacién durante 2 horas (C). Microscopia confocal 40X. Escala 25 pum.

Para cuantificar este fendmeno, un grupo de larvas transgénicas HGn39D:GFP de 3dpf

fueron tratadas con sulfato de cobre 10 uM por 2 horas. Al finalizar este tratamiento, las larvas

fueron fijadas con PFA al 4% para realizar posteriormente una inmunofluorescencia contra GFP
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(Fig. 7B). En paralelo, se fijaron un grupo de larvas control no tratadas del mismo estadio de
desarrollo (Fig. 7A).

Las imagenes obtenidas en microscopia confocal fueron analizadas utilizando el
programa ImageJ. En primer lugar se contabilizaron de manera manual el niUmero de raices
aferentes secundarias. En todos los peces analizados, el tratamiento con sulfato de cobre 10
MM produjo una diminucion significativa en el nimero de estas estructuras (p = 0,0002) (Fig.

7C).

control (HC+) CuS0:4 10 uM (HC-)

.

tg(HGn39D.GFP)

Fededk

N° de raices
secundarias en L1

B

HC * HC"

Figura 7. Cuantificacion del nimero de raices secundarias en ausencia de células ciliadas (HC). (A)
Inervacion del neuromasto L1 del lado derecho en larvas transgénicas HGn39D:GFP, se muestra una larva
control y una larva tratada. Las flechas verdes indican las raices secundarias que fueron contabilizadas.
(B) Se muestra el promedio t el error estandar de raices secundarias en presencia de células ciliadas
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{HC") y cuando éstas son eliminadas (HC). Se compararon los promedios con un test de Student no
pareado, p < 0,001; N=16. Microscopia confocal 40X. Escala 25 pm.

En segundo lugar, para analizar el mismo conjunto de imdgenes, se utilizd la
herramienta Analyze particles del programa Images que permite cuantificar el area asociada a
una estructura de interés. En este caso se evalué el drea de la inervacién (considerando la
estructura desde [a base de la raiz aferente primaria) en peces controles y tratados con sulfato
de cobre de forma mas automatizada.

De la misma manera que en el caso anterior, esta cuantificacién muestra cambios
significativos en el drea de inervacidn, resultando un drea menor de ésta cuando las larvas son

deprivadas de las células ciliadas {Fig. 8C).
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Figura 8. Cuantificacion del érea de la inervacion en ausencia de células ciliadas (HC). (A-F) Esquema del
proceso de cuantificacion del area de la inervacion en el programa ImageJ. (A,D) Seccién analizada, las
terminales aferentes expresan GFP. Microscopia confocal 20X. Escala 25 um. (B,E) Ajuste del umbral y
conversion a imagen binaria. (C,F) Seleccion del drea de la inervacién y cuantificacién de ésta a través de
la herramienta Analyze particles. (G) Se muestra el promedio + el error estandar del area de la inervacién
en presencia de células ciliadas (HC") y cuando éstas son eliminadas (HC'). Se compararon los promedios
con un test de Student no pareado, p < 0,001; N=16.

Esto sugiere que las células ciliadas de los neuromastos estabilizarian los terminales

nerviosos de las neuronas aferentes del nervio de la LLp, ya que su eliminacién produce una
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desorganizacién de la inervacidn y un incremento del dinamismo de los axones una vez que las
células han desaparecido por completo,

Es importante destacar que a diferencia de lo que ocurre en mamiferos, en peces y
anfibios, las células ciliadas son capaces de regenerar después de una dafio (Rev. en Warchol,
2011) y en el pez cebra, éstas lo hacen unas pocas horas después de retirar el sulfato de cobre
{Herndndez vy cols., 2007). Tras la regeneracion de estas células, las neuronas sensoriales
reinervan sus blancos sindpticos, tal y como se ha descrito en publicaciones previas {Faucherre
y cols., 2009; Nagiel y cols., 2008). Dado que este proceso es relativamente rapido, no hemos
observado muerte de las neuronas sensoriales [dato no mostrado).

Por tanto, para simular mejor el contexto que se da en mamiferos, cuyas células
ciliadas son incapaces de regenerar, se decidié modificar el protocolo de manera tal de
obtener, mediante diferentes metodologias, una ausencia prolongada de células ciliadas.

Para esto se utilizd un protocolo de exposicion constante a sulfato de cobre de
concentracion subletal, en el que las larvas tratadas no presentaban diferencias morfolégicas
respecto de los controles {Hernandez y cols., 2011) (ver métodos 3.3.1)

Por otro lado, en nuestro laboratorio contamos con un mutante para el gen phoenix,
que es necesario para la regeneracion de las células ciliadas. Se ha demostrado que tras una
inica exposicion a una solucién de 10 pM de suifato de cobre por 2 horas, las células ciliadas de
estos mutantes presentan una regeneracion retardada (Behra y cols., 2009). El gen phoenix se
expresa solo en las células de soporte del neuromasto, las cuales son de importancia
fundamental para la regeneracidn de las células ciliadas. En este trabajo se analizé si es que el
mutante phoenix presentaba alteraciones en la regeneracién del nervio de la LLp, ademas del

retraso en la regeneracién de las células ciliadas. Esto se realizd axotomizando larvas obtenidas
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de un cruce entre dos peces adultos portadores de la mutacién, obteniendo asi una progenie
de peces mutantes y peces silvestres. Ambos grupos tratados presentaron igual velocidad de
regeneracion, presentando cerca de las 48 hpa un nervio totalmente regenerado (Datos no
mostrados).

Tanto en la condicion de exposicion a sulfato de cobre como en las larvas mutantes, se
observé que se mantenia la inervacién hacia los neuromastos (raiz aferente primaria), sin
embargo las raices secundarias se desorganizaron por completo al igual que lo descrito

previamente. Las Figuras 9 y 10 muestran estos resultados.

A

@@

control

Figura 9. Alteraciones del nervio de la LLp tras la eliminacién prolongada de los blancos sinapticos. (A)
Esquema de larva de 6 dpf. Los neuromastos primarios se muestran en rojo, mientras que los
neuromastos secundarios se muestran en morado. El recuadro punteado sefiala la zona que se muestra
en las imagenes subsiguientes. (B) Se muestra la inervacion aferente del tercer neuromasto primario (L3)
a los 6 dpf en condiciones control y después de 3 dias de deprivacion de sus células blanco (C).
Microscopia confocal 20X. Escala 50 pum.
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En los mutantes Phoenix, al cabo de 3 dias post tratamiento (dpt), pocos neuromastos
tenian nuevamente células ciliadas, y se observaron severas defasciculaciones del nervio a nivel
de la inervacidon, ademas de una prolongacion exacerbada de las aferencias del nervio hacia

regiones fuera de la zona del neuromasto carente de células ciliadas (Fig. 10B).

Figura 10. Alteraciones del nervio de la LLp tras la eliminacion de los blancos sinapticos en mutantes
Phoenix. Larvas mutantes Pho doble transgénicas Tg(neuroD:EGFP); (brn3c:gap43-GFP) que fueron
expuestas a una solucion de 10 pM por dos horas a los 3dpf. (A) Las larvas transgénicas no mutantes
(sibling) han regenerado sus células ciliadas tras 3dpt (flechas rojas), mientras que los mutantes, (B)
incapaces de regenerar sus células ciliadas, presentan severas alteraciones del nervio. Las raices
aferentes del nervio se prolongan hacia otros neuromastos vecinos (flechas verdes). Microscopia
confocal (A) 10X y (B) 20X. Escala 100 um y 50 um respectivamente.

Estos resultados nos permitieron demostrar que si bien las células ciliadas estabilizan
los terminales nerviosos de las neuronas aferentes, no son necesarias para la mantencion de la
inervacion de las neuronas hacia los neuromastos, ya que su ausencia, incluso tras largos

periodos de tiempo, no produce la retraccion de la raiz aferente primaria de la zona.
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4.2 La inervacion de los neuromastos depende de las presencia de otros tipos celulares

presentes en éste v no de las células ciliadas.

Debido a que la ausencia de las células ciliadas, tanto en el corto como el largo plazo
resultd no generar la retraccion de la inervacion de los neuromastos, se evalud el impacto que
tiene la ausencia de otros tipos celulares presentes en el neuromasto en las neuronas aferentes
del ganglio de la linea lateral posterior.

Para esto se utilizo un protocolo de incubacion en CuSO, que elimina las células ciliadas
y los demas tipos celulares del neuromasto, inhibiendo asi la capacidad regenerativa de éstos
(Hernandez y cols., 2007} (Ver métodos 3.3.2).

Con el fin de evaluar el efecto de la ausencia de los neuromastos completos sobre el
sistema, se usaron larvas transgénicas HGn39D:GFP. Con éstas se compard el efecto de dos
tratamientos que eliminan de manera diferencial las células de éstos 6rganos.

Para ello se incubaron larvas transgénicas HGn39D:GFP en una solucién de CuSQ, 50
KM disuelta en E3 durante 2 h. Este protocolo elimina las células ciliadas y los demas tipos
celulares del neuromasto, inhibiendo asi [a capacidad regenerativa de éstos. Paralelamente vy,
con el objetivo de comparar el comportamiento axonal, se incubaron larvas transgénicas
HGn39D:GFP en una solucion de CuSO; 10 pM disuelta en E3 durante 2 h v en una solucién
control de sélo E3.

Las larvas tratadas fueron observadas vivas por microscopfa de fluorescencia 24, 48 y

72 horas después de que el cobre fue removido del medio (Fig, 11, Fig. 12).
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Para evaluar alteraciones en la inervacién hacia los neuromastos, se cuantificé el
nimero de raices aferentes totales que habia en el lado derecho de los peces expuestos a los
diferentes tratamientos. Las cuantificaciones obtenidas se muestran en la Figura 13. En
promedio, en todo los tiempos, el numero de raices aferentes es significativamente menor en
el tratamiento de CuSO, 50 pM, en el que los blancos sindpticos y sus células de soporte son
removidos de manera prolongada (p < 0,001 ). Mientras que el tratamiento CuSO, 10 pM, que
elimina Gnicamente las células ciliadas por un periodo de tiempo acotado, el ndmero de

aferencias promedio no difiere significativamente de los controles, donde estas células no son

removidas (Fig. 13).

@ 1 [ control
E:'J' gd ™= 2 = E3 CuS0,10uM
—
‘F_J P *Ew wowk - CUSO4 50 LlM
© 6
o
Q
.@ 44
S 2
(=]
=z

0

24 hpt 48 hpt 72 hpt

Figura 13. Numero de raices aferentes de los neuromastos primarios del nervio de la LLp en ausencia
prolongada de células del neuromasto. Se muestran los promedios * el error estandar para cada
tratamiento y controles en los distintos tiempos en que se cuantificaron las raices aferentes. Los
contraste entre tratamientos se realizaron con un ANOVA de una via, en el que se comparé el promedio
del nimero de aferencias para cada tratamiento en cada tiempo y luego se utilizé un test a posteriori de
Bonferroni para contrastar los tratamientos con el control. El promedio de aferencias al tratar con 50 uM
es significativamente menor para cada tiempo, p < 0,001, N=27.

36




4.3 La eliminacién de las células del neuromasto no produce muerte neuronal ni degeneracion

en el nervio de la linea lateral posterior,

Para descartar que la pérdida de [as inervaciones en [os tratamientos mas severos con
sulfato de cobre sean producto de muerte de las neurcnas sensoriales del ganglio, se
inyectaron embriones Tg{5qet20:GFP} en estadio de una célula con el constructo de ¢cDNA
HuC:memTdTomato. A los 3 dpf, se seleccionaron las larvas que expresen la proteina
fluorescente roja en una linica neurona del ganglio y se evalud, mediante microscopia confocal
time-lapse el comportamiento axonal.

A los 3 dpf se seleccionaron las larvas que posefa una sola neurona marcada, y se eligio
una larva cuya neurona inervaba el L3. Luego ésta fue incubada en CuS0,; 50 uM por dos horas,
tiempo durante el cual se realizd un time-lapse {Video adjunto 2).

Se observd que el axdn unico tiene un comportamiento similar al que se visualiza
cuando se estudia el nervio completo, ademds esto nos permitid ver que el axén, al menos en
el periodo de 2 horas deprivado de sus células blanco, no degenera sino mas bien que se
desorganiza similar a lo gque ocurre en la incubacidn con 10 pM de sulfato de cobre, ya que no

se observo una pérdida de fluorescencia en el soma de la neurona (Fig. 11).
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0 hpi 2 hpi

HuC: TdTomato

Figura 14. Cambio en la morfologia observado durante incubacién en sulfato de cobre 50 uM a nivel de
neurona unica. (A) Esquema de larva de 3dpf, los recuadros punteados muestran la region enfocada en
las imagenes inferiores. (B) Inervacion de L3 antes del tratamiento con sulfato de cobre. (C) Al final del
tratamiento, la estructura nerviosa se encuentra desorganizada. (D,E) El soma de |la neurona se observa
2hpi. Microscopia confocal 20X. Escala 35um (paneles superiores), 50 um (paneles inferiores).

Paralelamente, se evalud la viabilidad de las neuronas sensoriales tras el tratamiento
con 50 uM de sulfato de cobre. Para ello, larvas tratadas con 50 uM de sulfato de cobre o con
solucion control fueron fijadas 2 y 12 horas post tratamiento para realizar un ensayo TUNEL.
Las larvas fueron observadas por microscopia confocal y las imagenes obtenidas fueron
analizadas con el programa Image/ para cuantificar el nimero de células que tenfa marca

positiva para el ensayo TUNEL. El resultado de la cuantificacion demostré que no habian
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diferencias significativas en el numero de neuronas sensoriales apoptéticas, por lo que no hay

una fendmeno de muerte celular asociado a la pérdida de las células del neuromasto.
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Figura 15. Evaluacion de muerte neuronal asociada a la deprivaciéon de blancos sinapticos. Larvas
transgénicas NeuroD:GFP; Brn3c:gap43-GFP: de 3dpf fueron tratadas con CuS0; 50 uM por dos horas y
fijadas inmediatamente y luego 12 hpt. Se realizé un ensayo TUNEL para evaluar muerte celular en el
ganglio. (A) Se muestra el ganglio (gLLp) de las larvas en verde v las células ciliadas (hc) en la condicion
control. Las células TUNEL positivas se muestran en rojo y se indican con flechas blancas. Se observan
marcadas las células del primer neuromasto dorsal cuando las larvas son tratadas con cobre. En general
no se observan células del ganglio que presenten marca TUNEL en ninguna de las condiciones. (B)
Cuantificacion del nimero de células TUNEL positivas en el ganglio para cada condicién. Se muestra el
promedio de éstas para cada condicion * el error estandar. Se hizo una comparacion con un test de
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Mann-Whitney dentro de cada tiempo, mostrando que el nimero de células marcadas no difiere
significativamente entre las condiciones control y CuS0, 50 pM (p=0,52 y p=0,60 para 2 y 12 hpi
respectivamente), N = 32. Microscopia Confocal 40X. Escala 50 um.

4.4 La ausencia de células ciliodas no afecta la regeneracion de la rama principal def nervio de

la linea lateral posterior, pero si tiene un efecto sobre las raices aferentes

La rama principal del nervio de la linea lateral es capaz de regenerar en ausencia de
células ciliadas, demostrando que aun cuando éstas no estan presentes el nervio es capaz de
volver a prolongarse por completo y sin defasciculaciones hasta [a cola del pez, a una velocidad
igual a la de ias larvas controles (Villegas y cols., 2012).

En este trabajo se observd lo que ocurria con la emision de raices aferentes, durante la
regeneracidn, hacia la zona de los neuromastos en ausencia de células ciliadas y otras células
del neuromasto. Para ello, se utilizaron larvas dobles transgénicas provenientes de un cruce
entre dos lineas transgénicas NeuroD:EGFP y Brn3c:gap43-GFP. Esto nos permitid observar
tanto las células ciliadas como el nervio de la LLp. Las larvas seleccionadas fueron axotomizadas
a los 3 dpf y luego fueron incubadas en una solucién de sulfato de cobre 3 pM de manera
permanente hasta las 48 hpa para evitar la regeneracidn de las células ciliadas.

Se observd que en ausencia de células ciliadas el nervio fue capaz de regenerar
prolongandose nuevamente a lo largo del miosepto sin defasciculaciones, y también formando
proyecciones colaterales hacia los neuromastos. Ademds, no se observaron diferencias
significativas en la temporalidad en que el nervio lograba alcanzar la cola del pez, respecto de

las larvas controles (Fig. 13C,D).
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En el sitio de los neuromastos las raices aferentes primarias se encuentran presentes,
pero a nivel de las raices secundarias se encuentra una morfologia alterada respecto de los
controles (Fig. 13C",D').

Por iltimo, ante la eliminacién de todas [as células de los neuromastos, mediante un
tratamiento de sulfato de cobre 50 pM por 2 horas, subsiguiente a [a axotomia, el nervio era
capaz de prolongarse a lo largo del miosepto hasta la cola del pez, en una temporalidad no
diferente de la que lo hacen las larvas no tratadas (Fig. 13 C,E). Sin embargo, estas larvas
presentaban una ausencia casi total de la emisidén de raices primarias hacia ventral. Y en
general las raices emitidas se encontraban totaimente desorganizadas respecto de los

controles y de [as larvas tratadas con sulfato de cobre 3 pM (Fig. 13 E').
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Figura 16. Regeneracion del nervio de la LLp en ausencia de células ciliadas. Larva transgénica
NeuroD:GFPxBrn3c:gap43-GFP tras 48 hpa (5dpf). (A)JEsquema de una larva de 3 dpf en el que se
muestra |la zona del nervio en donde se realiza la electroablacién. El recuadro azul indica la regidn
visualizada en el panel B. (B) Tras 1 hpa, el nervio se ve totalmente seccionado (flecha blanca). (C) Larva
control y neurotomizada tras 48 hpa (D) Eliminacion de las HC, el nervio ha regenerado y ha sido capaz
de prolongarse a lo largo del eje del miosepto sin defasciculaciones ni neuritas fuera de la zona del
miosepto. Se observa la presencia de raices colaterales hacia la zona de los neuromastos (flechas
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blancas), (D') Amplificacién del recuadro blanco en (D), se muestran las raices colaterales, pero se
observa que si bien estos estan presentes, se encuentran desorganizados en comparacién a la condicién
control (C'). {E) Eliminacién de todas las células del neuromasto, el nervio regenera. Se observa la
presencia de neuritas hacia el miosepto (E'} Se muestran amplificadas las neuritas, las cuales no
presentan ninguna organizacién similar a las condiciones anteriores. Microscopia confocal 20X. Escala
200 um, inset 50 pm.

4.5 La electroablacion de un neuromasto tiene multiples resultados sobre la inervacion asociada

aéste

Debido a que observamos que al eliminar [os neuromastos no habia un fendmenos de
muerte neuronal en el ganglio, nos parecié interesante estudiar un Gnico axdn y que era lo que
ocurria cuando el neuromasto inervado por éste era eliminado de manera selectiva, es decir,
cudl era el destino de una neurona, cuando esta era deprivada de su blanco sinaptico y por
ultimo, evaluar la capacidad de esta célula nerviosa para reinervar a otros neuromastos.

Con este propdsito, se utilizaron larvas transgénicas Sqet20:GFP, las cuales fueron
inyectadas en estadio de una célula con un constructo de cDNA HuC:memTdTomato, lo que
permite generar cierto grado de mosaicismo en su expresion. A los 3 dpf se seleccionaron las
larvas que tenian marca en una neurona del ganglio. Posteriormente a estas larvas se les hizo
un dafio en el neuromasto inervado por la neurona marcada.

la técnica de electroablacidn del neuromasto se desarrolld en el laboratorio para
estudiar fendmenos de regeneracion en este drgano y de diferenciacidn celular. Asi, se ha
observado que tras dafiar al neuromasto siguiendo las condiciones mencionadas
anteriormente, existe un 60% de larvas que regenera el neuromasto y el 40% restante no logra
regenerar y solo repara la zona de daiio sin formarse un nueve neuromasto. De las larvas que

regeneran el neuromasto dafiado, un 30% logra hacerlo antes de las 48 hpd y el resto lo hace a
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las 72 hpd. Asi, las larvas son seguidas hasta las 72 horas posteriores al daiio, y se consideran
como no regeneradas las larvas que una vez pasado este tiempo no han formado un nuevo
neuromasto en el sitio de dafio {Sanchez y Allende, datos no publicados).

Es importante destacar que como consecuencia de la metodologia de electroablacién
utilizada para dafiar al neuromasto se produce inherentemente un dafio en el nervio de la LLp,
produciéndose una lesidn similar a una neurotomia, la cual desencadena todos los procesos
asociados a la degeneracién Walleriana hacia caudal desde la zona de dafio. En estudios previos
(Sarrazin y cols., 2010} y resultados obtenidos en nuestro laboratorio (Ceci y Allende, datos no
publicados) se ha demostrado que las neuronas después de una lesidn del nervio, no presentan
especificidad por el blanco sinaptico que inervaban previo al dafio. Asi, después de una lesion
una neurona que inervaba el L1 puede inervar el L3, incluso neuronas derivadas de [a placoda
del primordio primario pueden inervar neuromastos secundarios (Sarrazin y cols., 2010).

En este trabajo se observd que después de aplicar el estimulo eléctrico para eliminar el
neuromasto, la neurona asociada a éste puede inervar neuromastos posteriores a la zona de
dafio.

En nuestras manos, para efectos de este trabajo, no hemos logrado obtener larvas que
hayan regenerado el neuromasto dafiado. En estas [arvas que no regeneran hemos observado
cuando las células interneuromadsticas comienzan a repoblar la zona dafiada, [a neurona emite
una raiz aferente hacia ésta. Esta ramificacion permanece hasta los 2 dias posteriores al dafio y,

en el sitio donde se realizo la lesidn, la raiz colateral de la neurona se retrae (Fig. 17, Fig. 18).
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HuC:TdTomato

Figura 17. Retraccion de la
inervacion durante la eliminacidn
de un neuromasto. (A) Esquema
de una larva de 3dpf donde se
indica que neuromastos fueron
observados.(Imagenes columna
izquierda) Se  muestra la
inervacion del neuromasto. La
marca corresponde a una
neurona Unica. (Imagenes
columna derecha). Se muestra la
superposicion de las células
interneuromasticas (verde) y el
axén asociado al neuromasto que
fue dafiado (rojo). (B,B’) 1 bpd se
ve una discontinuidad de las
células interneuromasticas
(flechas blancas), ademas de una
fragmentacion del nervio debido
a la axotomia. (C,C’) 24 bpd se

observa que las celulas
interneuromasticas se
reconectan, y reaparece la
inervacion asociada al

neuromasto (flecha roja). (D,D’)
48 hpd se observa que el
neuromasto aun no ha
regenerado y aun se visualiza una
raiz aferente hacia la zona
dafiada. (E,E’) 72 hpd el
neuromasto no regenera y se
observa que la raiz aferente
asociada ha desaparecido.
Microscopia de fluorescencia.
Escala 35 um.
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Figura 18. Inervacion de neuromastos posteriores después de la eliminacion de un neuromasto
especifico. (A) Esquema de una larva de 3 dpf, los recuadros encierran los neuromastos mostrados en las
imagenes inferiores. (B) Previo al dafio, la neurona inerva el L3, 1 hpd (C) no se observan células que
expresen GFP en la zona del neuromasto. 24 hpd (D-E’) en L3 se observa una pequeiia ramificacion del
nervio hacia la zona de dafio (flecha roja), por otro lado la neurona ha inervado el L4. 48 hpd (F-G’) El
neuromasto no regenera, y la inervacion de la zona desaparece, mientras que en L4 la inervacion
permanece. Microscopia confocal 20X. Escala 50 pm.
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5. DISCUSION

El objetivo del presente trabajo fue analizar la presencia de relaciones tréficas o de
dependencia entre los componentes del sistema de la linea lateral posterior en la larva del pez

cebra.

5.1 lLas células ciliadas, en estadivs tempranos de desarrollo, son independientes de la

inervacion

En estudios previos se ha observado que las células ciliadas y los neuromastos no
presentan una dependencia, al menos en el corto, de la presencia del nervio. Ya que en
estadios tempranos del desarrollo, aun cuando la migracion del nervio es detenida o inhibida,
el primosrdio de la LLp es capaz de migrar y depositar los proneuromastos y estos son capaces
de diferenciarse posteriormente en neuromastos {Lopez-Schier y cols., 2004; Schuster y cols.,
2010). Y por otro lado, en estudios de regeneracion axonal, Villegas y cols. {2012) describieron
que cuando el nervio degenera y estd ausente, las células ciliadas son capaces de regenerar y
no presentan mayor muerte celular que cuando el nervio esta presente. Un estudio posterior,
realizado por Wada y cols. (2013) detnostré que la eliminacidén del nervio de la LLp a largo
plazo, tiene efectos sobre el desarrollo de los neuromasto en el adulto, ya que afecta el
proceso de budding por el cual éstos se forman. Estos resultados sugieren que el desarrollo
larval de los neuromastos no depende en gran medida de la presencia del nervio, pero el
desarrollo adulto de éstos si depende de que la inervacién esté presente. Sin embargo, este

estudio se centra en el estado larval del desarrollo, v en este estado los neuromastos no

dependen de la inervacién.



Es por esto que nos decidimos centrar exclusivamente en la dependencia del nervio de
la presencia de células ciliadas. Esto fue observado de dos maneras: primero se ohservo el
fendmeno asociado a [a deprivacion de las células blanco y otras células del neuromasto en
condiciones normales del nervio, y debido a que se encontré un efecto, en segundo lugar
decidimos estudiar si es que este efecto era replicable en condiciones de regeneracidn del

nervio luego de una neuratomia de éste.

5.2 Estudios sobre el nervio de la linea lateral posterior durante la eliminacion de células

ciliadas

Se han realizado diversos estudios sobre la regeneracién de [as células ciliadas en el
sistemna de la LLp del pez cebra {Harris y cols., 2003; Hernandez y cols., 2006, 2007; Ma y cols,,
2008), pero muy pocos trabajos se han centrado en observar qué es lo que ocurre con el nervio
durante y después de la regeneracién de las células ciliadas. Las células ciliadas después de ser
tratadas de manera aguda con drogas ototdxicas regeneran aproximadamente dentro de 12
horas después del tratamiento, produciendo la recuperacion funcional y anatomica del
neuromasto en 48 horas (Harris y cols., 2003; Herndndez y cols., 2007). Posteriormente, un
estudio realizado por Nagiel y cols. {2008} mostro que después de un tratamiento con una
solucidn sulfato de cobre 10 pM la neurona que inerva al neuromasto retrae sus terminales de
la zona y 12 hpt comienzan a formarse nuevamente las sinapsis sobre las primeras HC que han
regenerado. Ademds de este estudio, en conjunto con un estudio realizado por Faucherre y
cols. {2009} no existen otros trabajos que se centren en el nervic y sus aferencias durante

procesos de eliminacién de las células ciliadas y otras células del neuromasto.
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5.3 Ventajas del modelo de la linea lateral posterior

5,3.1. Ventajas para estudios en dindmica neuronal

Los estudios de este tipo realizados hasta ahora han sido desarrollados principalmente
en el modelo murino, debido a que ha sido de gran interés entender los procesos debidos a los
cuales se produce el dafio del nervio auditivo, o Ja muerte de las células ciliadas internas
presentes en la cdclea del oido mamifero por su relacién con enfermedades como la sordera y
otras que pueden afectar el sistema auditivo en el ser humano. Y hasta ahora estos procesos
han sido descritos en muestras in vitro o ex vivo tales como muestras fijadas para histologia
(Xiang y cols., 2003; Stankovic y cols., 2004}, explantes de tejido nervioso (Zheng y Gao, 1996;
Evans, y cols., 2009) y cultivos neuronales (Campenot, 1977, 1982a, 1982b; Davies y cols.,
1986).

Pero a pesar de que las técnicas in vitro tienen multiples ventajas, una de sus mayores
desventajas es la imposibilidad de re-establecer la mayoria de las propiedades de las células
nerviosas en su contexto original dentro del organismo vive (Federoff y Richardson, 2001).

Por esto, la metodologia de visualizacién in vivo, en un organismo completo, abre una
serie de posibilidades en la investigacion de las dinamicas neuronales durante procesos
regenerativos. La visualizacidn in vivo permite describir el comportamiento de crecimiento de
las neuritas durante estos procesos, el cual muchas veces corresponde a un movimiento de

elongacién-retraccion, y permite la observacion continua en el tiempo de un mismo individuo.

5.3.2 Ventajas para el estudio de eliminacion de blancos sindpticos
El sistema de la LLp al ser un sisterna que se encuentra en la superficie de la larva, y

debido a que los neuromastos estan en estrecho contacto con el medio liquido en el que los
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peces habitan, éstos pueden ser eliminados ficilmente por distintos métodos {(por ejemplo:
drogas, electroablacién). A la vez que presenta la ventaja de poder eliminar de manera
selectiva distintos tipos celulares presentes en el organo blanco, y al estar éstos distribuidos de
manera discreta a lo largo del pez, poder eliminar de manera selectiva un Unico dérgano.
Finalmente, el que sea un modelo in vivo facilita, la descripcidn de procesos de retraccion y
degeneracién del nervio durante la eliminacién de blancos sindpticos, ademas de otorgar la
posibilidad de realizar un screening de las moléculas que estdn implicadas la mantencion y

estabilizacién de los terminales nerviosos.

5.4 Efectos colaterales del sulfato de cobre sobre el nervio vy otras posibles metodologias para fa

eliminacion de las células del neuromasto

.El cobre en su forma idnica puede presentar efectos en miltiples niveles en un
organismo, y debido a su alto potencial de dxido-reduccidn es capaz de generar un estrés
oxidativo importante en las células (Gaetke y Chow, 2003). El cobre interactt!a con los canales
idnicos de las células ciliadas, y en teoria es a través de sus canales para la mecanotransduccion
que el cobre ingresa a éstas {Nagiel y cols. 2008}). A nivel neuronal el cobre presenta multiples
efectos, tales como un aumento de la excitabilidad

De todas formas, nuestros resultados sugieren que lo observado no tiene que ver con
un efecto directo del cobre sobre las neuronas v la inervacion, ya que los efectos se observan a
largo plazo, incluso una vez que el cobre es removido del medic. Por otro lado, si bien la
concentracion de cobre que finalmente alcanza el sitio de los terminales nerviosos es
indeterminada, sabemos con seguridad que esta es bastante inferior a la concentracion

contenida en el medio de incubacidn, ya que, al menos en ratdn se ha estudiado en neurona




{imica y en rebanada que a estas concentraciones son altamente toxicas y letales para las
células nerviosas (Mathie y cols., 2006). Ahora, si bien lo mds probable es que el sulfato de
cobre, en las condiciones utilizadas en este trabajo, no esté teniendo un efecto directo sobre la
organizacion de los terminales nerviosos, no se puede descartar un posible efecto colateral, el
que podria ser probado utilizando en un futuro trabajo otras metodologias o ensayos.

Un método alternativo para eliminar de manera especifica distintos tipos celulares
presentes en el neuromastos podria ser el mecanismo de expresién de nitroreductasa a través
del sistema Gal4-UAS, implementado por Davison y cols. {2007). Este sistema es relativamente
nuevo, y ha sido ampliamente utilizado en el modelo del pez cebra para generar la muerte de
un tejido especifico (Pisharath y Parsons, 2009). Este método consiste en la expresion de una
nitroreductasa de E. Coli (NTR) que se expresa asociado a la secuencia UAS y una proteina
fluorescente, dirigida por el factor de transcripcién Gal4, que se encuentra asociado a un
promotor especifico. En el caso de estudios de eliminacion de blancos sindpticos, este sistema
podria servir para eliminar de manera especifica cada tipo celular del neuromasto, utilizando

distintos promotores unicos de cada célula.

5.5 Rol de las células ciliadas en la estabilidad de los terminales nerviosos del nervio de la LLp

Se sabe que las células ciliadas expresan BDNF (Broin derived neurotrophic factor) en
estadios larvales y juveniles del pez cebra, presentando un peak en su expresion a los 20 dpfy
posteriormente comienza a disminuir (Hashimoto y Heinrich, 1997; Germana y cols., 2010).
BDNF es un receptor del ligando Trk, que esta presente en las neuronas del ganglio de la LLp
(Martin y cols., 1995). Por lo que efectivamente existe una relacion tréfica entre ambos tipos

celulares.
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En el trabajo agui expuesto, se analizd qué ocurria en el nervio de la LLp cuando las
células ciliadas eran eliminadas por periodos de tiempo breves y prolongados. Se demostro que
en el sistema de la linea lateral del pez cehra, las células ciliadas no son un factor determinante
en la sobrevida de las neuronas que las contactan. Sin embargo, fas células ciliadas si parecen
tener un rol en la estabilidad de los terminales nerviosos que las contactan, ya que cuando
éstas son eliminadas, incluso por periodos breves de tiempo, estos terminales se desorganizan
rapidamente perdiendo su conformacidn original.

Por otro lado, aun cuando fueron eliminadas por periodos prolongados de tiempo,
simulando lo que ocurre en mamiferos, donde estas células no tienen la capacidad de
regenerar (Rev. en Warchol, 2011), los terminales nerviosos no se retrajeron de la zona de los
neuromastos. Las rafces aferentes del nervio permanecieron en la regién ventral a éste, incluso
prolongdndose y extendiéndose hacia la region de neuromastos aledafios. Estos resultados
sugieren que los terminales nerviosos son capaces de recibir sefiales de otros tipos celulares de

la linea lateral, diferentes a las células ciliadas.

5.6 Posibles tipos celulares involucrados en la llegada y mantencion de la inervacion en el sitio

del neuromasto
5.6.1 Células de soporte y progenitores de las células ciliadas

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta tesis, las células que podrian en primera
instancia tener un rol en la mantencidn de las raices aferentes primarias del netvio, en la regién
de los neuromastos, serfan los progenitores basales de las células ciliadas presentes en los

neuromastos. Ya que cuando estos fueron eliminados se produjo una severa retraccion de los
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terminales nerviosos, En [a base de datos ZFIN (The zebrafish model organism database)1 no se
registra la expresion de factores neurotréfices en las células de soporte de los neuromastos, a
pesar de que lo observado en este trabajo indica una influencia importante de este tipo celular
en la inervacién del neuromasto. Queda por investigar sobre que posibles factores moleculares

presentes en este tipo celular podrian estar ejerciendo una influencia sobre el nervio de 1a LLp.

5.6.2 Células interneuromadsticas

Los resultados obtenidos en esta tesis en conjunto con resultados obtenidos por otros
miembros del laboratorio (Sdnchez y Allende, datos no publicados) sugieren que las células
interneuromasticas, en ausencia de células gliales diferenciadas, son capaces de generar la
emisidn de una raiz aferente desde el nervio hacia la zona del neuromasto cuando este ha sido
dafiado. Se sabe que estas células interneuromasticas expresan diversos marcadores
moleculares similares a los presentes en la glia, uno de ellos es el factor neurotréfico GDNF
(Glial derived neurotrophic factor) (Schuster y cols., 2010}, por lo que potencialmente estas
células tendrfan la capacidad de generar la formacién de raices colaterales desde el nervio
principal. Ademads en el trabajo realizado por Schuster y cols. se demuestra que durante la
regeneracion del nervio, en ausencia de células de Schwann diferenciadas, el nervio puede ser
guiado por las célul#s interneuromadsticas. Asi, sugerimos que las células interneuromasticas,
durante la regeneracion del neuromasto después de una electroablacion, son necesarias para

que se emita una raiz del nervio hacia el sitio de daiio, pero esta sefial, en ausencia de otras

! Bradford, Y., Conlin, T., Dunn, N., Fashena, D., Frazer, K., Howe, D.G., Knight, )., Mani, P., Martin, R., Moxon, 5.A.,
Paddock, H., Pich, €., Ramachandran, 5., Ruef, B.)., Ruzicka, L., Bauer Schaper, H., Schaper, K., Shao, X., Singer, A.,
Sprague, J., Sprunger, B., Van Slyke, C., and Westerfield, M. {2011} ZFIN: enhancements and updates to the zebrafish
model organism database. Nuclelc Acids Res.. 39(suppl 1):D822-D829
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sefiales que podrian estar siendo secretadas por células del neuromasto diferente de las células

ciliadas, no es suficiente para la mantencién de la raiz en este sitio.

5.7 Las neuronas de nervio de la Llp difieren de las neuronas del ganglio espiral en su

dependencia de las células del 6rgano blanco.

En el trabajo aqui presentado, se determind que en el sistema mecanosensorial de la
larva del pez cebra, la deprivacion de blancos sinapticos, no produce la degeneracion de las
neuronas aferentes de este sistema. Mas aun, se demostré que incluso la eliminacion de las
células de soporte y otras células acompafiantes de las células ciliadas tampoco tenia un efecto
degenerativo sobre estas neuronas, contrariamente a lo observado previamente en mamiferos,
en los que tanto la eliminacién de células ciliadas (Xiang y cols., 2003) como la disminucién de
la expresion del receptor erb83 de las células de sopdrte del oido {Stankovic y cols., 2004},
tienen un efecto degenerativo sobre las neuronas del ganglio espiral; que son las neuronas
aferentes del oido interno en mamiferos. Estos resultados sugieren que la capacidad
regenerativa del sistema de la linea lateral posterior, podrian tener un efecto sobre la
sobrevida de las neuronas, sugiriendo que este sisterna sensorial presenta una gran plasticidad
neuronal., Cabe destacar que lo estudios realizados en el modelo murino presentan un
seguimiento prolongado de las neuronas, varios dias después de que los animales han nacido.
En esta tesis sdlo se siguid por un pericdo de tiempo acotado el comportamiento del nervio
una vez denervado de sus células blanco. Queda por estudiar si es que eliminaciones atin mas
prolongadas, a través del uso de mutantes por ejemplo, podria finalmente terminar

provocando fendmenos degenerativos en el ganglio de la LLp.
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6. CONCLUSIONES

. Las células ciliadas estabilizan los terminales aferentes del nervio de la LLp.

. Las células del neuromasto son necesarias en la mantencion de la ralz primaria, pero no en
la sobrevida de las neuronas aferentes del nervio de la LLp.

. Al igual que en el oido mamifero, las células de soporte y otros tipos celulares
acompafantes de las células ciliadas estarian emitiendo una sefial de mantencion de los
axones que inervan la zona.

. la elongacién del nervio de la LLp, durante su regeneracidn, depende de factores distintos

a los necesarios para |la emision de raices colaterales.
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Anexo 1. Secuencia timelapse de la desorganizacion de la inervacion aferente del

neuromasto L1

(A) Esquema de una larva de 3 dpf, el recuadro punteado muestra el area enfocada en los
paneles B-E. (B-E). Larva transgénica HGn39D x atoh1 de 3dpf marca el nervio en verde y
las células ciliadas en rojo. (B) 10 minutos de incubacién en cobre, se observan 3 células
ciliadas y la inervacion que ha comenzado a desorganizarse. (C) 20 minutos después del
comienzo de la incubacion se observa una tinica célula roja. (D) 30 minutos post inicio de la
incubacion ya no se observan células ciliadas y la inervacién ha perdido su conformacién
inicial. (E) 2 horas, al final de la incubacion, se observa la inervacién totalmente
desorganizada respecto del inicio. Microscopia Confocal 40X. Escala 20 pm.
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