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RESUMEN

Ia quimioquina SDF-1a (CXCL12) es expresada constitutivamente en el tejido
hematopoyético por las células estromales. En este tejido se encuentra participando
como sefial quimiotictica y de retencién para las células troncales hematopoyéticas
(HSC), mientras que en los neutréfilos se encuentra actuando como sefial de retencidn
en condiciones homeostaticas. Uno de los receptores de SDF-1a es CXCR4b, que es
expresado tanto en la superficie de las células madre hematopoyéticas como de los
neutrofilos. Esta via de sefializacién es regulada por la internalizacién del receptor
CXCR4b. En pez cebra se ha demostrado que la induccién de mutaciones que impiden la
internalizacién de CXCR4b induce una sefializacién constante que provoca la retencion
de los neutréfilos en el tejido hematopoyético. Sin embargo, el papel que cumple esta
seflalizacién durante la respuesta inflamatoria y a lo largo del desarrollo no ha sido

estudiada in vivo.

El objetivo de este proyecto fue evaluar la accién del eje de sefializacion SDF-
1a/CXCR4b en la retencién de los neuntréfilos en el tejido hematopoyético a lo largo del
desarrollo, en condiciones homeostiticas y ante la respuesta inflamatoria, Para ello, se
utilizaron larvas de pez cebra mutantes que portan versiones funcionalmente nulas de

SDF-1a y CXCR4b,

Se compard la distribucién de los neutr6filos en distintos estadios del desarrollo,
observando que a los 3dpf los neutréfilos se encuentran en el tejido caudal

hematopoyético (CHT) y no hay diferencias entre mutantes y silvestres. Sin embargo, a




partir del Sdpf, cuando la granulopoyesis definitiva se establece en los pronefros, las
larvas silvestres exhiben una densidad considerablemente mayor de neutréfilos en esta

zona que las mutantes.

Utilizando peces transgénicos que expresan GFP en los neutrdfilos se cuantifico
el niimero de células que circulan por la aorta dorsal. Se observd que a los 3dpf no
existian diferencias significativas en el numero de neutrdfilos circulantes entre mutantes
y silvestres, sin embargo desde el 7dpf ambos mutantes exhiben ndmeros

significativamente mayores de neutrdfilos circulantes respecto a los silvestres.

Para determinar el ro] de SDF-1a y CXCR4b en la respuesta inflamatoria, se
realiz6 transeccién de cola a larvas transgénicas de 3dpf. El nimero de neutréfilos
reclutados durante 24h fue cuantificado y se observé que las larvas mutantes reclutan un
nimero significativamente superior de neutréfilos al inicio de la inflamacién, pero sin

diferencias significativas durante la resolucién de la inflamacion.

Finalmente se determind la velocidad y direccionalidad de migracion de los
neutrofilos reclutados durante el estimulo inflamatorio utilizando microscopia de tiempo
extendido. Mediante el analisis de las trayectorias, se observé que no existen diferencias
significativas en las velocidades de migracion de los neutréfilos reclutados a las heridas,

pero sien la direccionalidad de éstos.

De este trabajo se concluye que el eje de sefializacion SDF-1a/CXCR4b se
encuentra actuando como una sefial de retencién para los neutréfilos a medida que

avanza el desarrollo en sistemas homeostéticos y durante la inflamacion.




ABSTRACT

SDF-1a is a chemokine expressed in the hematopoietic tissue stroma. In this
tissue, it is participating as a retention and chemiotactic signal to the hematopoietic stem
cells (HSC), while in neutrophils is acting as a retention signal in homeostatic
conditions. One of the SDF-1a receptors’ is CXCR4b, which is expressed on the HSC
and neutrophils’ surface. It has been documented that when SDF-1a interacts with
CXCR4b, it generates adhesion of neutrophils to the hematopoietic tissue. The
regulation of this signaling is controlled by CXCR4b internalization. In zebrafish it has
been shown that mutations which prevent CXCR4b internalization, cause a constant
signaling that induces neutrophils’ retention in the hematopoietic tissue. However, the
role of this signaling pathway during the inflammatory response and throughout the

development has not been studied in vivo.

The aim of this project was to evaluate the effect of SDF-1a/CXCR4b signaling
pathway in the retention of neutrophils in the hematopoietic tissue throughout
development, in homeostatic conditions and under inflammatory response. For this

purpose, we used mutant zebrafish larvae carrying functionally null versions of SDF-1a

y CXCR4b.

Neutrophils’ distribution was compared at different stages of zebrafish
development, observing that at 3dpf, both mutants and wild type neutrophils are

distributed on the caudal hematopoietic tissue (CHT). However, since Sdpf, when




definitive granulopoiesis occurs in the pronephros, wild type larvae showed a higher

density of neutrophils in the CHT compared to mutants.

To determine the distribution of neutrophils in the circulation, mutant and wild
type transgenic larvae, which express GFP in the neutrophils were used. The number of
neutrophils was quantified by quick acquisition of a small section of the dorsal aorta.
The results did not show any difference in the number of circulating neutrophils between
mutants and wild type at 3dpf. However, since 7dpf both mutants exhibited a higher

numbers of circulating neutrophils compared to their wild type "siblings™.

To determine whether SDF-1a and CXCR4b were involved in neutrophils
recruitment under inflammatory response, complete tailfin transection was performed to
3dpf mutants and wild type transgenic larvae. The recruited neutrophils were scored for
24 hours, observing that the mutant larvae recruited a higher number of neutrophils than

their siblings in the inflammatory phase, but not during the resolution of inflammation.

Finally, time-lapse microscopy of neutrophil recruitment after tailfin transection
showed an increased directionality of these cells to wounds in mutants, but there was no

difference in speed.

In summary, the results show that SDF-1a/CXCR4b signaling pathway is
involved in the retention of neutrophils in the hematopoietic tissue and its effects
become more important as development proceeds or in response to an inflammatory

stimulus.




1. INTRODUCCION

Los neutréfilos son los leucocitos mas abundantes en la circulacién tanto de
humanos como del pez cebra y juegan un rol fundamental en la respuesta inmune innata
(Lieschke y col,, 2001). En respuesta a dafio tisular, infecciéon u otro estimulo
inflamatorio, los neutréfilos son reclutados répidamente infiliraindose en el tejido
afectado, lo que genera un ambiente téxico para los patogenos a través de sus funciones
efectoras: degranulacion, fagocitosis, produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), secrecién de citoquinas pro-inflamatorias y extrusion de trampas extracelulares
neutrofilicas (NETs) (Starnes y Huttenlocher, 2012). Estas respuestas son conocidas por
provocar el secuestro y eliminacién de microorganismos en su sitio de entrada y
promover la activacién del sistema inmune adaptativo. Luego sobreviene la resolucién
de la inflamacién, en la cual disminuye la transcripcion de citoquinas pro-inflamatorias y
los leucocitos sufren muerte celular programada, necrosis o bien migran fuera del sitio

afectado (migracion retrégada) (Mathias y col., 2006; Holmes y cols., 2012).

Fallas en la respuesta inflamatoria generan un estado patologico que puede aumentar
la susceptibilidad del organismo a suftir infecciones de tipo bacterianas y micoticas. Por
otro lado, si falla la resolucién de la inflamacién y la infiltracion de neutréfilos persiste
por mucho tiempo, incrementa la probabilidad de dafio a los tejidos sanos, dada la alta
capacidad destructiva de estas células (Strydom y Rankin, 2013). De esta manera, el
control homeostatico de los niveles de neutréfilos circulantes y del niimero de

neutréfilos reclutados durante una respuesta inflamatoria es fundamental, ya que un




desequilibrio puede resultar en infecciones desmesuradas o en estados inflamatorios

inapropiados.
1.1 Desarrollo de los neutrofilos en pez cebra

La hematopoyesis es el procéso de formacion, desarrollo y maduracion de
los elementos celulares que forman la sangre (eritrocitos, leucocitos y plaquetas), a partir
de un precursor celular comin ¢ indiferenciado conocido como célula
madre hematopoyética multipotente (HSC). En pez cebra las HSC se originan a las 26
hpf entre la aorta dorsal y la vena axial, zona que ha sido considerada homdéloga a la
aorta-gonada-mesonefros (AGM) de mamiferos (Figura 1), el cual corresponde al primer
lugar donde las células HSC pueden ser detectadas en el desarrollo (Goligorsky y col.,
2009). A las 36hpf las primeras poblaciones de HSC entran en la circulacion sanguinea y
comienzan a colonizar el tejido caudal hematopoyético (CHT) (Figura 1), ubicado en la
region ventral de la cola, donde se diferencian y expanden, y a los 4dpf comienzan a
migrar anteriormente colonizando los drganos hematopoyéticos definitivos, los
pronefros (Figura 1) y el timo (Guyader y col,, 2008). De esta manera, se puede decir
que el CHT corresponde a una zona de hematopoyesis transitoria, similar al higado fetal
en los mamiferos (Muruyama y col., 2006). Analisis de la expresion de los marcadores
hematopoyéticos tempranos indican que el CHT es el principal sitio de hematopoyesis
larval hasta 5dpf, durante este periodo los pronefros son colonizados gradualmente
desde el 4dpf por células precursoras (HSC) provenientes del CHT, convirtiéndose en el

sitio definitivo de hematopoyesis desde €l 14dpf (Muruyama y col,, 2006). En el pez




cebra adulto la hematopoyesis tiene lugar en la médula renal, el sitio equivalente a la

médula 6sea de los mamiferos (Bennet y col., 2001).

Figura 1. Representacion esquematica de la localizacién de los tejidos hematopoyéticos y
vasos sanguineos en la larva del pez cebra. AGM: Aorta-Génada-Mesonefros, CHT: Tejido
Caudal Hematopoyético, P: Pronefros, AD: Aorta Dorsal, VA: Vena Axial. (Modificado de

Khandekar y col., 2012).

Las células HSC pueden dar lugar a células progenitoras linfoides (linfoblastos)
o mieloides (mieloblastos) (Kondo. 2010). A partir de las células progenitoras linfoides
se generan las células “natural killer” y los linfocitos (B y T). mientras que los
eritrocitos, megacariocitos, monocitos y granulocitos (eosindfilos, basofilos y
neutrofilos) provienen de las células progenitores mieloides. La generacion, desarrollo y
maduracion de las células del linaje mieloide a partir de una célula progenitora comun,
el mieloblasto, se conoce como mielopoyesis, cuya diferenciacion en los diversos
componentes mieloides depende de la expresion de combinaciones sucesivas de factores

de transcripcion, receptores, factores de crecimiento y citoquinas (Wolff'y col., 1995).




El proceso mediante el cual se generan granulocitos polimorfonucleares maduros
a partir de progenitores granulociticos (promielocitos o progranulocitos) se denomina
granulopoyesis. La granulopoyesis de neutréfilos se inicia con un progenitor mieloide o
mieloblasto que principalmente por accion de la molécula G-CSF (Factor Estimulador
de Colonias Granulociticas) se diferericia a progranulocito (Fiedler y Brunner, 2012).
Estos se caracterizan por la presencia de los denominados granulos primarios o
azurofilicos, que tienen un alto contenido en mieloperoxidasa, defensinas, catepsina G,

elastasa neutrofilica (ELANE) y proteiriasa 3 (Nathan, 2006).

Posteriormente estos progranulocitos dan Iugar al desarrollo de los mielocitos y
metamielocitos (Figura 2), los cuales se caracterizan por presentar segmentacion nuclear
y por la aparicién de los granulos secundarios, que contiencn grandes cantidades de
lactoferrina, catelcidina, colagenasa, asi como leucolisina y lisozima en la matriz

(Fiedler y Brunner, 2012).

La tiltima etapa de la granulopoyesis de neutréfilos corresponde a la generacion
de los denominados neutréfilos bandas y segmentados (Figura 2), los cuales daran lugar
a neutr6filos maduros con nicleo segmentado, granulos terciarios y secretores. Los
granulos terciarios se encuentran principalmente definidos por un alto contenido de
elastinasa, asi como leucolisina y lisozima, mientras que los granulos secretores sélo

contienen proteinas plasméticas en su matriz (Nathan, 2006). En la Figura 2 se puede




apreciar un esquema de las etapas de desarrollo de un neutréfilo desde mieloblasto a

neutr6filo maduro (Fiedler y Brunner, 2012).

LEF-1, C/EBPa, Gfi-1 C/EBPx CI/EBP[, C/EBPd, C/EBPy. PU.1

Mieloblasto Progranulocito Mielocito Metamielocito Neutrofilo Neutrofilo Neutrofilo
en Banda Segmentado Maduro

Granulos Pnmaros o Granulo secundanos o Granulos Terciaros o de Granulos Secretores
Azurofiicos Especificos

Figura 2. Etapas de desarrollo de los neutréfilos desde mieloblasto a neutréfilo maduro. Se
esquematizan las etapas del desarrollo de los neutréfilos con los respectivos factores de
transcripeion y moléculas producidas en cada etapa. (Modificado de Fiedler y Brunner, 2012)

1.2 Retencion y liberacion de los neutrofilos en sistemas homeostaticos

La homeostasis de los neutrofilos es mantenida por un delicado balance entre
granulopoyesis, retencion y liberacion desde el tejido hematopoyético, asi como
“clearance” y destruccion de estas células granulociticas. En el tejido hematopoyético, la
granulopoyesis se encuentra restringida al espacio extravascular donde las células
hematopoyéticas forman densas cuerdas que se encuentran intercaladas a lo largo de los

senos venosos y estan intimamente asociadas con las células del estroma y componentes
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de la matriz extracelular (Holmes y col., 2012). La salida de neutréfilos maduros desde
el tejido hematopoyético requiere que éstos migren a través del endotelio sinusoidal que
separa el compartimento hematopoyético de la circulacion. En mamiferos, la médula
sea actGa como un gran reservorio de neutréfilos maduros, y se estima que en estado
homeostatico mas del 90% de los neutréfilos totales son retenidos en su interior,
mientras que sélo un 1-2% se encontrarian en la circulacién, lo que sugiere que existen
mecanismos moleculares especificos que regulan la retencidén y liberacion de estas

células en la médula osea (Strydom y Rankin, 2013).

En mamiferos, el eje de sefializacion SDF-1/CXCR4 tiene un rol fundamental en
la retencién de neutr6filos en el tejido hematopoyético en condiciones homeostaticas
(Strydom y Rankin, 2013). SDF-1 (Factor 1 derivado de estroma; CXCL12) corresponde
a una quimioquina expresada constitutivamente por las células estromales del tejido
hematopoyético y en bajos niveles en casi todos los otros tejidos (Summers y col,
2010). Uno de sus receptores es CXCR4 (CXC chemokine receptor 4), un receptor de
transmembrana acoplado a proteina G que se encuentra expresado tanto en la superficie

de las HSC como de neutrofilos (Suratt y col., 2004).

Se ha postulado que en estado homeostitico la via de seffalizacion SDF-
1/CXCR4 controla la liberacién de los neutréfilos desde el tejido hematopoyético,
modulando la interaccion de las moléculas VLA-4 y VCAM, ambas involucradas en la
adhesion celular (Petty y col., 2009). VLA-4 (antigeno 4 muy tardfo) es una integrina
(04P1) cuya expresion es fundamental en la retencién de las células madres

hematopoyéticas (Petty y col, 2009). Mientras que VCAM (molécula de adhesion
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celular vascular) corresponde a una molécula de adhesién celular tipo inmunoglobulina
expresada en el estroma y endotelio de la médula ésea de mamiferos (Ulyanova y col.,
2004). El inicio de la expresion de VCAM coincide con el comienzo de la
granulopoyesis, sugiriendo que VCAM estarfa actuando como un blanco critico en la

adhesi6n de neutrdfilos (Petty y col., 2009).

La modulacién de la interaccion VLA-4/VCAM por el eje de sefializacion SDF-
1/CXCR4 se produce cuando SDF-1 interactoa con CXCR4, lo que genera una sefial
intracelular acoplada a proteina G, que aumnenta la afinidad de la integrina VLA-4 de
neutréfilos por VCAM del estroma, incrementando la fuerza de la adhesion cefular

(Auiti y col., 1997).

Tanto la expresién de VLA-4 como la de CXCR4 son altas durante los estadios
inmaduros de los neutrofilos, y disminuyen a medida que aumenta la madurez de estas
células (Lund-Johansen y Terstappen, 1993). La disminucion de CXCR4 en la superficie
celular se debe a que a medida que maduran los neutr6filos, ocurre una desensibilizacion
donde el receptor se vuelve refractario ante la estimulacién continua por SDF-1,
generando la fosforilacién del extremo C-terminal de CXCR4, promoviendo la adhesién
de P-arrestinas y generando que el complejo CXCR4-SDF1 sea internalizado y

degradado en los lisosomas (Busillo y Benovic, 2007}

En resumen, la retencidon y salida de los neutrofilos desde el tejido
hematopoyético en estado homeostatico se encuentra relacionado con su madurez y

parece estar gobernado por la interaccion VLA-4/VCAMW, la cual se encuentra modulada
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por la activacién de la via SDF-1/CXCR4. Esto explicaria la retencion de neutrdfilos
inmaduros, mientras que la disminucién programada de la expresion de CXCR4 como
de VLA-4 en neutrofilos maduros, serfa responsable de la liberacion controlada de é€stos
en la circulacion en estado homeostatico (Petty y col., 2009). En las larvas de pez cebra
es posible encontrar neutréfilos dispersos en los tejidos y circulantes a partir de las
48hpf, lo que indicaria que desde este estadio ya es posible encontrar una poblacién de

neutrdfilos maduros (Burns y Zon, 2006).

Ademas de las seiiales de retencién presentes en el tejido hematopoyético, se
encuentran las sefiales de liberacién. Las principales moléculas en actuar como sefiales
de liberacién son las quimioquinas CXCL1 y CXCL2, expresadas en bajas
concentraciones por las células del endotelio y por megacariocitos. Estas quimioquinas
al interactuar con su receptor CXCR2 presente en la superficie de los neutréfilos
actuarian atrayendo a los neutréfilos maduros al endotelio y por lo tanto promoverian su

salida a la circulacién (Strydom y Rankin, 2013).

1.3 Retencion y liberacion de neutréfilos ante el quiebre de la homeostasis

La interrupcion de la sefializacién de CXCR4 constituye un mecanismo de gran
importancia a la hora de movilizar neutréfilos a la circulacion ante condiciones de estrés,
donde la citoquina G-CSF juega un rol fundamental. En condiciones homeostéticas la
expresion de G-CSF por las células estromales del tejido hematopoyético es muy baja,

sin embargo, durante el proceso inflamatorio, los niveles de expresion de esta citoquina
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aumentan considerablemente, estimulando la liberacién de los neutrdfilos del tejido
hematopoyético (Strydom y Rankin, 2013), G-CSF ejerce sus cfectos a través de la
unién a receptores de G-CSF, los cuales se encuentran presentes en progenitores
granulociticos y en neutréfilos, siendo estos ltimos los que poseen los mayores niveles
de este receptor en su superficie desde su desarrollo tempranc. La unién de G-CSF al
receptor presente en progenitores granulocitios genera la activacion de cascadas de
sefializacién intracelulares involucradas en la granulopoyesis, mientras que en
neutréfilos aumenta su velocidad de maduracién (Root y Dale, 1999). Ademds G-CSF
induce la movilizacion de neutrofilos de forma indirecta, al suprimir la actividad
productora de SDF-1 (CXCL12) por las células estromales, disminuyendo de esta
manera la sefializacién SDF-1/CXCR4, lo que genera la migracion de los neutréfilos
desde el tejido hematopoyético (Galdames y col., 2014). G-CSF también estimula de
forma indirecta a los megacariocitos que se encuentran cercanos a los vasos sanguineos

a producir CXCLJ1, un atractor de neutréiilos.

Por otro lado, en el sitio de inflamacién se genera CXCLS (IL-8), una citoquina
derivada de macr6fagos que actiia como potente atractor y activador de neutréfilos en el
sitio de inflamacién (Carré y col., 1991). CXCLS8 ejerce sus efectos mediante fa union a
CXCR2 y a CXCR], involucrados en la migracion de neutrofilos a través del espacio
vascular de la médula 6sea, oponiéndose a la funcion del eje de sefializacion SDF-

1/CXCR4 (Nasser y col., 2009).
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1.4 Evidencia que sustenta que el eje de sefializacion SDF-1/CXCR4 actia en la

retencion de los neutréfilos en el tejido hematopoyético

Reportes previos de la literatura han permitido asociar el rol de SDF-1y CXCR4
en la regulacion de la retencidn y liberacion de neutréfilos desde el tejido
hematopoyético. En algunos de estos trabajos se ha observado que la administracion de
un antagonista de CXCR4 a ratones o humanos genera un rdpido incremento en [os
neutréfilos circulantes como resultado del bloqueo de la interaccion SDF-1/CXCR4,
sugiriendo que SDF-1 actuarfa como un factor de retencion de neutréfilos en el tejido
hematopoyético (Furze y Rankin, 2008). En otros articulos se ha observado que el
generar una delecion genética de CXCR4 en células murinas hematopoyéticas, resulta en
una movilizacidn constitutiva de neutréfilos al torrente sanguineo (Eash y col., 2009).
Por otro lado, se ha observado que pacientes con Sindrome de WHIM (heridas,
hipogamaglobulinemia, infecciones y mielocatexis) quienes padecen una profunda
neutropenia y altos niveles de neutrdfilos en la médula 6sea, poseen una mutacion en
donde el extremo C-terminal de CXCR4 se encuentra truncado en los aminodcidos que
experimentan fosforilacion, impidiendo de esta manera la internalizacion del receptor y
generando una sefializacién aumentada que serfa la responsable de la alta retencion de

neutrdfilos en la médula 6sea (Hernandez y col., 2003).

En el genoma del pez cebra se encuentran codificados dos ligandos SDF1
(CXCL12), SDF-la y SDF-1b, asi como dos receptores ortélogos a CXCR4 de
mamiferos, CXCR4a y CXCR4b. SDF-la se expresa en altas concentraciones en la

regién del CHT y los pronefros, y en menor concentracion en la cabeza, mientras que
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SDF-1b se expresa en muy bajas concentraciones en la zona de Ia cabeza y ventral. Por

otro lado, los neutrdfilos expresan CXCR4b, pero no CXCR4a (Walters y col., 2011).

Utilizando al pez cebra como modelo, Walters y col. mostraron el 2011 que al
inducir una mutacién en el dominio C-terminal de CXCR4b se suprime la
internalizacién del receptor, generandose los sintomas del sindrome WHIM (Walters y
col., 2011). Ademds, se mostré que esta ganancia de funcién de CXCR4b disminuye el
reclutamiento de neutrdfilos a las heridas e induce la retencion de los neutréfilos en el
CHT, donde experimentarian apoptosis. La retencién seria dependiente de SDF-la,
debido a que la deplecién de SFD-la con oligonucledtidos de morfolino restaura la

quimiotaxis a las heridas (Walters y col,, 2011).

1.5 Ventajas de utilizar al pez cebra como modelo

A pesar de la gran divergencia evolutiva entre el pez cebra y los mamiteros, los
mecanismos moleculares involucrados en la hematopoyesis asi como los cambios en los
sitios anatémicos en donde se producen las células del sistermna sanguineo a lo largo del
desarrollo se encuentran altamente conservados (Davidson y Zon, 2004). Ademas, el
sistema inmune del pez cebra se asemeja bastante al de los mamiferos. Los linajes
celulares tales como macréfagos, linfocitos T y B, mastocitos, eosindfilos, basofilos y
neutr6filos son comunes tanto para humanos como para peces cebra (Starnes y
Huttenlocher, 2012). Al igual que en humanos, los neutréfilos son las primeras células

inmunes en ser movilizadas desde la médula 6sea hacia el sitio de inflamacion, donde
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experimentan degranulacién y son capaces de fagocitar bacterias. Mas aun, existe una
recapitulacion del comportamiento de los neutr6filos en modelos de enfermedades
humanas realizados en pez cebra, como los Sindromes de Wiskott-Aldrich (WAS) de
WHIM y la Deficiencia de Adhesién Leucocitaria (LAD) (Starnes y Huttenlocher,

2012).

Ademds, algo muy importante es que los estadios tempranos de desarrollo del
pez cebra ofrecen la oportunidad de estudiar la inmunidad innata durante los estadios
larvales de manera independiente del componente adaptativo, el cual alcanza fa madurez
morfolégica y funcional sélo después de la cuarta semana de desarrollo (Novoa
y Figueras, 2012) . Otra caracteristica atractiva de este organismo modelo es que tiene
un genoma secuenciado apto para ser modificado genéticamente con las herramientas
existentes, lo que ha permitido la creacidn de lineas transgénicas estables. Una de ellas
es la que marca especificamente neiitréfilos, donde la expresion de GFP bajo el
promotor de la enzima mieloperoxidasa (Mathias y col.,, 2006), permite realizar la
caracterizacién de los neutréfilos en estado homeostdtico y ante estimulos inflamatorios.
Tal vez la ventaja més significativa de utilizar la larva del pez cebra como modelo es su
transparencia Gptica, que permite realizar imagenologia in vivo de manera no invasiva,
utilizando herramientas comiinmente disponibles como lo son la microscopia confocal o

estereoscopio de fluorescencia.

Conocer como los neutrofilos equilibran su comportamiento y mantienen la
homeostasis es un fenémeno de interés; no obstante, en mamiferos este tipo de estudios

presenta dificultades como Ila ausencia de herramientas apropiadas para la visualizacién
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y seguimiento de los leucocitos, en particular para el estudio de su actividad migratoria a
largo plazo. Este obsticulo es dificil de sortear en modelos murinos; sin embargo, las
larvas de pez cebra ofrecen la oportunidad de monitorear ficilmente los leucocitos en
accion, puesto que pueden ser visualizados in vivo usando microscopia de fluorescencia
y peces transgénicos cuyos leucocitos expresan proteinas fluorescentes. Puesto que la
mayorfa de los elementos celulares y moleculares de la inmunidad innata se encuentran
conservados entre peces y humanos, el pez cebra es un modelo idoneo para la
caracterizacion molecular de la inflamacién, migracion dirigida, resolucion y

mecanismos de enfermedades (Starnes y Huttenlocher, 2012).

En este trabajo se pretende demostrar el rol de la via de sefializacién SDF-
12/CXCR4b en la retencidn de los neutrdfilos en condiciones homeostaticas, durante el
desarrollo y ante la respuesta inflamatoria. Como antecedente fundamental se utilizé el
trabajo de Walters y col., 2011, quienes modelaron el Sindrome de WHIM en pez cebra.
Para ello expresaron una mutacién en el dominio citoplasmitico de CXCR4b, dando
lugar a una ganancia de funcién, caracterizada por la retencion de neutréfilos en el tejido
hematopoyético, una neutropenia exacerbada y un nulo reclutamiento de neutréfilos a
las heridas. Por otro lado, ellos observaron que la deplecion de SDF-la con
oligonucleétidos de morfolino restablece la quimiotaxis de los neutrdfilos al sitio de

dafio (Walters y col., 2011).

Los resultados obtenidos por Walters y col.,, 2011, parecen evidenciar un claro
papel de SDF-1a y CXCR4b en el comportamiento de los neutréfilos. Sin embargo, la

ganancia de funcién dominante que-se genera en el Sindrome de WHIM, impide
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observar cémo influyen SDF-la y CXCR4b en la cinética de reclutamiento de los
neutréfilos durante la inflamacion, resolucién y a lo largo del desarrollo, ya que los
neutrofilos permanecen constanternente retenidos en el tejido hematopoyético. Es por
ello que para evaluar el rol del eje de sefializacion en la retencion de los neutréfilos
durante el desarrollo y la respuesta inflamatoria, es necesario utilizar un modelo de pez

cebra que porte versiones funcionalmente nulas de SDF-1a y CXCR4b.

Como hipétesis de trabajo se sostiene que SDF-1a acttia, a través de CXCR4b,
como una sefial de retencién para los neutréfilos durante el desarrollo y la respuesta

inflamatoria.

El objetivo general de este seminario de titulo es estudiar la distribucion y
reclutamiento de los neutréfilos en larvas que expresan formas mutantes de SDFla o

CXCR4b y comprarlas con las silvestres.
Dentro de los objetivos especificos se ehcuentran los siguientes:

Objetivo Especifico 1: Estudiar la distribucion de los neutréfilos tanto en los 6rganos
donde ocurre la granulopoyesis como en la circulacion sanguinea durante la

hematopoyesis primitiva y definitiva en larvas mutantes para SDFla o CXCR4b.

Objetivo Especifico 2: Estudiar el reclutamiento de neutréfilos en respuesta a dafio

tisular en larvas mutantes para SDFia o CXCR4b.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Condiciones de cria y experimentacion de pez cebra

En este estudio se utilizaron larvas transgénicas que expresan GIP bajo el
promotor de la mieloperoxidasa (TgBAC(mpx:GFP“”)) (Renshaw y col., 2006), lo que
permite visualizar el comportamiento de los neutrofilos en larvas silvestres y compararlo
con aquellas homocigotas para la mutacién de SDF-1a o CXCR4b (Knaut y col,, 2003;
Valentin y col., 2007). Para la obtencién de las larvas, se utilizaron peces parentales
transgénicos (TgBAC(mpx:GFP)"*) portadores de la mutacién para ligando o receptor
y fueron cruzados con animales no transgénicos, pero portadores de Ja mutacion. El sexo
de los parentales se determind observando la zona ventral y anal de los peces, en el caso
de las hembras es posible distinguirlas por su vientre abultado y por la presencia del
érgano ovipositor, mientras que los machos suelen ser mucho més esbeltos y
amarillentos en la zona ventral. Los parentales fiueron colocados en una misma caja de
reproduccion, pero separados toda la noche por una divisién. A la mafiana siguiente,
luego de 10 horas de oscuridad, las luces se encienden y se retiran las separaciones para
permitir €] apareamiento, el cual toma entre 20 min y 1 hora. Los embriones fueron
colectados por desove natural y mantenidos bajo un fotoperiodo de 14h de luz y 10h de
oscuridad a 28.5 °C en medio E3 (NaCl 5 mM, KCI 0,17 mM, CaCl, 0,33 mM, MgSQO4
0,3 mM, y 0.1% (v/v) de azul de metileno, equilibrado a pH 7,0) en placas Petri (Avdesh
y col.,, 2012). Los estadios de desarrollo de las larvas se establecieron de acuerdo a

Kimmel y col. 1995, y se expresaron en dias post fertilizacion (dpf). Todos los animales
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usados en este trabajo fiieron anestesiados con MS-222 (tricaine; A5040, Sigma) antes

de cada experimento.
2.2 Ydentificacion de larvas mutantes con tincion DiOCg

Tanto las larvas mutantes odysseus (CXCR4b-/-) como medusa (SDF-la-/-)
tienen un fenotipo de desarrollo anémalo de la linea lateral posterior. La linea lateral
corresponde a un sistema mecanosensorial compuesto por un grupo de Organos
sensoriales superficiales denominados neuromastos (Knaut y col., 2003; Valentin y col,
2007). Su desarrollo se inicia con un primordio de células cuya migracion y
direccionalidad son dependientes de SDF-1 y CXCR4 (David y col., 2002). Las larvas
mutantes para SDF-1 y CXCR4 tienen un namero significativamente menor de
neuromastos en la linea lateral posterior o carecen absolutamente de ellos (Figura 3).
Para identificar las larvas mutantes se realizd una tincion con DiOCgs (3,3
Dihexyloxacarbocyanine lodide; D273, Invitrogen), un compuesto lipofilico
fluorescente que se intercala en las membranas de las células de la piel y permite asi
observar los neuromastos de la linea lateral. Antes de realizar cada experimento las
larvas se incubaron durante 5 minutos en DiOCs (300 ng/ml) disuelto en E3 y
posteriormente se hicieron 3 lavados de 5 minutos con E3. Se identificé cada larva
observando su linea lateral posterior en un estereoscopio de fluorescencia. Se separaron
las larvas mutantes de sus hermanas o “siblings” silvestres. Los experimentos se

realizaron utilizando como control silvestre a los respectivos “siblings” de cada mutante.




Medusa Silvestre

Odysseus
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Figura 3. Larvas de pez cebra luego de ser sometidas a tincién con DiOCq. Se puede apreciar
que las larvas silvestres poseen neuromastos (circulos de color blanco en la imagen) a lo largo de
la linea lateral, sin embargo los mutantes no. Las larvas corresponden a 3dpf. Barra de Escala:

500 um.

2.3 Tincion de neutrofilos con Sudan Black

Para observar la distribucion de los neutrofilos de mutantes y silvestres a

distintos estadios del desarrollo (3, 5, 7 y 9dpf) en condiciones homeostticas, se realizé

una tincion con Sudan Black ((2,2-dimetil-1,3-dihidropirimidina-6-il)-(4-fenilazo-1-

naftil) diazeno; 3801, Sigma), un diazo-compuesto lipidico que tific los grdnulos

secundarios de Ios neutr6filos. Las larvas previamente identificadas fueron fijadas con

paraformaldehido 4% en PBS (“phosphate-buffered saline”) por 2 horas a temperatura
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ambiente. Luego se incubaron con Sudan Black (0,03%) en etanol 70% por 20 minutos.
Transcurrido ese tiempo se realizaron dos lavados con etanol 70% vy y
posteriormente las larvas se rehidrataron progresivamente con PBS Tween (PBS y 0,1%
Tween 20). Dado que las larvas de pez cebra presentan cumulos de pigmentos que darin
origen a las rayas en el adulto, se debi6 realizar un proceso de despigmentacion, el cual
consiste en incubar las larvas fijadas durante 1,5hrs en una solucién de PBS con H.0;
3% (v/v) y KOH 0,5% (p/v) seguido de 3 lavados con PBS de 5 minutos cada uno. Para
la adquisicion de imagenes las larvas fijadas se montaron en glicerol 80% (vfv) disuelto
en PBST 0,1% y se fotografiaron utilizando el programa Qlmaging Pro y un
estereoscopio de fluorescencia Olympus MVXI0 equipado con una camara digital
QlImaging. Se fotografio la zona de los pronefros utilizando un aumento de 4x y la zona
del CHT con un aumento de 2,5x. En la figura 1 sc muestra un esquema donde se indica

la posicion de los pronefros y CHT.

2.3 Cuantificacién de Neutrofilos en Circulacion

La cuantificacién de neutrofilos en circulacién se realizé en larvas transgénicas
(2"g13’z§[C(rr.'px:CH‘?'JP)"‘r ) mutantes (medusa y odysseus) y silvestres a distintos estadios
del desarrollo (3, 5, 7, 9 y 13 dpf). Las larvas fueron anestesiadas con MS-222 (tricaine;
A5040, Sigma) al 2% en E3 por 2 minutos. Posteriormente, bajo un estereoscopio de
fluorescencia Olympus MVX10 se cuantificé el niimero de neutréfilos que circulan por

la aorta dorsal (Figura 1) durante 1 minuto. Los resultados experimentales fueron
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analizados con Prism versién 6 (GraphPad Software). La significancia estadistica fue
determinada mediante un analisis de la varianza (ANOVA) de dos vias, seguido por el

test post-hoc de Bonferroni.

2.4 Induccion de inflamacién

1y mutantes (medusa y

Se utilizaron larvas transgénicas (TgBAC(mpx:GFP)
odysseus) y silvestres de 3dpf. Estas fueron anestesiadas con MS-222 (tricaine; A5040,
Sigma) al 4% en E3 por 2 minutos. Con un bisturi se realizé transeccién de cola con
cuidado de no tocar la circulacién. Posteriormente cada larva se coloco en un recipiente
de una placa multipocillo con medio E3 libre de anestesia. Las cuantificaciones de
neutréfilos reclutados al sitio de incision se realizaron cada 4 horas desde el tiempo cero
hasta las 24 horas post-tansecto (hpt) bajo un estereoscopio de fluorescencia Olympus
MVXI10. Se cuantificd en los dos somitos anteriores al corte. Los resultados
experimentales fueron analizados con Prism versién 6 (GraphPad Software). La

significancia estadistica fue determinada mediante un analisis de la varianza (ANOVA)

de dos vias seguido por el test post-hoc de Bonferroni.

2.5 Adquisicién, procesamiento y anilisis de microscopia de tiempo extendido

La microscopia de tiempo extendido se realizé a larvas medusa, odysseus y

silvestres. Las larvas silvestres a diferencia de las utilizadas en los experimentos
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anteriores se obtuvieron de un cruce TABS (larvas silvestres no transgénicas) con larvas
silvestres que marcaban los neutréfilos (TgBAC(mpx:GFP) i1y A todas las larvas se les
realizé transeccion de cola signiendo el protocolo descrito previamente. Estas fueron
colocadas en medio E3 con 1% de MS-222 (tricaine; A5040, Sigma). Las imagenes se
capturaron cada 30s durante 2h con un estereoscopio de fluorescencia Olympus MVX10
equipado con una cdmara digital QImaging. Todas las imégenes fueron procesadas con
el programa ImageJ versidn 4,2 (Schneider y col, 2012). Las trayectorias de los
neutrofilos migrando hacia el sitio de dafio se obtuvieron utilizando el pluggin “Manual
Tracking”. La velocidad (um/s) y el indice de direccionalidad (distancia lineal/ distancia
total recorrida) de los neutréfilos se obtuvo utilizando el pluggin “Chemiotaxis and
Migration Tool” de Imagel. Los resultados experimentales fueron analizados con Prism
version 6 (GraphPad Software). La significancia estadistica fue determinada mediante

test t de Student no pareado de dos colas.
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3. RESULTADOS

3.1 Distribucién de neutrofilos en tejidos hematopoyéticos de larvas mutantes para
SDF1-a (medusa), CXCR4b (odysseus) y silvestres durante el transcurso del

desarrollo larval.

El tejido caudal hematopoyético (CHT) corresponde a un tejido hematopoyético
transitorio, el cual es colonizado por las células troncales hematopoyéticas (HSC) a las
36hpf. En este tejido hematopoyético, ubicado en la regién ventral de la cola, las IISC

se diferencian, expanden y al 4dpf inician la migracion hacia los pronefros.

Para observar como varia la distribucion de los neutr6filos en el CHT y los
pronefros en las larvas mutantes y silvestres a lo largo del desarrollo, se realizd una
tincién con Sudan Black. Este compuesto tifie intensa y especificamente los granulos de
los neutréfilos con un precipitado negro. La ubicacién anatémica del CHT y los

pronefros se encuentra en el esquema de la figura 1.

En la figura 4A se puede observar que a los 3dpf los mutantes medusa, que
carecen de SDF-la, exhiben una distribucién de neutrofilos indistinguible de sus
“siblings” silvestres. Ademds, en este estadio la mayor densidad de neutréfilos se

encuentra en la zona del CHT, sitio principal de hematopoyesis a los 3dpf.

A los 5, 7 y 9dpf no se aprecian diferencias en la distribucion de los neutréfilos
presentes el CHT de larvas medusas y sus “siblings” silvestres; sin embargo, si se puede
apreciar una diferencia considerable en la distribucion de los neutréfilos presentes en los

pronefros. En las silvestres, es posible observar una gran densidad de neutréfilos en la
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zona de los pronefros a los 5, 7 y 9dpf (Figura 4). En cambio, en larvas mutantes
practicamente no se observan neutr6filos en ese sitio. Por otro lado, la presencia de
neutréfilos en los pronefros de larvas silvestres coincide con el hecho que a los 5dpf'la

hematopoyesis tiene Iugar principalmente en este tejido.

En la figura 4B se encuentran las imagenes de distribucion de neutrdfilos en
larvas odysseus, que carecen de CXCR4b, comparadas con sus respectivos “siblings”
silvestres. Se puede observar que a los 3dpf no hay diferencias significativas entre
odysseus y silvestres. Ademas la mayor cantidad de neutr6filos se encuentra concentrada

en la zona del CHT.

A los 5, 7 y 9dpf se observa que las larvas silvestres presentan una gran densidad
de neutrofilos en la zona de los pronefros, no asi las odysseus. En estos estadios parece

no haber diferencias en la distribucion de los neutrédfilos en ¢l CHT.

En general se pudo observar que el patrén de distribucion de neutrdfilos en
funcién del desarrollo era el mismo en ambos mutantes. Es decir, en ambos mutantes no
se apreciaron diferencias en la distribucion de neutrofilos en la zona del CHT al
compararlos con sus respectivos “siblings” silvestres, en ningin estadio del desarrollo.
Sin embargo, desde el 5dpf se pudo observar que ambos mutantes exhibjan una densidad
de neutr6filos casi nula en la zona de los pronefros, a diferencia de los silvestres, los

cuales presentaban una gran densificacion de neutréfilos en esa zona.
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Lo observado en la figura podria estar dando cuenta de la participacion del eje de

sefializacion SDF-1a/CXCR4b en la retencién de los neutréfilos en el tejido

hematopoyético a medida que avanza el desarrollo larval.
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3.2 Determinacién del nimero de neutréfilos circulantes en larvas mutantes para

SDF1-a (medusa), CXCR4b (odysseus) y silvestres dur:lante el transcurso del

desarrollo Iarval

i

!

+

|
Tanto en pez cebra como en mamiferos, los leucocitos mas abundantes en la

H
circulacién sanguinea son los neutrdfilos. En condiciones hot;neostéticas, cuando estas
células alcanzan la madurez, una pequefia poblacion que generalmente son las que se
encuentran en estrecha cercania a los vasos sanguineos, sale a la circulacién (Strydom y
Rankin, 2013). En el pez cebra, los primeros neutréfilos maduros aparecen alrededor de
las 48 hpf (Burns y Zon, 2006). Sin embargo, no todas las célfulas maduras entran en la
circulacién. Esto se debe en alta probabilidad a que su liberacion se encuentra controlada

por scfiales de retencién presentes en el tejido hematopoyético comandadas por el gje de

sefializacion SDF-1a/CXCR4b (Strydom y Rankin, 2013).

{

+
Para probar el impacto de este par de moléculas en la liberacion de neutrdfilos

k
desde el tejido hematopoyético a la circulacion, se compard el niimero de neutrdfilos
circulantes presentes en larvas mutantes para SDF-la o CXCR4b con el de sus
“siblings” silvestres. Para ello, se utilizaron larvas transgénicas que expresaban GFP en

sus neutréfilos, lo que permitié cuantificar el nimero de células que circulaban por la

aorta dorsal durante un minuto. i

. { .
Como se puede apreciar en la figura 5, ambos mutantes exhiben un aumento
significativo en el niimero de neutréfilos circulantes a medida que avanza el desarrollo,

comparado con las larvas silvestres, las cuales presentan un leve incremento.

i B — e -
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A partir de este experimento se puede inferir que SDF-1a y su receptor CXCR4b

influyen en el nimero de neutrofilos presentes en la circulacion.

(A) (B)
-@ sibling -@ sibling

i aee w @ medusa 6 s« ~® odysseus

wrw

neutréfilos/minuto
neutrofilos/minute

ns

dias post fertilizacién (dpf) dias post fertilizacion (dpf)

Figura 5. Grificos de cuantificacion de neutréfilos circulantes en larvas mutantes y
silvestres a distintos estadios del desarrollo (3-13dpf). Las larvas mutantes exhiben un
aumento significativo del nimero de neutréfilos en el torrente sanguineo respecto a las silvestres
a medida que avanza el desarrollo. (A) Larvas mutantes para SDF-la (medusa) exhiben
diferencias significativas en los estadios mas tardios de desarrollo (7-13dpf), pero no en los més
tempranos (3-5dpf). (B) Larvas mutantes para CXCR4b (odysseus) muestran diferencias
significativas desde los 5dpf. Las comparaciones se realizaron con ANOVA de dos vias y test
post-hoc de Bonferroni. Barras de error = SEM, ***: p-value < 0,001, **: p-value < 0,01, ns: p-
value > 0,05, n = 30 — 40 larvas.
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3.3 Determinacién del nimero de nentrofilos reclutados al sitio de dafio luego de

+
transectar la cola de larvas silvestres, medusa y odysseus

i

Una de las principales caracteristicas de la respuesta inmune innata es el proceso
inflamatorio, donde los nentr6filos se infiliran en el tejido dafiado y generan un ambiente
t6xico para los patogenos. El nimero de neutrdfilos reclutados al sitio de inflamacién es
fundamental, ya que es necesaria una respuesta altamente controlada para evitar estados
patoldgicos tales como susceptibilidad a infecciones (por bajo reclutamiento) o dafio
tisular (por alto reclutamiento). Para determinar si SDF-1a 35/ CXCR4b se encuentran
involucrados en el reclutamiento de neutrdfilos ante la ge“neracién de un estimulo
inflamatorio, se trabajé con lineas mutantes y silvestiies, ambas transgénicas
(TgBAC(mpx:GFP)“H), a las cuales se les realizd transeccion de cola. Luego se

cuantifico el nimero de neutrdfilos reclutados cada 4 horas desde el tiempo cero hasta

las 24 horas post-transecto (hpt).

ek A

En la Figura 6 se puede observar que los mutantes TfSus respectivos “siblings”
3 q Y

L
silvestres poseen una cantidad reducida y similar de neutréfilos al momento de realizar
la transeccién. Sin embargo, durante el proceso inflamatorio, a las 4 y 8hpt las
diferencias entre mutantes y silvestres son estadisticamente significativas, observandose
:

una mayor cantidad de neutr6filos reclutados al sitio del dafio én los mutantes que en sus

“siblings” silvestres.

A bt b it b & 7 b
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Figura 6. Curva de reclutamiento de neutréfilos al sitio de dafio en larvas silvestres y
mutantes en funcion de las horas post-transecto (hpt). Las cuantificaciones se realizaron en
larvas de 3dpf cada 4 horas durante 24 horas desde la induccién del dafio. Se observa que tanto
las larvas medusa (A) como odysseus (B) exhiben una diferencia significativa de neutréfilos
reclutados respecto a las silvestres a las 4, 8 y 12 hpt. Las comparaciones se realizaron con
ANOVA de dos vias y test post-hoc de Bonferroni. Barras de error = SEM, ***: p-value <
0,001, *: p-value < 0,01, no siginficativo (ns): p-value > 0.05, n = 60 - 75 larvas.

Durante el proceso de resolucion de la inflamacion neutrofilica, solo se observa

una diferencia significativa entre mutantes y silvestres a las 12hpt, debido
probablemente al alto reclutamiento observado horas antes, mientras que en el resto de
los puntos correspondientes al proceso de resolucion (16-24hpt) no se observan

diferencias significativas.
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Para mostrar de forma cualitativa las diferencias en el reclutamiento de
neutréfilos entre mutantes y silvestres luego de un estimulo inflamatorio, se realizé una
tincion con Sudan Black luego de 4hpt. En la Figura 7 se observa una clara diferencia,
donde los mutantes presentan un mayor namero de neutrdfilos reclutados al sitio de

inflamacién que sus respectivos “siblings” silvestres.

sibling

odysseus

medusa

Figura 7. Imagen de los neutréfilos reclutados luego de 4 horas post-transecciéon (hpt) de
cola en larvas mutantes y sus respectivos “siblings” silvestres. Tincién con Sudan Black que
permite visualizar los neutréfilos en corte de cola. Se aprecia una densidad de neutréfilos mayor
en los cortes de cola de mutantes que en los silvestres (A) Transeccion de cola en peces medusa
comparado con sus respectivos “siblings™ silvestres. (B) Transeccion de cola en peces odysseus
comparado con sus respectivos “siblings” silvestres. Las larvas presentes en la imagen
corresponden a aquellas que presentaban el fenotipo mas representativo de la poblacion, cercano

a un 70%., n = 30 — 40 larvas.

|
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3.4 Determinacion de velocidad y direccionalidad de los neutrofilos reclutados al

sitio de daiio luego de transectar Ia cola de larvas silvestres,:medusa y odysseus
!

¢
i

Dado que anteriormente se encontraron diferencias significativas en el
1

reclutamiento de neutréfilos entre mutantes y silvestres, se quiso observar in vivo qué

pardmetros de la quimiotaxis de neutréfilos se veian afcctadaf por SDF-1la y CXCR4b.

i

Para ello se realizé transeccion de cola a larvas de 3dpf mlgtantes y silvestres, todas
transgénicas (TgBAC(mpx:GFP)!'), las cuales posteriormé:nte fueron sometidas a
microscopia de tiempo extendido durante 2h, tomando i;me’lgenes cada 30s. Los
resultados fueron analizados con Imagel, siguiendo el desplazalmiento de cada neutréfilo

hacia el sitio de inflamacién. t
i
i
1

El primer parametro que se analizé fue la velocidad;- de reclutamiento de los
{

neutréfilos al sitio de dafio. La velocidad promedio de los neutréfilos reclutados en

larvas medusa fue de 0,16 + 0,01 pm/s, mientras que la del s{lvestre fue de 0,15 = 0,01
unvs. En las larvas odysseus el promedio de las velocidades; de los neutréfilos fue de
0,17 = 0,01 pm/s comparado con un promedio de 0,15 =+ 0,(j)1 pnvs observado en los
neutréfilos silvestres (Figura 8). A partir de los resultados ob;tenidos se puede observar
que no existen diferencias significativas entre mutantes y silvéstrcs, indicando que el eje
de sefializacion SDF-1a/CXCR4b no se encuentra involucracjlo en la velocidad con la

?
i
{

que se mueven los neutrdfilos al sitio de inflamacion.
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Figura 8. Velocidad de migracién de neutréfilos reclutados al sitio de dafio en larvas
silvestres y mutantes. No se observan diferencias significativas en la velocidad de migracion de
neutréfilos entre silvestres y mutantes. El promedio de las velocidades de los neutréfilos medusa
fue de (0,16 £ 0,01) um/s, n = 48. El promedio de las velocidades de los neutréfilos odysseus fue
de (0,17 + 0,01) um/s, n = 46, mientras que el de los silvestres fue de (0,15 + 0,01) pm/s, n= 36.
Los datos fueron analizados con test t de Student no pareado de dos colas. No significativo (ns):
p- value > 0,05.

Puesto que no se encontraron diferencias en las velocidades de migracion de los
neutrofilos reclutados en larvas silvestres y mutantes luego de un estimulo inflamatorio
(Figura 8). se puede deducir que el numero significativamente mayor de neutréfilos
reclutados al sitio de dafio en larvas mutantes (Figura 6), es debido a que SDF-la y
CXCR4b se encuentran actuando como una sefial de retencion durante la inflamacion y

no debido a diferencias en la velocidad con la que las células son reclutadas.

Posteriormente se quiso saber si SDF-1a era sensado por los neutréfilos una vez
que éstos abandonaban el tejido hematopoyético. Para ello se analizé la direccionalidad
de la migracion de los neutrdfilos durante el reclutamiento al sitio de dafio. Se observo

que existen diferencias estadisticamente significativas en la direccionalidad de
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migracion de los neutrofilos presentes en larvas mutantes comparada con la de los

neutrofilos de larvas silvestres (Figura 9).

La direccionalidad de los neutréfilos medusa fue de 0,75 + 0,02 y la de los
odysseus 0,80 + 0,02, mientras que en los silvestres se observd una direccionalidad
menor 0,70 + 0,02 indicando que el eje de sefializacion SDF-1a/CXCR4b se encontraria

involucrado en la direccionalidad con la que se mueven los neutrdfilos al sitio de

inflamacion.
1.5" * dekk
T p =0,0321 p =0,0001
B 1.0
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0.0 T T T
Medusa Silvestre Odysseus

Figura 9. Direccionalidad de la migracion de los neutréfilos reclutados al sitio de daiio en
larvas silvestres y mutantes. La direccionalidad de los neutrdfilos presentes en larvas medusa
fue de (0,75 £ 0,02, n = 42), la de los odysseus fue de (0,80 + 0.02, n = 44) comparada con la del
silvestre (0,703 £ 0,017, n = 36). Se observa que tanto neutrofilos medusas como odysseus
exhiben una diferencia significativa en la direccionalidad de los neutrdfilos reclutados respecto a
los silvestres. Los datos fueron analizados con test t de Student no pareado de dos colas,
significativo: p-value < 0,05

A partir de este resultado se puede concluir que el eje de sefializacion SDF-

1a/CXCR4b no sélo influye en el numero de neutréfilos que abandona la médula osea,
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sino que ademés que participa como sefial de retencion durante la migracion al sitio de

inflamacion.
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4, DISCUSION 1
‘

Los neutrofilos son los leucocitos més abundantes en la circulacién y
corresponden a un componente esencial de la respuesta inmuhe innata. .2 homeostasis
de los neutrdfilos puede ser regulada a varios niveles, uno de ellos es a través de la

¥ -
liberacién de neutrofilos desde la médula dsea al torrente sanguineo, donde compiten

tanto sefiales de liberacién como de retencion (Strydom y Ranl}cin, 2013).

En este trabajo se puso especial énfasis en estudiar el rol del eje de sefializacion
SDF-1/CXCR4, el cual se ha sugerido que participa en la retencién de los neutréfilos en

el tejido hematopoyético, tanto en mamiferos como en pez cebra.

El primer objetivo consistié en determinar si el eje de sefializacion SDF-
1a/CXCR4b influia en la distribucién de los neutréfilos en las larvas del pez cebra a lo
largo del desarrollo. Para ello se utilizaron larvas mutantes ;para SDF-1a (medusa) y

i
CXCR4b (odysseus), cuya distribucién de neutrdfilos fue comparada con la de sus

“siblings” silvestres. ;

Mediante tincion de Sudan Black se pudo apreciar éjue la distribucion de los
neutréfilos a los 3dpf era similar entre mutantes y sus respectivos “siblings” silvestres,
observando una mayor densidad en la zona del CHT. Por otrcf lado, a los 5, 7 y 9dpf no

se ven diferencias significativas en la distribucién de neutréfilos en la zona del CHT, sin
1
embargo, se puede apreciar una gran densidad de neutréfilos én la zona de los pronefros

!

de los peces silvestres, pero no en los mutantes. ,
!
!
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La marca de neutréfilos en los pronefros de las larvas §ilvestres, se debe a que al
4dpf este tejido es colonizado por células HSC, convirtiéndojse en el sitio principal de

1
hematopoyesis desde los 5dpf (Muruyama y col., 2006). Dado que las larvas mutantes

4
carecen de la marca de neutr6filos en los pronefros, estos Eesultados sugieren que la
migracion de las HSC dependerian del eje de sefializacion Sle{?-la/CXCR4b para migrar
desde el CHT hacia el tejido hematopoyético definitivo (pron:eﬁﬂos), sin embargo, como
la distribucién de neutréfilos en el CHT es similar entre mutfantes y silvestres, sugiere
que la migracién de las células HSC desde el AGM al CHT|podria ocurrir a través de

otros mecanismos independientes de SDF-1a/CXCR4b, o tal vez contar con un

i
mecanismo adicional redundante que permita que los mutantes tengan fenotipo normal.

t

En mamiferos se ha demostrado que aquellos ratones que carecen de SDF-1 o
CXCR4 tienen problemas en establecer hematopoyesis en l? médula Osea, aunque la
hematopoyesis en el higado fetal es normal. Esto se debe a qu‘;a la presencia de SDF-1 no
es necesaria para la colonizacién del higado fetal, pero si piara la de la médula 6sea,
seglin han demostrado estudios en “knock-out” de SDF-1 (Chifristensen y col,, 2004). Lo
anterior podria explicar el motivo por el cual existe una ciistribuci(')n de neutréfilos
similar en mutantes y silvestres en el CHT, pero noen la médléla 6sea. Vale destacar que
en ambos modelos existe un lugar de hematopoyesis transitdiria, que en ¢l caso de los
mamiferos es el higado fetal, mientas que su homélogo en}tpez cebra corresponde al
CHT. Por otro lado, ¢l sitio de hematopoyesis definitiva en ma\miferos es la médula Gsea,

i
homoéloga a los pronferos de pez cebra (Muruyama y col., 200;5).

|
|

i
!
¢
1
t
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En el trabajo de Walters y col., 2011 se modeld la enf@armedad de WHIM sobre-
expresando una versién mutante de CXCR4b en la que el dominio citoplasmatico de este

receptor se encontraba truncado, suprimiende su internalizacién. Esto resulté en una
]
ganancia de funcion que inducia la retencién de los ineutréfilos en el tejido

hematopoyético, observandose cantidades anormalmente béijas de neutréfilos en la
circulacién (neutropenia) o practicamente nulas. Dado que en el trabajo de Walters y
col, 2011, los neutréfilos permanecian constantemente retenicios, era imposible observar

su comportamiento en condiciones homeostdticas o ante la induccién de la inflamacion

H

en funcion de SDF-1a y CXCR4b, ;
i

En este trabajo, utilizamos peces mutantes que !expresaban versiones no
funcionales de las proteinas SDFla y CXCR4b para observar si en caso de pérdida de
funcién habia un aumento en los neuiréfilos presentes e_ifn el torrente sanguineo.

Congruente a los resultados de distribucién, no se observaron :diferencias significativas a
1
los 3dpf entre los neutrdfilos circulantes de mutantes y silvestres. Sin embargo, al 5dpf

4

i
los neutréfilos provenientes de larvas odysseus si mostraron diferencias significativas
respecto a sus “siblings” silvestres, no asi las larvas medusa. La finica diferencia entre

:

las larvas odysseus y medusa, es que las primeras poseen versiones truncas no
|
] . i . .
funcionales de CXCR4b, mientras que las segundas poseen versiones no funcionales de
i

i

SDF-1a. Se ha documentado que CXCR4b sélo es capaz de interactuar con SDF-1a; sin
i

embargo, esta quimioquina puede interactuar con mas de un receptor, siendo el mas
]

citado CXCR7 (Valentin y col, 2007). Dado que odyssei;rs carece de una versién

funcional de CXCR4b, pero no de SDF-1a, las diferencias ol‘j;servadas entre neutr6filos

1

[r—
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odysseus y medusa, podrian ser explicadas por la presencia de CXCR7, donde los
i

i
neutréfilos podrian verse atraidos por fuentes de SDF-1a que se encuentren fuera del

tejido hematopoyético, como por ejemplo en la zona cefalica (Walters y col., 2011). Esta
explicacién también podria aplicarse a la diferencia observada a los 13dpf entre

neutréfilos provenientes de larvas odysseus y medusas (Figurat5).

A los 7, 9 y 13dpf se observa un aumento significativo de neutréfilos circulantes
i

en ambos mutantes respecto a sus “siblings” silvestres. Esto. se podria deber a que en

estadios mas tardios del desarrollo hay un incremento en

el nimero de neutréfilos

maduros y por lo tanto expresarfan menor cantidad de lE;l integrina VLA-4 en su
superficie. En el caso de los neutrdfilos silvestres la disminucion de la expresion de la
integrina no afecta la retencion de los neutrofilos en el tejido Ehematopoyético, ya que la
presencia de SDF-la activa su receptor CXCR4b enviando una sefial intracelular
acoplada a protefna G, que aumentarfa la afinidad de la integ:rina VLA-4 de neutréfilos
por VCAM del estroma, modulando de esta manera la z%dhesién celular al tejido
hematopoyético (Auiti y col., 1997). Sin embargo, los mutan}tes al carecer de versiones
funcionales de SDF-1a 0 CXCR4b, pierden la sefializacion y ﬁ)or [o tanto Ia unidén VLA-
4/VCAM no es lo suficientemente fuerte como para mantener adhesion celular,
perdiéndose la retencién en el tejido hematopoyético. Ademz{s, en estado homeostatico,
las células endoteliales producen la quimioquina CXCi,Z y CXCL1 en bajas
concentraciones. Estas interactian con su receptor CXCR? presente en neutrofilos,

dirigiendo su quimiotaxis hacia la vasculatura para entrar a Iai? circulacion. De modo que

|
se podrfa decir que la interaccion de CXCL2 y CXCL1 y su receptor CXCR2

i e mphon e




43

corresponderian a un eje de sefializaci6n antagénico a CXCI}4b y SDF-la (Strydom y
1

Rankin, 2013). Por lo tanto, los neutréfilos presentes en los mutantes no sélo carecen de
f

la sefializacién que promueve su. retencién, sino que ademés se encuentran expuestos a

sefiales quimiotécticas que generan su salida del tejido hematopoystico, provocando las

grandes diferencias de neutrofilos circulantes respecto a sus “siblings” silvestres.

Durante la inflamacién la concentracioén de los ligand-ias de CXCR2 aumenta en
la circulacién, mientras que la expresion de SDF-la Edisminuye en el tejido
hematopoyético (Galdames y col,, 2014), promoviendo la migracién de los neutréfilos
hacia el sitio de inflamacién. Se ha documentado que el “peak?” de neutréfilos reclutados
ocurre a las 6 horas post transecto, seguido de una resolucién espontanea de la
inflamacién neutrofilica, en donde los neutréfilos necréticos y apoptéticos son

fagocitados por macréfagos (Elks y col., 2011).

|

De modo que el siguiente objetivo fue determinar si SDF-1a y CXCR4b tenian
¢
algiin efecto en el reclutamiento de neutrofilos ante un estimlfllo inflamatorio. Para ello

se realizd transeccion de cola a larvas de 3dpf, y se cuantificd bajo estercoscopio de
fluorescencia el nimero de neutréfilos reclutados cada 4 horas durante 24 horas. Vale
destacar que a los 3dpf no existen diferencias significativas entre los neutrofilos

circulantes de mutantes y silvestres, por lo que cualquierz efecto observable no es
i

producido por un valor inicial mayor de neutréfilos en circulacion.

i
1

{

A partir de los resultados obtenidos en la Figura 6 'se puede observar que al

tiempo cero la cantidad de neutréfilos presentes en el sitio de transeccién eran

YT YR e UV
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1

practicamente idénticos entre mutantes y silvestres. Sin embargo, a las 4 y 8 horas post-
transeccion se observd un reclutamiento significativamente mayor de neutrdfilos en las

larvas mutantes que en las silvestres. i
1

Cuando una larva silvestre es sometida a dafio, los ni\;feles de G-CSF aumentan,
lo que tiene importantes consecuencias en la liberacidn y reclutamiento de neutréfilos.
Se ha documentado que G-CSF disminuye la produccion de la quimioquina SDF-1a en

el tejido hematopoyético (Galdames y col., 2014). Esto trae (i:omo consecuencia que la

4

sefializacion a través de CXCR4b se vea reducida y por lo tanto, también la adhesién

celular, '

il

Si bien en condiciones homeostaticas a los 3dpf esta sefializacién no tiene gran
relevancia debido al alto niimero de VLA-4 en la superficie de neutréfilos, los cuales
probablemente en su mayorfa sean inmaduros en ese estadio del desarrollo, al romperse

la homeostasis, la carencia de SDF-1a y CXCR4b si parece c%obrar importancia, ya que
i
hay sefiales pro-inflamatorias y liberadoras de neutréfilos que compiten con las de
retencidén. De hecho, G-CSF no sélo se encuentra disminuyerdo los niveles de SDF-1a,
sino que ademas se encuentra estimulando de manera indirecta la produccién de la
quimioquina CXCL1 en el endotelio, la cual es conocida por ;ncontrarse involucrada en
la liberacion de neutréfilos hacia el torrente sanguineo (Sjtrydom y Rankin, 2013).
CXCLI estarfa actuando como sefial antagénica a la producida por SDF-1a/CXCR4b,
donde fa uniéon de CXCL1 a CXCR2 promueve la extravasaci:i')n de los neutrofilos hacia
la circulacion, los cuales son guiados al sitio de inflamacién p:or accion de las citoquinas

|
pro-inflamatorias y sefiales asociadas a dafio generadas en esa zona.
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Los resultados observados podrian indicar que tantoi SDF-1a como CXCR4b
tienen un rol crucial en el proceso inflamatorio, ya que al estar ausentes las sefiales de
retencion, cualquier sefial proinflamatoria seria lo suficienteinente fuerte para reclutar
neutréfilos incluso inmaduros. En el caso de los neutréfilos silvestres, estos responden
ante sefiales de retencién y proinflamatorias. Dicha competencia de sefiales reduciria el
nGmero de neutréfilos reclutados al sitio de inflamacién. En‘el caso de los neutréfilos
mutantes su alto reclutamiento podria deberse a que a pesar de expresar VLA-4/VCAM,

L

que los mantendria unidos al tejido hematopoyético, la unic'n;l de la integrina VLA-4 a
VCAM no seria tan fuerte como en un neutréfilo silvestre. Esti) se debe a que el mutante
carece de las versiones funcionales de SDF-1a o CXCR4b, que aumentan la afinidad de
VLA-4 por VCAM, de modo que al verse expuestos a un incrémento considerable en las

i
sefiales de liberacion, es de esperar que se reclute un nimero mayor de neutrofilos

mutantes. }

Ademas se ha documentado que G-CSF participa aceliarando la velocidad con la
que maduran los neutrofilos en cerca un 50% (Root y Dale, 1999). Como ha sido
explicado anteriormente, en neutréfilos maduros los ;1iveles de VLA-4 son
considerablemente méds bajos que en los inmaduros, de modo fque Ia carencia de SDF-1a
y CXCR4b se hace mas notoria. Esto se debe a que al no %xistir la sefializacién que
aumente la afinidad de VLA-4 por VCAM, y dada la poca :cantidad de VLA-4 en Ia
superficie celular de los neutrdfilos maduros, el niimero de fileutrc')ﬁlos reclutados serd
mayor en mutantes que en silvestres. i

i
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A las 12 hpt a pesar de haber comenzado la resolucién de la inflamacion, se
puede observar que existe un mayor niimero de neutréfilos en los mutantes respecto a
los silvestres, lo que se puede deber al alto nimero de neutréfilos reclutados en las horas

previas. ,

¥

Se puede observar que durante el periodo resolutivo, a las 16, 20 y 24 hpt no hay
diferencias significativas entre mutantes y silvestres. Durante la resolucién de la
inflamacién los neutréfilos que participaron del proceso éxperimentan apoptosis o
necrosis in situ. Durante la necrosis y desintegracién de los l‘jleutréﬁlos los macréfagos

)
fagocitan estas células, evitando la liberaci6n del contenido ci}otéxico de sus granulos y

!

una nueva respuesta inflamatoria y dafio tisular (Strydom y' Rankin, 2013). De modo
que era de esperar no encontrar diferencias significativas enire mutantes y silvestres, ya
i

que la resolucion de la inflamacion, depende principalmente de la eliminacion de los
i
. ot . . + ,
neutrofilos apoptéticos o necrdticos del sitio de dafio por los macréfagos y no parece ser

un proceso dependiente de SDF-1a y CXCR4b. !

i

Un paso critico en la funcién de un neutréfilo es su hafbilidad para desplazarse al

sitio de dafio o inflamacién. Si el neutréfilo carece de la habilidad de migrar al drea de
{

dafio, no basta con que sea funcional, pierde su rol defensor %, incluso podria ser dafiino
i
para los tejidos circundantes (Hoang y col., 2013). De modo ‘que el tltimo objetivo fue

determinar si SDF-la y CXCR4 afectaban la velocidad ry direccionalidad de los

]

neutrofilos una vez que éstos inician la migracion hacia el sitio de dafio. Para ello se

realizé microscopia de tiempo extendido a larvas mutantes y silvestres transgénicas y
i
sus trayectorias en el tiempo fueron analizados con ImageJ.

.
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Se determiné que la velocidad promedio de los neutréﬁﬁlos reclutados en larvas
medusa fue de 0,16 = 0,01 pm/s, en las larvas odysseus de 0‘;17 %+ 0,01 pm/s, mientras
que la del silvestre fue de 0,15 = 0,01 pm/s. Al analizar estos datos, no se observaron
diferencias significativas entre mutantes y silvestres. Al cc;mparar con los datos de
velocidad presentes en la literatura, se puede observar queg son muy similares a los
obtenidos aqui, alcanzando los 0,16 £ 0,01 pm/s en silvestr?es (Mathias y col., 2006).

Esta ausencia de diferencia se pude deber a que la maquinaria del citoesqueleto asf como

las moléculas de adhesidn celular que participan en la migracién de estas células hacia el

sitio de dafio, no se ven afectadas por la ausencia de funcionalidad de SDF-la o
CXCR4b. Este resultado podria entregar evidencia de que l:os fendmenos observados
anteriormente, tales como el aumento de neutrofilos en circuldcién, el alto reclutamiento
de estas células a las heridas y su disminucion en los pronefros en individuos mutantes,

son debidos a la carencia de la sefial de retencién generada pofr SDF-1a/CXCR4b y no a

!
las moléculas que median la migracion.

i
Respecto a la direccionalidad, si se encontraron diferencias significativas entre

1

i
los neutréfilos presentes en los mutantes comparados con los silvestres, donde la

+

direccionalidad de los neutréfilos medusa fue de 0,75 + 0,02,% la de los odysseus 0,80 +

. . . . . L.
0,02, mientras que en los silvestres se observé una duec010n?11dad menor 0,70 + 0,02,

Esto valores son congruentes a los indicados en literatura para la direccionalidad de los

neutrdfilos en larvas silvestres, donde alcanza un valor de de 0,70 (Mathias y col., 2006).

I

i
Para explicar esta situacion hay que recordar que ademas de la presencia de la
i

quimioquina CXCLI1 en el endotelio, para iniciar la diapéd"('esis de los neutréfilos, es

i = b o
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necesaria la existencia de un gradiente quimiotéctico a través de la matriz extracelular

hacia la fuente de quimioquina producida en el sitio de inflamacién (Massena y col,
H

2010). Una gran variedad de sefiales moleculares han sido ide;ntiﬁcadas que contribuyen
al reclutamiento de neutréfilos al sitio dafiado. La mas comt’?m es la citoquina CXCL8
(IL-8), junto con las sefiales redox asociadas a dafio celular ca:)mo el HoO; (Carré y col,
1991). Por otro lado, SDF-1a al tratarse de una quimioquina, genera sefiales atractantes
hacia el lugar de produccién, es decir, el tejido hematopoyétic;i). De modo que cuando un

neutréfilo silvestre inicia la migracion celular, se enfrentaria a una competencia de
g
: !

sefiales atractantes, unas hacia el tejido hematopoyético y otras hacfa el sitio de
|

b

inflamacion, En mutantes, como carecen de SDF-la o C;XCR4b, no existiria esta

competencia de seflales y tienden a tener una direccionalidad mayor hacia las sefiales

pro-inflamatorias generadas en el sitio de dafio.
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5. CONCLUSIONES

Al il e g ik

3
!

El eje de sedalizacion SDF-1a/CXCR4b participa£ en la retencion de los
i
neutrofilos en el tejido hematopoyético caudal (CHT) y estd involucrado en la

granulopoyesis definitiva en los pronefros.

Al romperse la homeostasis, es decir, ante un estimiilo inflamatorio, el eje de
sefializacion SDF-1a/CXCR4b es necesario para fcontrolar el nimero de
neutréfilos reclutados al sitio de dafio. Por otro lado, la resolucion de la

inflamacién no parece depender de SDF-1a 'y CXCR45.

La velocidad con que migran los neutréfilos reclutados al sitio de inflamacion es

independiente de SDF-1a y CXCR4b. %

I

. . . ’ i . . ‘e
La direccionalidad con que los neutréfilos son reclutados al sitio de inflamacién

i
es dependiente del eje de sefializacién SDF-1a/CXCR4b
l

En general se puede concluir que el eje de sefializacion SDF-1a/CXCR4b actiia
i
como una sefial de retencién para los neutréfilos a medida que transcurre el

J
desarrollo y durante la respuesta inflamatoria i
1

f
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