“ANALISIS DEL PATRON DE INERVACION DE
NEURONAS AFERENTES DE LA LINEA LATERAL
POSTERIOR DEL PEZ CEBRA DURANTE EL
DESARROLLO NORMAL Y TRAS UN PROCESO
REGENERATIVO”

Seminario de Titulo entregado a la Universidad de Chile en cumplimiento parcial de los
requisitos para optar al Titulo de Ingeniero en Biotecnologia Molecular.

DANIELA GUTIERREZ GARCIA

Director del Seminario de Titulo:
Miguel Allende Connelly

Co-Director:
Maria Laura Ceci

Marzo 2016
Santiago-Chile




_\\\Jf/_ p

e

INFORME DE APROBACION SEMINARIO DE TITULO

Se informa a la Escuela de Pregrado de la Facultad de Ciencias, de la Universidad
de Chile que el Seminario de Titulo, presentado por la Srta.

Daniela Andrea Gutiérrez Garcia

“ANALISIS DEL PATRON DE INERVACION DE NEURONAS AFERENTES DE
LA LINEA LATERAL POSTERIOR DEL PEZ CEBRA DURANTE EL
DESARROLLO NORMAL Y TRAS UN PROCESO REGENERATIVO”

Ha sido aprobado por la Comision de Evaluacion, en cumplimiento parcial de los
requisitos para optar al Titulo de Ingeniero en Biotecnologia Molecular.

Director Seminario de Titulo:
Miguel Allende Connelly

Co-Director:
Maria Laura Ceci

Comisién Revisora y Evaluadora

Presidente Comision:
Alejandro Roth Metcalfe

Evaluador:
Alvaro Glavic Maurer

Santiago de Chile, marzo 2016




BIOGRAFIA

Daniela Andrea Gutiérrez Garcia (1991-hoy) (Maipu, Chile). Entré a la Facultad de
Ciencias de la Universidad de Chile para convertirme en Ingeniero en Biotecnologia
Molecular porque quiero seguir el camino de la ciencia, porque la investigacion hace

que cada dia sea mas interesante.

AGRADECIMIENTOS
Agradezco a quienes me ensefiaron desde un principio: Mario y Lau, quienes
amablemente me guiaron en el proceso de cranear los experimentos, explicar
resultados y tratar de ser siempre lo mas conciso y didactico posible. A Miguel Allende
por su disposicion a recibir nuevas ideas, y permitirme conocer tanta gente nueva y
lugares que no pensé que visitaria tan pronto. Agradezco a los zebralolos y gente de
desarrollo por aceptarme y crear un buen ambiente de laboratorio, y en especial por su
critica. A mis amigos que me siguen sorprendiendo. Y al final de esta etapa
universitaria, agradezco principalmente a mi familia por estar ahi conmigo hasta el final.

Por recibir las penas y alegrias, y darme la fuerza para avanzar.




iNDICE DE CONTENIDOS

BIOGRAFIA Y AGRADECIMIENTOS. ... cien e eee ettt s i et e ee et e e e i
INDICE DE CONTENIDOS........oooieirieerreisirenerieesesensstasisst s e s ss s st et asssisasasnans i
INDICE DE TABLAS O CUADROS. ..o ittt ettt e s ser s v
INDICE DE FIGURAS . .. ..ottt eesieeee it crt st et s es vaa s as s sn s e sas s s er bbb ans s senanes vi
LISTADE ABREVIATURAS. ..ot ittt e ettt s e i ae e s ena e eab eee e anas vii
BB ST RACT ..t eteeree v et esestete s e st e e arerresb et e st e s b e s e e R RS b e SR e s b e s Reer e e he st b sar e e s et n e sanbans 1
RESUMEN. ...ttt iet et eeeieaes et anster e e e b ae s bts seesba s s aat eeesanae et e antee saesae seseas 3
1. INTRODUCCION........oootiitieienie e ereiescrrnins st s er e e st et enes s eas e 5
Desarrollo de linea lateral posterior del pez cebra............ccoiviiiiiiiiniiine 7

Organizacion somatotdpica de las neuronas aferentes de la linea lateral

posterior del pez Cebra...........c.coviiinii 10

Regeneracién de neuronas aferentes de la linea lateral posterior del pez

2. OBJETIVOS
2.1 ObJetivo GENETAl .....covcrriirii i s s 19
2.2 Objetivos eSpecifiCos.........ccoveiriirreireir it 19
3. MATERIALES y METODOS
3.1 Mantenimiento de los peces y obtencién de huevos fecundados............... 20
3.2 Lineas tranSg@nICaS.....cocvurrreriecriicnerirsircinercsnc s s i srasssas s s 20
3.3 Construcios de DNA para microinyeccion de embriones y técnica de
90 ][e1 (o) 41TZ= T ) PO OO 21

G I 0 = [STe [ 1= o L= o) Lo 1 VU 22




3.5 Montaje de larvas en agaroSa...........ocvevieiesiesinnninienins st 22

3.6 Adquisicién de imagenes y seguimiento de proyecciones neuronales......23

3.7 Analisis estadistiCo........cocceiviereeirn e 23
4. RESULTADOS

4.1 Identificar y caracterizar neuronas aferentes del ganglio de la linea lateral
POStENior: /eaders Y fOllOWErS..... ..o 24

4.2 Evaluacién de conexiones sindpticas durante el desarrollo de larvas de pez

421 Campo sensorial de neuronas leader y folfower...........c.ccceiinene. 32

4.3 Re-adquisicion de los blancos sinapticos inervados tras un dafio al nervio de

la linea lateral POSLEMIOr... ... 38
4.3.1 Campo sensorial de neuronas leader y folfower.................c........... 40
4.3.2 Analisis de sobrevivencia neuronal..........cccc.cccciininiiiininnnnn, 48
5. DISCUSION......coiuireeeerieteincteressese st sessesas e esssseaseseses et ee s sse e sasenesesssaseesessneas 52

5.1 Variacién en el patron de inervaciones de neuronas leader y follower
durante el desarrollo de la larva de pez cebra........cccoveverevvicciinininnnns 54

5.2 Variacién en el patrén de inervaciones de neuronas leader 'y follower tras un

dafio regenerativo en larvas de pez cebra..........ccoooiiiii 55
5.3 Muerte celular en el ganglio de linea lateral posterior...........cccccev v, 58
6. CONCLUSIONES. ... ses st ees s ettt 60
7. BIBLIOGRAFIA.......ooeiiiveveeiieteetsssesseseseem s ee e se st sese st e smes s ssaa st ssans 61




iNDICE DE TABLAS O CUADROS

Tabla I. Recuento de experimentos de inyeccién para marcaje de neurona tnica

Tabla Ik Analisis de inervaciones de neuronas leader y follower durante el desarrollo. Campo

sensorial promedio a los 3 (CS 3), 5 (CS 5) y 7 dpf (CS 7); e Indice de cambio (IC).

Tabla lil. Resumen de las modificaciones en las conexiones de neuronas leader y follower

durante el desarrollo; y si aumenta, disminuye o estabiliza sus conexiones.

Tabla IV. Andlisis de inervaciones de neuronas leader y follower tras la regeneracion. Campo

sensorial promedio a 0 (CS 0), 2 (CS 2) y 4 dpn (CS 4); e indice de cambio (IC).

Tabla V. Resumen de las modificaciones en las conexiones de neuronas leader y follower tras
un proceso regenerativo; y si aumenta, disminuye o mantiene las mismas conexiones que

presenté previc al dafio.

Tabla VI. Porcentaje de mortalidad de neuronas /feader y follower durante el desarrollo (control)

y tras la regeneracion {neurectomizado).



iNDICE DE FIGURAS

FIGURA 1. Desarrollo de la linea lateral y composicion.

FIGURA 2. Somatotopia del ganglio de linea lateral posterior en embriones de pez cebra,
FIGURA 3. Resumen de {a somatotopia de la linea lateral posterior del pez cebra.

FIGURA 4. Representacion esquemética del patrén de inervacion de neuromastos de la LLP:
control y regeneracion de nervio.

FIGURA 5. Neuronas feader y folfower migrando con el primordio de LLP.

FIGURA 6. Dos células marcadas en el ganglio de la LLP.

FIGURA 7. Patron de inervacion de una neurcona desde los 3 a 9 dpf en una larva de pez cebra.
FIGURA 8. Las inervaciones a los neuromastos de LLP son refinadas durante el desarrollo de
larvas de pez cebra.

FIGURA 9. Modificacion de inervaciones durante el desarrollo de la larva del pez cebra.
FIGURA 10. Representacion de las inervaciones de neuronas leader y foflower durante el
desarrollo de Iz larva de pez cebra.

FIGURA 11. El campo sensorial promedio no varia y el namero de conexiones de neuronas
leadery folfower tiende a la seccion media del pez durante el desarrollo y la regeneracion.
FIGURA 12. Las neuronas re-inervan sus blancos luego de la regeneracion del nervio de LLP,
FIGURA 13. Representacion de las inervaciones de las neuronas leader y follower tras un
proceso regenerativo en larvas de pez cebra.

FIGURA 14. El campo sensorial promedio de neuronas leader y follower no se modifica durante
el desarrollo y la regeneracian.

FIGURA 15. Neuronas follower presentan mayor variacion en el Indice de cambio de
inervaciones durante la regeneracion en larvas de pez cebra,

FIGURA 186. Existe muerte neuronal en el ganglio de linea lateral posterior de larvas de pez

cebra.

FIGURA 17. Las neuronas feader presentan menor scbrevida tras la regeneracidn.




LISTA DE ABREVIATURAS

dpf: Dias post-fertilizacion

dpn: Dias post-neurectomia

EGFP: Enhanced Green Fluorescent Protein

GFP: Proteina fluorescente verde (del inglés Green Fluorescent Protein)
gLLP: Ganglio de Linea Lateral Posterior

HC: Células ciliadas (del inglés Hair Cells)

han: Horas antes de la neurectomia

hpn: Horas post-neurectomia

IC: Indice de cambio de inervaciones

LLP: Linea Lateral Posterior

LMP: Bajo punto de fusién (del inglés Low Meiting Point)

NMO: Nucleo Medial-Octavolateral

nLLP: Nervio de Linea Lateral Posterior

RFP: Proteina fluorescente roja (del inglés Red Fluorescent Protein)
Prim I: Primer Primordio de Linea lateral posterior o primario

Prim II: Segundo Primordio de Linea lateral posterior o secundario

L1 a L8: Enumeracion de los neuromastos de la Linea lateral posterior
L: Neuronas lideres (del inglés Leader neuron)

F: Neuronas seguidoras (del inglés Follower neuron)

LT: Neuromastos terminales segtin nomenclatura L6+L7+L8

SNP: Sistema nervioso periférico




ABSTRACT

The zebrafish posterior lateral line (pLL) is a mechanosensory system that detects
water movements. It comprises peripheral organs (neuromasts), intermediate afferent
transmission elements, and central processing units. Each neuromast has hair cells that
transform mechanical signals from the surrounding water into electrical pulses
transmitted centrally by afferent neurons, whose somas are located in the pLL ganglion.
Two different subtypes of neurons have been described within the ganglion: leaders
and followers, and these are somatotopic in that they generate a sensory map in the
hindbrain. We ignore whether the topology of neural connections established during
larval development is maintained if they are interrupted; and we address this question in
a damage-regeneration protocol established in larval zebrafish. Previously, we saw that
after injury to the pLL nerve both, feader and follower, pLL neurons have the capability
to extend new axons and reinnervate target organs, although the specificity of the
rewiring process has not been fully addressed. To identify these types of neurons, we
labeled single pLL neurons by transient transgene expression using DNA constructs,
and at 3 dpf, we recorded their neuromast innervation pattern, and injured the pLL
nerve. After regeneration of the nerve, 5-7 dpf, respectively (2 to 4 days post-injury
(dpi)), we recorded which neuromasts were innervated and compared it with the original
situation. We did the same for control larvae (without neurectomy) in order to analyze
modifications on innervation during development.

We have seen that during development the connections established by leaders and
followers are mostly stable, After neurectomy, these neurons do not precisely innervate
the same target organs as they did prior damage, especially for follower neurons.

However a degree of somatotopy is maintained. in other hand, we observed that leader



neurons survive the most during development, but after neurectomy, are the most
affected by cell death. Our results show that foffower neurons were the most
promiscuous in terms of contacting neuromasts after damage. And even though both
types of neurons are prone to reinnervation errors, the sensory map can be partially
reconstructed after neurectomy, but the number of innervations varies.

In this work we introduce a new, simple and accessible model to explore the
mechanisms involved in reestablishment of a functional sensory system in vertebrates
after peripheral nerve damage. We hope this project brings new and detailed

information in the field of neural regeneration.



RESUMEN

La linea lateral posterior (LLP) del pez cebra es un sistema mecanosensorial que
percibe los movimientos del agua. Este sistema presenta unos organos llamados
neuromastos que poseen células sensoriales especializadas, denominadas celulas
ciliadas (hair cells). Estas células convierten los estimulos mecanicos, producidos por
el movimiento del agua en torno a la superficie corporal del pez, en un impulso eléctrico
que se transmite desde la periferia hacia el nicleo medio octavolateral en el cerebro
posterior. Este impulso nervioso es conducido por neuronas aferentes, cLyos somas se
encuentran en el ganglio de LLP. Dentro del ganglio podemos encontrar dos subtipos
neuronales con diferentes caracteristicas: leaders y followers. Estas neuronas
organizan sus proyecciones en el sistema nervioso central y periférico construyendo un
mapa somatotépico en el ganglio de LLP. Se desconoce si esta somatotopia se
mantiene durante el desarrollo de la larva, y si frente a un dafio las neuronas son
capaces de reconectar con los mismos blancos que inervaban justo antes de
interrumpir sus axones. Para responder a estas preguntas, a los 3 dpf dafiamos el
nervio de LLP en larvas de pez cebra, utilizando un protocolo de neurectomia
desarrollado en nuestro laboratorio. Hemos observado que ambos tipos celulares son
capaces de regenerar y de re-inervar los érganos blancos. Con el objetivo de investigar
si las conexiones establecidas durante el desarrollo se mantienen tras un dafio, se
inyectd un constructo de DNA que permite marcar azarosamente céiulas Unicas en el
ganglio de la LLP. A las 24 hpf se clasificé a las neuronas en leaders o followers en
base a diferencias anatémicas. Posteriormente observamos [os neuromastos
contactados antes y después del dafio, entre los 3 y 7 dpf (0 a 4 dpn), y se evalud el

proceso de refinamiento de las conexiones durante el desarrollo. Se observo que las




conexiones de las neuronas leaders y followers son ligeramente refinadas entre los 3 y
7 dpf. Sin embargo, tras la neurectomia, el 90,9% de las neuronas /eadery el 100% de
las follower modifican sus inervaciones. A pesar de ello, logran recapitular, de forma
aproximada, el mapa somatotépico previamente establecido. Por otro lado, hemos
observado que las neuronas feaders tienden a sobrevivir mas tiempo en comparacion
con las neuronas followers. Sin embargo, son las mas afectadas por la neurectomia.

En resumen, en este trabajo proponemos un nuevo modelo, simple y accesible, que
permite explorar los mecanismos involucrados en el restablecimiento de un mapa
somatotépico tras un dafio al nervio periférico. Esperamos que este proyecto pueda

generar informacion nueva y detallada en el campo de la regeneracién neuronal.




1. INTRODUCCION

El sistema nervioso es un complejo sistema de redes neurales y accesorios, como las
glias, que funcionan en perfecta combinatoria y constituyen el sustrato de la memoria,
permiten la percepcion del medio y su interpretacién en los centros superiores del
cerebro. Este sistema tfiene neuronas de diversas caracteristicas, desde expresion
génica diferencial a diferente tamario y morfologia. Para que este funcione como un
fodo es necesario que esta diversidad de componentes se estructure de manera
coordinada. Se requiere que las conexiones gque se sstablecen durante el desarrollo se
formen correctamente; dado que su incorrecto funcionamiento lleva a la generacion de
enfermedades neurodegenerativas que afectan progresivamente al individuo. A medida
que los organismos se desarrollan, sufren procesos de refinamiento de las conexiones
establecidas. Estos procesos de eliminacién de conexiones o poda de proyecciones
nerviosas, son eventos normales que dependen de la expresion de caspasas a lo largo
del axén, o de la funcionalidad defectuosa de los canales de calcio (Riccomagno &
Kolodkin, 2015). Las conexiones neurales también pueden modificarse debido al
aprendizaje, donde las neuritas se re-organizan y seleccionan aqguellas que
permaneceran funcionales en el tiempo. Esto ha sido ampliamente estudiado en el
desarrollo del mapa visual (Feldheim y col., 2010).

Durante el desarrollo de vertebrados y otros cordados, el sistema nervioso se forma a
partir de una capa embrionaria llamada ectodermo, el cual generara ia piel y el
componente nervioso al especificarse en neurcectodermo. A medida que se forma el
tubo neural a lo largo del organismo, ocurre la neurogénesis, donde las neuronas
comienzan a formarse a partir de progenitores y diferenciarse debido a diferentes

gradientes de morfégenos que establecen el patron de la placa neural (Schmidt y col.,




2013). Las neuronas en diferenciacién deben llegar al lugar en donde finalmente
cumpliran su funcion, migrando y estableciendo contactos temporales a medida que el
cono axonal en crecimiento avanza, atraido y repelido por moléculas quimiotractantes.
Una vez que se construye el sistema nervioso, comienza la seleccion de conexiones,
donde se presume intervendria en la correcta disposicién de las neuronas y cémo
estas se ven influenciadas con el ambiente externo en €l que estan estableciendo
contactos sinapticos.

Uno de los modelos vertebrados mas utilizados para abordar estos estudios ha sido el
sistema visual del raton. Sin embargo, la complejidad e inaccesibilidad del sistema
neural imposibilita la realizaciéon de observaciones in vivo; por tanto, se ha presentado
la oportunidad de utilizar un modelo accesible, con un nimero discreto de drganos
sensoriales, como la linea lateral del pez cebra. Durante los Ultimos afios, el pez cebra
se ha convertido en un modelo ampliamente utilizado para el estudio de procesos in
vivo. Este modelo permite, por la amplia gama de lineas transgénicas disponibles, y la
transparencia del animal en sus estadios larvales, la observacion in vivo y en tiempo
extendido de diversos procesos como el comportamiento neuronal. En particular, los
peces poseen en su superficie, un sistema mecanosensor perieneciente al SNP,
denominado sistema de linea lateral. Este sistema se compone de érganos sensoriales
denominados neuromastos, los cuales presentan una posicién estereotipada a lo largo
del pez y hacen relativamente sencillo el estudio de [a inervacion y los procesos de
refinamiento del sistema neuronal. Mediante un simple procedimiento, es factible
marcar azarosamente aferencias Gnicas del ganglio de la LLP (gLLP) y analizar su
comportamiento de manera individual a través del! tiempo. Por (ltimo, la superficialidad
y su facil acceso hacen, de este sistema sensorial, un modelo ideal para el desarrollo

de este trabajo.



Desarrolio de Ia Linea Lateral Posterior del pez cebra

La linea lateral posterior es un sistema mecanosensorial que se forma a partir de la
placoda de LLP derivada de la placoda cefalica que aparece caudal al oido {Kimmel y
col., 1995). Alrededor de las 18 horas post-fertilizacion, esta placoda se divide en dos
grupos celulares: un grupo estatico de aproximadamente 20 células que forman el
ganglio de LLP, y un grupo de alrededor de 100 células migratorias que forma el
primordio de LLP (priml). Este priml se desplaza por el miosepto horizontal, hacia la
cola del pez, guiado por la internalizacidn del ligando cxcl12 y su receptor cxcrdb. El
frente migratorio anterior del primordio (leading domain} posee células mas planas con
una morfologia mesenqguimal; mientras que el frente posterior del primordio (frailing
end), presenta células mas anchas, con polaridad basal y apical prominente con
morfologia de epitelio columnar. Estas Gltimas formaran cumulos celulares en forma de
rosetas o proto-neuromastos que se van depositando regularmente a lo largo del
tronco del pez, y formaran los neuromastos de LLP (Chitnis y col, 2012). La LLP
primaria consta de aproximadamente 8 neuromastos interconectados por células
interneuromasticas. Una vez depositados, las células que lo componen se diferencian
en: celulas del manto, células de soporte, celulas ciliadas sensoriales, y un grupo que
mantiene sus caracteristicas de progenitor (Figura 1 B). Las células que permanecieron
inméviles en el origen formaran el ganglio de LLP. Estas neuronas extienden sus
axones periféricos junto con el priml, inervando los neuromastos a medida que estos
son depositados (Gompel y col. 2001; Gilmour y col, 2004; Ghysen & Dambly-

Chaudiére, 2007).
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FIGURA 1. Desarrollo de la linea lateral y composicién. A: Formacion de la linea lateral
posterior durante el primer dia de desarrollo de la larva de pez cebra. La migracién del priml
comienza cerca de las 18 hpf a partir de la placoda de LLP caudal al cido, y a las 30 hpf se
observa el primer neuromasto depositado y el primordio migratorio. El nervio de LLP sigue la
migracion del priml, extendiendo una proyeccién central (flecha punteada) y periférica (cabeza
de flecha). Se observan una neurona en rojo siguiendo al priml y una en verde muy retrasada.
A los 3 dpf la larva presenta los componentes de LLP, y la migracion del primD y primll
(Adaptacion Pujol-Marti & Lépez-Schier, 2013). B: Composicion de un neuromasto. Células
ciliadas al centro (azul), células de soporte (verde), células del manto (gris), células progenitoras
(rojo) y células interneuromasticas que contactan los neuromastos entre si (celeste). Undurraga

y Allende, datos no publicados.

A los 2 dias de desarrollo (alrededor de las 52 hpf) comienza la migracion de un
segundo primordio (primll), el cual deposita neuromastos secundarios entre los

neuromastos primarios L1-L2 y L2-L3, desarrollando células ciliadas con polaridad




dorso-ventral; alcanzando 12 neuromastos hacia los 5 dpf. Estos neuromastos
secundarios son inervados por nuevas neuronas que migran junto al primll (Figura 1

A).

Las células ciliadas de los neuromastos reciben informacion del medio, y transforman
los estimulos mecanicos en potenciales eléctricos. Esta informacion es transmitida
desde la periferia hacia uno de los centros de procesamiento en el Nicleo Medio
Octavolateral (MON), en el cerebro posterior; por axones aferentes. Los somas de
estas neuronas bipolares se encuentran en el ganglio de LLP y el conjunto de sus
proyecciones axonales, constituyen el nervio de LLP.

Cada neuromasto maduro posee unas 20 a 30 células ciliadas (HC) que detectan el
movimiento del agua de la misma manera que las células ciliadas en el oido interno de
los mamiferos: cada HC posee un esterocilio y un quinocilio, que al deflectarse,
despolariza o hiperpolariza la célula. La LLP del pez cebra presenta HC de distinta
polaridad: las que derivan del priml estan orientadas de manera antero-posterior (AP);
mientras que los neuromastos derivados del primll poseen HC orientadas en posicion
dorso-ventral (DV). Esta orientacion permite discriminar el movimiento del agua en, al
menos, dos direcciones (AP y DV).

Se ha visto que aunque una neurona inerve multiples neuromastos, siempre conecta
con células ciliadas de la misma polaridad. (Hudspeth y col., 2008; Faucherre y col.,
2009). Esta conexidn con células de una misma polaridad, también se cumple para

neuronas que reconectan ios neuromastos una vez han regenerado.

Organizacion somatotopica de las neuronas aferentes de la Linea Lateral

Posterior del pez cebra




Para la correcta interpretacién del movimiento del agua y su direccionalidad, es
fundamental que la informacion captada por las células ciliadas, sea transmitida al
sistema nervioso central de manera organizada. Esta organizacién se establece
durante el desarrollo; y al igual que los neuromastos, que derivan del prim] y el primil;
las neuronas aferentes de la LLP se desarrollan progresivamente en dos olas de
neurogenesis (Pujol-Marti & Lopez Schier, 2013). La primera ola de neurogénesis se
asocia a la formacion del gLLP y la migracion del prim! alrededor de las 18 hpf:
mientras que la segunda ola de neurogénesis se asocia con la migracién del primil
alrededor de las 36 hpf. Este desarrollo temporal y progresivo permite que los
neuromastos de la linea lateral primaria sean inervados por neuronas generadas
durante la primera ola de neurogénesis, mieniras que los neuromastos de la linea
lateral secundaria son inervados por la segunda ola de neurogénesis. En términos
generales, durante la primera cleada se generan dos subtipos de neuronas en el gLLP:
leaders y followers. Las leader son consideradas “neuronas viejas”, cuya area
promedio es 90,4+13,7 um?, mientras que las neuronas follower son consideradas mas
“jovenes”, porque nacen poco después que las /eader (Liao & Haenel, 2012). En esta
Ultima categoria se incluyen todas las neuronas nacidas durante la segunda oleada.
Los somas de ambos tipos de neuronas permanecen entremezclados en el ganglio.

En un principio se sugirié que la morfologia del cono de crecimiento de una neurona
indicaria qué neuromastos inervaria, y que este estaria correlacionado con su posicién
a nivel central. Es decir, que las neuronas de LLP forman, a nivel central, un mapa
somatotdpico de las inervaciones de las neuromastos en la periferia. En el trabajo
publicado por Sato y col., en 2010, decidieron evaluar el momento en que esto acurria.
Por lo que tomaron como punto inicial las 54 horas de desarrollo de la larva de pez

cebra y realizaron marcaje retrogrado de neuronas de la LLP, inyectando rodamina-
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dextrano en las regiones interneuromasticas detalladas en la Figura 2A con una linea
roja entre L4-L5 (A, E), L3-L4 (B, F), L2-L3 (C, G) y L1-L2 (D, H), creando una pequefia
lesion con una aguja. De este modo, pudieron marcar un conjunto de axones entre los
neuromastos y observaron que la aplicacién del trazador a nivel posterior resulté en el
marcaje de somas en la regién dorsal del gLLP, mientras que la aplicacién del trazador
en un nivel mas anterior, resulté en una expansion ventral de las células marcadas. El
patrén presentado a los 6 dpf también se observé tempranamente a las 54 hpf. Y
pudieron determinar que no solo existe una organizacion somatotdpica a nivel central,
sino que los somas de las neuronas poseen una posicion estereotipada dentro del
ganglio de LLP.

El analisis de marcaje retrogrado evidencidé células que no tenian una posicion
determinada en el ganglio, a las que Sato denomind células excepcionales. Estas
células disminuian en cantidad a medida que la larva avanza en el desarrollo y se
presentan en la Figura 2A (C, F y G), ver flechas. Esto sugirié que podria existir un
proceso de refinamiento en la organizacién del ganglio entre los cinco dias luego de la
formacion de la LLP, al menos en las neuronas que inervaban neuromastos anteriores.
El estudio de Gompel analizo el comportamiento del cono de crecimiento axonal y su
morfologia a medida que el primordio de LLP migra a través del miosepto horizontal
(Gompel y col, 2001). Y observd que las neuronas leader poseen conos mas
ramificados que las follower, y que esta morfologia se correlaciona con la inervacién a
determinados neuromastos, tal y como sugirieron otros autores posteriormente.
Realizando marcajes de neurona Unica con DsRed, Sato (Sato y col., 2010) probd que
aquellas neuronas consideradas como /eaders (Tipo A) inervaban neuromastos
terminales y tendian a organizarse aleatoriamente. Mientras que las followers (Tipo B),

poseian una posicion estereotipada y tendian a inervar neuromastos anteriores del
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pez. Por lo tanto, ellos plantearon que sélo el subtipo follower formaba un mapa en el

gLLP en funcién del neuromasto inervado (Figura 2B).
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FIGURA 2. Somatotopia del ganglio de linea lateral posterior en embriones de pez cebra.
A: A-H: Imagenes de microscopia confocal del ganglio de LLP a los 6 dpf (A-D) y 54 hpf (E-H).
Los embriones Tol047 han sido marcados retrogradamente en las regiones inter-neuromastos,
entre el cuarto (L4) y el quinto (L5) neuromasto (A, E); el tercero (L3) y cuarto (L4) neuromasto
(B, F); segundo (L2) y tercer (L3) neuromasto (C, G); y primero (L1) y segundo (L2) neuromasto
(D, H). En algunos casos se observaron “células excepcionales” (flechas blancas). B: Se
muestra la distribucién de los cuerpos celulares (en el eje dorso-ventral) y la posicién de los
neuromastos inervados por estas neuronas (en el eje antero-posterior). Las neurona Tipo Ay B
fueron analizadas por separado. L1, L2, L3, L4 y L5 representan el neuromasto mas anterior,
segundo, tercero, cuarto y quinto, respectivamente. Los neuromastos al final de la cola son

considerados terminales (“term”), en colores. (Adaptado de Sato y col., 2010).
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A modo de resumen, podemos decir que existen, al menos, dos subtipos neuronales
descritos en el ganglio de LLP: leaders y followers. Estos subtipos se diferencian en
funcion de cédmo avanzan sus conos de crecimiento de acuerdo con la posicion del
priml. Las neuronas pioneras o leaders migran junto con el priml, a una velocidad de
80+7.6 um/h, tienden a proyectar sus axones periféricos hacia neuromastos mas
posteriores de la LLP, poseen un soma en posicion dorsal, aunque no estereotipada en
el ganglio de LLP; y una rama central que proyecta dorsalmente al cerebro posterior.
Las neuronas mas tardias o followers, por otro lado, proyectan axones por detras del
priml a una velocidad de 32+11 upm/h; e inervan, en general, neuromastos mas

anteriores, y proyectan ventralmente en el centro de procesamiento del cerebro

posterior.
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FIGURA 3. Resumen de la somatotopia de la linea lateral posterior del pez cebra. A:
Ganglio de la LLP (3 dpf) con una célula tnica marcada en rojo como resultado de inyeccion del
constructo HuC.mem-Tdtomato en embriones de una célula. Se observan las proyecciones
central (izquierda) y periférica (derecha). B: Los somas que se encuentran dorsalmente en el
gLLP proyectan axones que siguen al priml y tienden a inervar neuromastos mas posteriores
del pez (caudal); mientras que los somas ubicados en las regiones medias del gLLP, tienden a
proyectar axones que inervan neuromastos en las regiones anterior y media del pez.
Ventraimente en el gLLP se encuentran somas cuyos axones al primer dia de desarrollo siguen

al primordio | muy por detras e inervan neuromastos nacidos tardiamente (secundarios) o
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neuromastos primarios en la regién anterior y media del pez (Adaptado de Pujol-Marti y col.,

2010).

Se ha demostrado que ambos subtipos cumplen distintas funciones. Las neuronas
feader contactan mas de un neuromasto y proyectan sus axones centrales hacia la
dendrita lateral de la célula de Mauthner, célula responsable de |a respuesta de escape
del pez. Mientras que [as neuronas followers son un mas pequefias y proyectan sus
axones ventro-lateralmente hacia otros nticleos centrales formando un mapa sensorial
denominado “mapa somatotdpico”. Este subtipo no contactan la dendrita de Mauthner
(Pujol-Marti y col., 2012); por lo que estarian relacionadas con la direccionalidad y el
sistema de navegacion orientativo, mas que con la respuesta de escape (Liao &
Haenel, 2012). Por tanto, los peces utilizan un mismo sistema sensorial para elaborar
diferentes respuestas. Estimulos débiles son detectados por neuronas mas pequeiias,
que presentan una mayor resistencia. Y estimulos mas fuertes como el generado por la
presencia de un depredador, son detectados por neuronas mas grandes, de menor
resistencia debido a axones de mayor diametro, que contactan mas de un neuromasto
y proyectan sus axones centrales dorsalmente en la célula de Mauthner, generando

una respuesta de escape inmediata (Liao & Haenel, 2012).

Regeneracion del nervio de la linea lateral posterior del pez cebra

Se sabe que luego de un dario al nervio de LLP, las neuritas pierden sus proyecciones

periféricas por un mecanismo denominado degeneracion Walleriana. Una vez que la

proyeccion desconectada del soma degenera, estas células tienen la capacidad de

regenerar, proceso que demora alrededor de 24 horas (Villegas y col., 2012). En
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conjunto con la migracion exploratoria de los axones para reestablecer las conexiones
perdidas, ocurre la reconexion de células de Schwann. Estas células normalmente
rodean el nervio de LLP, formando la capa de mielina, y responden al dafio de manera
que las celulas localizadas en la region distal al dafio se desdiferencian, proliferan, e
incrementan su motilidad; ayudando a los axones a atravesar la zona del dafo
mediante la formacién de “puentes gliales™ (Ceci y col., 2014). Una vez el nervio ha
regenerado, las células de Schwann se diferencian y vuelven a expresar la proteina

basica de la mielina (MBP) como parte del proceso de re-mielinizacion.

Simples técnicas de marcaje de célula unica, han permitido evaluar cémo las neuronas
del nervio de LLP regeneran y reconectan con sus blancos sinépticos (Ceci y col.,
2014). Con ellas, se ha visto que tras una neurectomia, las neuritas no siempre
reconectan con el mismo blanco, aun cuando 48 horas después del dario tienden a
generar un patrén de inervacion aproximado al original (Figura 3A, B y C). También se
observé que tras la regeneracion algunas neuronas inervaron neuromastos
secundarios, y se desconoce si estas conexiones son estables en el tiempo. Por otro
lado, no se ha visto en detalle el comportamiento de los subtipos neuronales: las

células /eaders y followers.

15




48h post neuriéiom‘,«

L1

L2 | L3

L4

LS

LT [

L2 (3 |LafLs]LT

3

ToT'” ’%l

|

@

inngrvated m

Sneuromasts

FIGURA 4. Representacion esquematica del patron de inervacion de neuromastos de la
LLP durante la regeneracion. A: El patrén de inervacion de neuronas (nicas a neuromastos
(L1-L5) o neuromastos terminales (LT), se registré antes (1 hbn) y después de la neurectomia
(48 hpn). Cada neurona pertenece a una larva distinta y es representada por un color especifico
en el diagrama. Los circulos mas grandes representan neuromastos primarios, mientras que los
ovalos pequefios representan secundarios. B: El promedio de neuromastos inervados no es
significativamente distinto entre las dos muestras. (P<0.05). C: El patrdn de neuromastos
inervados antes y después de la regeneracion se compar6 utilizando el “Campo sensorial

promedio”, de neuronas individuales en ambas condiciones (P=0.009; P=0.0618) (Ceci et al.,

2014).

W

an
4 s bull
EC
. k=
3 oo [eaa s Lo
= U
2 oo LT g
=== & o
14 axooen ORI e
i': =
o 1
v ¥ o =
& &
~ o)

16

(@ @°

0 2 4 6 &
Mean senscry feld before
neureactomy




En base a los antecedentes presentados, se propone utilizar la linea lateral posterior
del pez cebra como modelo para el estudio de la re-adquisicién de blancos sinapticos
tras un dafio al sistema nervioso periférico. Para comprender el comportamiento
neuronal en un contexto regenerativo, se requiere observar en tiempo real como las
neuritas extienden sus procesos para re-contactar sus blancos. Por ello el pez cebra
constituye una herramienta muy valiosa en el campo de la regeneracion de sistemas.

En particular, el sistema de linea lateral posterior es un sistema sensorial fundamental
para la vida del pez. Anteriormente se ha demostrado la capacidad regenerativa de las
neuronas aferentes (Villegas y col., 2012; Ceci y col.,, 2014); sin embargo, no se ha
discriminado el comportamiento de las neuronas leader vs followers. La existencia de
células leaders a los 6 dpf sugiere que estas células permanecen viables en el ganglio,
al menos, durante las etapas juveniles del pez. Se postula que estas células, al igual
que las células leader del sistema visual del raton, son las responsables de guiar a las

células mas jovenes en el establecimiento definitivo de las conexiones.

En nuestro laboratorio, hemos observado que luego de un dafio al netvio de la LLP, el
mapa somatotopico es reconstruido de manera similar al punto original (3 dpf). Por lo
tanto, proponemos que tanto las neuronas leader como followers, tienen la capacidad
de regenerar, y debido a que las segundas necesitan de las primeras y mas antiguas
para extender sus axones de manera apropiada, proponemos que las neuronas fleader
guian el proceso de regeneracion, estableciendo conexiones inestables y cometiendo
mas errores durante el proceso. Sobre estas células recae la presién bioldgica de
preservar la integridad de un sistema sensorial fundamental para la vida del pez. En
efecto, hace algtin tiempo se sugirid que el sistema nervioso central podria ser el

responsable de guiar a las neuronas a establecer el contacto con el neuromasto
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adecuado a la posicidén que ocupa la inervacion de la rama central de esta neurona
(Alexandre & Ghysen, 1999). Si bien esta hipétesis no ha sido demostrada a(in,
proponemos que las células /eaders, sujetas a esta presion, extenderian nuevos
axones en un territorio completamente denervado, aunque poblado de érganos blanco
que pueden ser contactados. En este sentido, creemos que estas células pioneras son
mas promiscuas en términos de la re-adquisicion de inervaciones, pudiendo re-inervar
cualquiera de los neuromastos presentes durante la regeneracién. Por lo tanto, se

propone la siguiente hipétesis de trabajo:
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HIPOTESIS DE TRABAJO

“‘Luego de un dafio, la re-inervacion de los neuromastos de la linea lateral posterior del
pez cebra, ocurre de manera diferencial entre las neuronas leader y follower, siendo las

primeras las mas promiscuas en la readquisicion de blancos durante la regeneracion”.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general:

Determinar el grado de promiscuidad de las neuronas leader y follower luego de un
dafio al nervio de linea lateral posterior del pez cebra, analizando el patrén de

inervacion de neuromastos luego de la regeneracion.

2.2 Objetivos especificos:
2.21 Identificar neuronas leaders y followers utilizando métodos de
marcaje de neurona Unica.
222 Evaluar el refinamiento de conexiones de neuronas leaders y
followers durante el desarrollo normal de Ja larva (de 3 a 7 dias).
223 Comparar el patrén de inervacidon de neurcnas leaders y

followers tras un proceso regenerativo.
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3.1

3. MATERIALES Y METODOS

Mantenimiento de los peces y obtencion de huevos fecundados: Las larvas
de pez cebra (Danjo rerio) se obtuvieron desde cruces de peces adultos mantenidos
en el vivero del edificio Milenio, bajo ciclos de 14 h luz y 10 h oscuridad en acuarios
con flujo continuo de agua. El agua de sistema proviene de agua de osmosis
reversa salinizada con Instant Ocean (60 mg/mL) (SS15-10 Tetra Fish, Blacksburg,
US). Se mantuvieron las condiciones de temperatura a 28°C, pH entre 6,5 a 7,0
ajustado con sales NaHCO;, y conductividad entre 400-600 pS (Westerfield, 2000).
Las larvas se mantuvieron en placas de Petri en incubadoras a 28°C con medio E3
de cultive (6 mM NaCl; 0,17 mM KCI; 0,33 mM CaCl,; 0,3 mM MgSQO,) o E3 + 0,1%
de azul de mefileno. Los animales se anestesiaron con tricaina MS-222 (A5040,
Sigma, Sant Louis MO, USA). Expresamos la edad de las larvas en horas (hpf) o

dias post-fertilizacién {(dpf).

3.2 Lineas transgénicas: En este trabajo se utilizaron las siguientes lineas

transgenicas: Tg(-8.0cldnb:lyn-GFP): proteina de transmembrana claudinb de
uniones estrechas que marca el primordio de LLP y sus derivados a lo largo del
tronco y la cabeza del pez (Haas & Gilmour, 2008). Estos se observan de color
verde. Tg(cxcr4b:mCherry"™'): receptor de quimioquina 4b, se observa el mismo
patron anterior en color rojo (Gamba y col., 2010). TgBAC(NeuroD:EGFP)™: el gen
pan neural neuroD de diferenciacion neuronal temprana dirige la expresién de la
proteina fluorescente verde en las neuronas del gLLP, cerebro, retina, nervio éptico,

entre otros (Obholzer y col., 2008).
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3.3 Constructos de DNA para microinyeccién de embriones y técnica de
microinyeccion: Se inyect6 5-8 ul de un constructo de DNA HuC:mem-TdTomato
(25 ngfyl) (obtenido del Dr. Hernan Lépez-Schier), donde el promotor del gen HuC
de diferenciacién temprana de neuronas que permite marcar distintos tipos de
neuronas en el pez en rojo. Marca neuronas leaders y followers en proporciones
equivalentes, ademas de otros tipos neuronales. O 20 ng/ul del constructo
pE46:GPF, enhancer del gen de ratén defta like 1 (Leonardo Valdivia y Allende, no
publicado), en particular marca de manera mas especifica las neuronas de la linea
lateral. O 28,5 ng/pl del constructo HuC:Kaede (cedido gentiimente por el Dr. Hitoshi
Okamoto). Este constructo permite trazar a diferentes tipos neuronales (entre ellas,
las neuronas del ganglio de la LLP, con la proteina fotoconvertible con luz UV,
Kaede). Esta proteina inicialmente es de color verde. Tras una breve exposicién a la
luz UV, las células que han incorporado este constructo cambian a color rojo. Por
tanto, es posible realizar un seguimiento mas preciso de las células en el tiempo. La
inyeccion se realizé en embriones en el estadio de una célula en embriones
transgénicos Tg(cldnb:lyn-EGFP) o Tg(cxcrdb:RFP} o TgBAC(NeuroD:EGFP), los
que permiten la visualizacién de [os distintos componentes de la linea lateral del pez
cebra, Los embriones inyectados se mantuvieron en medio E3 bajo condiciones
confroladas de temperatura (28°C) y Luz/oscuridad (14h luz/10 h oscuridad). Entre
las 24 hpf y las 31 hpf (Kimmel y col.,, 1995), los embriones inyectados fueron
observados bajo la lupa de fluorescencia con objeto de seleccionar aguellos peces
que poseian una sola célula marcada con el transgen en el ganglio de la linea lateral
posterior. De aproximadamente 200 embriones inyectados, se obtienen cerca de 20
embriones con neuronas marcadas en la linea lateral, esto incluye algunos con dos

somas en el gLLP, por lo que el rendimiento de la inyeccion transiente es del 10%
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(9,52% obtenido en un set de inyeccién). En este estadio se clasificaron las
neuronas feaders y followers, y se individualizé a cada una de las larvas para su

seguimiento en el tiempo, hasta los 7 dpf.

3.4  Electroablacién: Se siguié el protocolo de electroablacién descrito en (Moya y
col., 2014) y desarrollado en el laboraterio del Dr. Miguel Allende. Brevemente: las
larvas de 3 dpf se anestesiaron con tricaina y se montaron en agarosa 0,75% en
disposicion lateral, dejando expuesto el lado en que se encontré la neurona Unica
marcada. Utilizando un micromanipulador unido a un electrodo de tungsteno
acoplado a un microscopio de observacion directa, se aplicé un Unico pulso de
corriente de 17 WA durante 1,5 s entre el ganglio de LLP y el primer neuromasto
depositado (L1). Este pulso eléctrico permitié generar una interrupcidn del nervio de
la LLP. Al terminar el procedimiento, las larvas se desmontaron y se mantuvieron a

28°C en medio de cultivo E3 (Ver sitio del dafio Figura 12).

3.5 Montaje de larvas en agarosa: Para el montaje de las larvas para la
electroablacién (neurectomia por pulso elécirico) o para la observacion de individuos
en microscopia, se utilizé un medio compuesto por agarosa LMP al 0,75% disuelto
en medio E3. Una vez solidificado este medio, se recubria con E3+tricaina para
evitar la desecacidon de las larvas. Durante todo el proceso de intervencion y

observacion, las larvas permanecian anestesiadas con tricaina al 0,01%.

3.6 Adquisicidn de imagenes y seguimiento de proyecciones neuronales: Para
la adquisicién de imagenes in vivo se anestesid a las larvas en 0,01% p/v de

tricaina, y se monid en agarosa LMP 0,75% p/v en E3 con 0,01% p/v de tricaina.
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Utilizando microscopia de epifluorescencia, al primer dia se clasificaron aquellos
peces que poseian inervaciones de neuronas Unicas, leader o follower,
posicionadas en el ganglio de linea lateral. Se evaluo elflos neuromasto/s inervado/s
alos 3, 4, 5 y 7 dpf (dias post fertilizacion) con el objeto de detectar cambios en
el/los neuromastos inervados a lo largo del desarrollo. Este mismo procedimiento se
aplicd a larvas neurectomizadas para evaluar el patron de neuromastos inervados
tras un dafio. Se considerd inervacién a toda ocasion en que la proyeccion del
terminal sinaptico axonal se enconiré arborizado hacia las células ciliadas. Las
imagenes fueron tomadas en microscopio de epifluorescencia Olympus 1X81 a 10X
y 20X; o microscopio confocal Zeiss LSM 710 meta en 25X con stacks de 5 pym.
Fueron procesadas utilizando el programa ImageJ para ajustar el brillo y contraste y

la composicion en z-stacks.

3.7 Andlisis estadistico: El campo sensorial corresponde al promedio de la
posicion de neuromastos inervados, sobre la cantidad total de inervaciones de cada
neurona. Se utilizoé el analisis de regresion lineal y ANOVA de 2 vias para datos
paramétricos de GraphPad Prism 5 para evaluar la correlacién del campo sensorial
de neuronas /eader y follower en condiciones control y neurectomia entre los 3, 5y
7 dpf. El indice de cambio corresponde al valor otorgado a la modificacion de [as
inervaciones, penalizada con un valor de +1 por cada cambio de posicién. Se realizd
regresién de Poisson para los datos obtenidos del indice de cambio de inervaciones,
para que datos no paraméiricos se representen de forma gaussiana, luego de
transformar logaritmicamente. Se utilizé ANOVA de una o dos vias y diferente t test,
como test no pareado con correccion de Welch, Para todos los analisis Pvalue <

0.05 es significativo.
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4. RESULTADOS

4.1 Identificar y caracterizar neuronas aferentes del ganglio de la linea lateral

posterior: leaders y followers

Como las neuronas leader y follower se diferencian de acuerdo a su posicion con
respecto al primordio migratorio; para identificar estos dos tipos de neuronas en el
ganglio de LLP, y analizar el patron de conexiones adquirido a los 3, 5 y 7 dias de
desarrollo de la larva (dpf), necesitamos realizar marcaje de neurona Unica mediante
mosaicismo genético y mirar estas neuronas durante el primer dia de desarrollo. Para
ello se inyectaron los constructos de DNA HuC:mem-tdTomato o pE46-egfp en
embriones en estadio de 1 célula, en un background transgénico Tg(-8.0cldnb:lyn-gfp)
o Tg(cxcrdb:mcherry), respectivamente (ver materiales y métodos). Esta inyeccion
genera embriones mosaico, que presentan distintos tipos neuronales marcados de
manera azarosa en diferentes regiones del sistema nervioso central o periférico; como
neuronas del cerebro, neuronas de la LLP, interneuronas y neuronas motoras de la
médula espinal, neuronas del par V mixto que forman el nervio trigémino, neuronas que
inervan la piel, entre otras. A partir de las 24 hpf, momento en que el prim | de la LLP
ha comenzado su migracion, se seleccionan aquellos peces que presentan una Unica
neurona marcada en la LLP. Los peces seleccionados se clasificaron en feader o
follower segln la posicion en que se encuentra el cone de crecimiento con respecto al
primordio migratorio (priml). En todos los casos analizados, la observacion se realizd
entre las 24 y 34 hpf. Como se observa en la Figura 5A, las neuronas feaders son las
primeras en extender sus axones. Estas células proyectan sus terminales periféricas

en intimo contacto con el priml en sus regiones anterior, media o posterior. En general
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estas neuronas acompafan al primordio durante toda su migracion, llegando a inervar
neuromastos terminales. Por otro lado, las neuronas follower extienden sus conos de
crecimiento axonal siguiendo el trayecto del primordio varios somitos atras (Figura 5B),
alcanzando el primer neuromasto depositado, no contactando directamente el leading o
trailing end. Por lo que se cree que las proyecciones axonales de las neuronas follower
son guiadas por los axones de las neuronas /eader a lo largo del miosepto horizontal

(Sato y col., 2010; Pujol-Marti y col., 2012).

leader ﬁ T follower

FIGURA 5. Neuronas leader y follower migrando con el primordio de LLP. Mediante la
inyeccion de HuC:mem-Tdtomato en peces Tg(-8.0cldnb:lyn-EGFP) en estadio de 1 célula es
posible marcar neuronas aisladas. En verde se observa el primordio de LLP que migra a lo largo
del miosepto horizontal del pez cebra, seguido por el nervio de LLP (rojo). En todos los paneles
dorsal es arriba y rostral a la izquierda. A. Axon leader siguiendo la regién anterior del
primordio. A’-A"": Los canales rojo y verde se presentan por separado. B. Neurona follower que
extiende su proyeccion periférica siguiendo al primordio migratorio varios somitos detras. B’-B”’:
Los canales rojo y verde se presentan por separado. Microscopia confocal, aumento 25X. Barra

de escala 100 pum.
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Para la identificacién de estas neuronas se realizaron muiltiples experimentos de
inyeccion en embriones de una célula, algunos de los cuales se presentan en la
siguiente tabla:

Tabla l. Recuento de experimentos de inyeccién para marcaje de neurona Cnica.

Total de peces Porcentaje de
N° Total de peces Total peces
COn neurona peces con
experimento inyectados con >1 soma
marcada en gLLP neurona marcada
1 210 20 6 9,52%
2 250 5 1 2%
3 290 11 2 3,8%
4 300 12 7 4%
5 250 11 5 4,4%
8 270 15 6 5,6%
7 250 5 2 2%

Como se observa en la tabla, durante la identificacion de neuronas leader y follower se
encontrd alrededor de un 36% (promedio de 7 sets de inyeccion), en que las larvas
presentaban mas de una neurona marcada en el ganglio de LLP, como se muestra en
la Figura 8. Dada la imposibilidad de diferenciar la pertenencia de los muiltiples axones
a cada soma por separado, estas larvas se descartaron para los andlisis de cada
subtipo neuronal. En este trabajo Unicamente se consideraron las neuronas gue fueran
facilmente reconocibles por sus caracteristicas anatdmicas a lo largo de todo el tiempo
que duro el experimento, con el objeto de asegurar que estabamos evaluando siempre

el comportamiento de la misma neurona.
Utilizando esta metodologia sencilla y de rutina en nuestro labaratorio, hemos podido

discriminar células (nicas en el ganglio de la linea lateral posterior del pez cebra.

Ademas, mediante observacion directa de un espécimen vivo hemos sido capaces de
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discriminar entre los diferentes tipos neuronales presentes en este ganglio: las

neuronas mas viejas (pioneras o leaders) y aquellas mas jovenes (o followers).

FIGURA 6. Dos células marcadas en el ganglio de la LLP. En un 30% de los peces
inyectados encontramos casos con mas de una neurona marcada en el ganglio de la linea
lateral. A: Larva transgénica Tg(-8.0cldnb-lyn:egfp) (en verde), inyectada con el constructo
HuC:mem-Tdtomato.(en escala de grises). Los canales se muestran por separado (B, C). B: Se
observan dos somas neuronales, cercanos entre si (flechas), que extienden dos axones que
recorren estrechamente el miosepto horizontal, pero pueden ser diferenciados como dos
axones en el punto indicado por las cabezas de flecha. C: Se observa el ganglio de linea lateral
posterior (gLLP) y el primer neuromasto L1. D, E: Secciones aumentadas de rectangulos en B.

Microscopia epifluorescencia, aumento 10X. Barra de escala 50 um.

4.2 Evaluacion de conexiones sinapticas durante el desarrollo de larvas del
pez cebra
El sistema nervioso vertebrado es sometido a procesos de refinamiento neural debido

al aprendizaje, proceso en el cual se seleccionan conexiones funcionales especificas
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que tienen que ver con [a plasticidad sinaptica y la memoria a largo plazo en el cerebro.
En pez cebra, Sato discuti6 que la ocasional desaparicion de células en el gLLP
(Figura 3B) hacia los 7 dpf, demostraba que existia un proceso de refinamiento que
eliminaba estas células sin posicién estereotipada, del mapa somatotdpico del ganglio
{(Sato y col., 2010). Por ello quisimos observar que sucedia con estas neuronas leader
y follower durante el desarrollo; es decir, si existia un fenémeno de poda o refinamiento
de conexiones que estuviese afectando la sobrevida de las neuronas y su inervacion
final.

Para esto, las larvas seleccionadas durante el primer dia de desarrollo se
individualizaron en pocillos y se mantuvieron aisladas hasta los 3 dpf; estadio en el que
la LLP se encuentra completamente formada (Ghysen & Dambly-Chaudiére, 2007;
Sarrazin y col., 2010). A este tiempo de desarrollo se observd y registrd el patrén de
inervaciones inicial; es decir, cuantas y cuales eran las inervaciones que presentaban
las neuronas leader y follower durante el desarrollo de la larva. Lo mismo se repitid dia
por medio hasta los 7 dpf, momento en el cual el nervio de LLP se encuentra

completamente mielinizado (Lyons y col., 2005).

En algunos casos se pudo hacer un seguimiento de las células hasta los 9 u 11 dpf
(Figura 7), sin embargo, a medida que las larvas crecen, aumentan de tamafio y se
vuelven menos transparentes en estadios superiores a 6-7 dpf, lo que imposibilita la

observacion del comportamiento de células tnicas (Figura 7C, D).
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FIGURA 7. Patrén de inervaciéon de una neurona desde los 3 a 9 dpf en una larva de pez
cebra. A: Se presenta la inervacién de una neurona unica follower al neuromasto L2 (A’) en una
larva Tg(cxcr4b:RFP) inyectada con el plasmido pE46:GFP, previo a la neurectomia, a los tres
dias de desarrollo (3 dpf). B, B’: La misma larva inerva el neuromasto LII.2 una vez regenerada
a los 5 dpf,y la mantiene hacia los 7 dpf (C, C’) y a los 9 dpf (D). Se observan modificaciones en
la morfologia del terminal axonal hacia el neuromasto inervado a medida que transcurre el
tiempo. Encerrado en el circulo punteado se observa la inervacion y su ramificacion terminal.

Microscopia epifluorescencia, aumento 20X. Barra de escala 50 um.
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Para todos los andlisis realizados se considerd como inervacion a las ramificaciones
complejas, arborizadas, presentadas por los terminales axonales hacia sus blancos
sinapticos, las células ciliadas. No se consider6 como inervacién aquellas
prolongaciones axonales rectas y pequefias, que no presentan arborizacién hacia los
neuromastos, a las que llamaremos “principio de elongacion”. Si posteriormente, estas
se expanden y arborizan hacia los neuromastos, entonces las consideraremos como
inervaciones. A continuacion se presenta un ejemplo de inervacion. Como se observa
en la Figura 8B, C' y D', la flecha apunta al terminal axonal de una neurona unica
leader que inerva el neuromasto L3. Esta proyeccion axonal se encuentra ramificada
hacia las células ciliadas y presenta una arborizacién compleja, caracteristico de una

inervacién (Pujol-Marti y col., 2014, Hudspeth y col., 2015).

Es comun observar a los tres dias de desarrollo que las neuronas que inervan un
neuromasto no terminan su recorrido alli. Generalmente los axones de estas neuronas
siguen y terminan a mitad de camino entre un neuromasto y otro (Figura 8B'). Esta
proyeccion recta es finalmente refinada y no se observa a los 5 dpf (Figura 8C’). Tal y
como hemos mencionado anteriormente, las neuronas Jleaders inervan los
neuromastos de la linea lateral primaria. Nétese que la aparicién de un neuromasto de
la linea lateral secundaria a los 5 dpf, no provocé ni indujo a la neurona a inervar esta

estructura (Figura 8C-D").
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FIGURA 8. Las inervaciones a los neuromastos de LLP son refinadas durante el
desarrollo de larvas de pez cebra. A. Larva transgénica Tg(-8.0cldnb:lyn-EGFP) de 3 dpf
mostrando el sistema de LLP en verde, inyectada con HuC:mem-TdTomato para marcar
diferentes tipos neuronales en rojo. Se observan los neuromastos de la LLP primaria (L1-L4) y
dos de la LLP secundaria (LII.1 y LII.2). B-D’ son una ampliacion del recuadro de A. B, B. A los
3 dpf el axon periferico de la neurona de LLP marcada inerva el neuromasto L3 y extiende recto
hasta poco antes del L4 (ver cabeza de flecha). C-C’: A los 5 dpf la neurona continta inervando
el neuromasto L3, presentando diferente ramificacion. Se observa una retraccion de la
proyeccion lineal hacia el L4 (cabeza de flecha en B’). En C se observa la aparicién de un nuevo
neuromasto secundario (LII.3), el cual no se encuentra inervado por esta neurona. A los 7 dpf

(D, D'), se mantiene la inervacion a L3. Barra de escala 100 um.
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4.21 Campo sensorial de neuronas leadery follower:

El resumen de las observaciones registradas para ambos subtipos neuronales (Leader
control: LC y Follower control: FC) se presenta en la Tabla Il. En esta se registré el
numero y posicién de los neuromastos inervados (L1-L8) por neuronas Unicas durante
el desarrollo de la larva del pez cebra, entre los 3 y 7 dpf. También se anotaron los
neuromastos contactados que no se consideraron como inervacion, ya que no
presentaron una arborizacidon hacia el terminal sinaptico, como ha sido descrito
anteriormente. Se anot6 este “principio de elongaciéon” en raiz de que estos pseudo-
contactos son indicativos de una posible futura inervacion. El campo sensorial de una

neurona (CS) y su indice de cambio (IC), seran descritos posteriormente.

Tabla Il. Analisis de inervaciones de neuronas leader y follower durante el desarrollo.

Campo sensorial promedio a 3 (CS3), 5 (CS5) y 7 dpf (CS7); e indice de cambio (IC).

LEADER CONTROL
3dpf | €CS3 | 5dpf | CS5 7 dpf cs7
2-4 3 2-4 3 2-4 3
3 3 13-4 2,7 1-3 2
3 3 3 3 3 3
3 3 3-4 3,5 3-4* 35 1 1
3-4 3,5 3-4 3,5 3-4 35 0 0
3-4 35 | 357 5 FET 5 4 6
4 4 2 2 2 2 4 4
4 4 4 4 4 4 0 0
6-7-8 7 6-7-8 § 6-7-8 7 0 0
7-8 7 7-8 7 7-8 7 0 0
7-8 7 7-8 7 7-8 7 0 0
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FOLLOWER CONTROL

3dpf | CS3 | 5dpf | CS5 | 7dpf | CS7 C 34
1 1 1 1 1 1 0 0
1-3 2 1-3 2 1-3 2 0 0
13 2 3 3 3 3 2 2
2 2 2 2 2 2 0 0
23 | 25 | 23 25 2-3 25 0 0
278 | 45 | 2789 | 45 |2:7-89 7 0 4
3 3 3 3 3 3 0 0
6 6 6 6 6 6 0 0
789 | 7 | 789% | 7 7-8-9 7 0 0
D1 0 D1 0 D1 0 0 0

*: “principio de elongacion”, leve elongacion axonal hacia el blanco, no se considera inervacion.

**- Modificacion de la ramificacién axonal hacia su blanco.
CS: Campo sensorial.

IC: indice de cambio de conexiones.

Corroboramos que este subtipo follower presenta una tendencia a la inervacion de
neuromastos anteriores del pez, como ha sido descrito en (Sato y col., 2010; Pujol-
Marti y col., 2010; Haenel y col., 2012). Para simplificar el analisis de conexiones se
realizé una representacion esquematica donde cada neurona Unica leader o follower
ocupa una fila y se identifica con un color, y cada neuromasto inervado por esta, se
representa con un circulo. Cuando las neuronas conectan con mas de un neuromasto

se grafican unidos por una linea recta.
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FIGURA 10. Representacion de las inervaciones de neuronas leader y follower durante el
desarrollo de la larva de pez cebra. En el grafico, cada fila representa una unica neurona por
larva (Leader. N=11, y Follower. N=8 larvas independientes). Cada neuromasto es representado
como una esfera de color. LT corresponde a los tres neuromastos terminales L6-L7-L8, que son

representados como tres esferas cercanas.

Tal y como se muestra en esta representacion, la inervacion de los neuromastos a lo
largo del desarrollo es un proceso dinamico. Como se observa en la Tabla lll, algunas
de ellas aumentan el numero de blancos contactados (LC: 27,27%, FC: 12,5%), otras
estabilizan la inervacion (LC: 63,64%, FC: 75%), y otras modifican completa o

parcialmente sus inervaciones, afiadiendo, disminuyendo o desplazando
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completamente la ramificacién hacia el blanco (LC: 36,36%, FC: 37,5%), pero en
general las conexiones permanecen estables. De modo que un 90,9% de las células
feader y un 100% de las neuronas follower, mantiene al menos una proyeccion en el
tiempo. En todos los casos analizados, las neuronas inervan (nicamente los
neuromastos derivados de la linea lateral primaria, rotulados como L1-L5 y los tres

neuromastos terminales de la cola del pez L6-L7 y L8 (LT).

Tabla lll. Resumen de las modificaciones en las conexiones de neuronas leadery

follower durante el desarrollo; y si aumenta, disminuye o estabiliza sus conexiones.

Conexiones (%) LEADER CONTROL FOLLOWER CONTROL

Estabiliza 63,64 75
Aumenta 27,27 12,5

Disminuye 0 25
Modifica 36,36 37,5

Encontramos que ambos subtipos presentan una correlacién lineal casi perfecta entre
el campo sensorial promedio a los 3, 5 y 7 dpf (Figura 11A), por lo que se deduce que
estas células refinan levemente sus inervaciones a medida que pasa el tiempo.
Mantienen estable su inervacidn entre 5 y 7 dpf, en un porcentaje mayor al observado
en la poblacidn de neuronas leader. Y a pesar del crecimiento de la linea lateral dada
por la apariciéon de nuevos neuromastos en el cuerpo del pez (desarrollo de la linea
lateral secundaria), el nimero de neuromastos que, en promedio, una neurona aferente
leader o follower contacta entre los 3 a 7 dpf no cambia significativamente (ver Figura
11A 5 FC y 7 FC, Figura 14 A). A esto le llamamos campo sensorial promedio de una
neurona (CS), el cual corresponde al promedio de los neuromastos inervados a lo largo

del tronco del pez. Refiriéndose a la cantidad de inervaciones y a la posicion en que se
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encuentran las ramificaciones axonales. Entonces, el campo sensorial corresponde al
promedio de la posicion de los blancos contactados a lo largo de la linea lateral del pez
cebra, dividido en el nimero total de inervaciones de la neurona lnica; es decir, si

analizamos el primer caso de la Figura 10 (rojo) a los 3 dpf:
CS = posicion del neuromasto contactado/n® inervaciones
CS=2+4/2=3

Para este analisis de conexiones consideramos los neuromastos terminales (LT) como
una posicidn tnica (L7), ya que se encuentran muy cercanos entre si, a diferencia del
resto. Pero en los peces que presentan una unica inervacién al neuromasto terminal

L6, lo consideramos como posicion 6.

En este sentido, encontramos casos en que las neuronas leader aumentaban el
nimero de blancos contactados o se mantenian en la misma posicién. Encontramos,
por ejemplo, un caso en que se observé una variacién significativa en los neuromastos
contactados (Figura 10, LC verde): a los 3 dpf inervé el neuromasto L3; a los 5 dpf
agregdé una conexién hacia un neuromasto anterior L1, mantuvo L3 y agregd un
posterior L4. Y a los 7 dpf perdio la conexién al neuromasto L4, manteniendo un rango
sensorial hacia la seccién anterior del pez. Se observdé que el campo sensorial
promedio de neuronas Jeader y follower no varia durante el desarrollo, ya que se
presenta una tendencia lineal entre los 3 y 7 dpf. Por ofro lado, se cuantificod el nimero
total de conexiones| de neuronas leader y follower en las secciones anterior
(neuromastos L1 a LII.3), media (neuromastos LIl.4 a L4), o posterior del pez
(neuromastos LS a LT). Y se observé que las neuronas folfower tienden a inervar
neuromastos anteriores del pez, L1, L2 y L3 (Tabla Il, Figura 11B L.C amarillo);

mientras que las conexiones de neuronas l/eader tienden a concentrarse desde el
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neuromasto L3-L4 en adelante (Figura 11B LC vs FC); es decir, en la zona media y

posterior del pez.
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FIGURA 11. El campo sensorial promedio no varia y el nimero de conexiones de
neuronas leader y follower tiende a la seccion media del pez durante el desarrollo y la
regeneracion. A: Analisis de regresion lineal del promedio de las inervaciones de neuronas
leader (Pvalue = 0,0002 significativo) y follower control (Pvalue<0,0001 significativo) a los 5 (5
LC: *=0,8123, 5 FC: r’=0,9737); y 7 dpf (7 LC: r*=0,8034, 7 FC: r*=0,8634). En rojo se observa
la tendencia lineal perfecta, donde cada posicion permanece en el tiempo. B: ANOVA de 2 vias
para el numero de conexiones en las diferentes regiones del pez, entre 3 y 7 dpf. La regién
anterior se presenta en amarillo (L1-LII.1-LI1.2-L2-LII.3), media en rojo (LIl.4-L3-L4) y posterior

en azul (L5-LT); tanto durante el desarrollo (LC, FC), como tras la neurectomia (LN, FN).

4.3 Re-adquisicion de blancos sinapticos inervados tras un dafo al nervio de

linea lateral posterior.

Con el fin de evaluar si una neurona presenta una pre-determinacion a inervar un
blanco determinado, o si es incapaz de distinguir entre dos de ellos, realizamos un
dafo al nervio de LLP, y evaluamos el restablecimiento de conexiones de estos dos
subtipos neuronales (leader y follower). Sabemos de antemano que al realizar un dafio

con dos fotones, el nervio de LLP regenera y reconecta los neuromastos a lo largo del
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pez (Villegas y col., 2012). También se ha visto que tras un dafio realizado con
electrodo de tungsteno (Ceci y col., 2014), las neuronas regeneran y re-adquieren
parcialmente el mapa somatotopico que presentaban previo al dafio. Sin embargo, se
desconoce si los dos subtipos neuronales presentes en el ganglio de LLP se
comportan de la misma manera durante la regeneracién, ya que presentan diferentes
caracteristicas de migracion y niveles de expresion del gen pan-neural neuroD (Sato y
col., 2013} durante el desarrollo. Por otro lado, las neuronas folfower establecen el
mapa somatotdpico en el cerebro posterior; mientras que las leader poseen una
posicic’ar; dorsalizada pero no colaboran en su formacién. Esto implicaria que para
mantener esta organizacion las neuronas follower deberfan adquirir aproximadamente
los mismos blancos que poseian previo a la neurectomia, de manera tal que no alteren

el mapa sensorial previamente establecido.

Para abordar esta pregunta se realizé un dafio a los axones del nervio de LLP durante
el desarrollo temprano de la larva, en un punto entre el ganglio y el neuromasto L1 (ver
Materiales y Métodos) (Moya y col, 2013), al que llamamos neurectomia. La
proyeccion axonal periférica de la neurita queda completamente desconectada del
soma y degenera desde el punto del dafio hacia caudal (Villegas y col., 2012). La
elongacion de axones comienza alrededor de las 4 horas post-neurectomia (hpn), los
axones atraviesan el sitio de dafio (Figura 12 B) y hacia las 12 hpn las neuritas
conectan con los primeros neuromastos, y comienzan a reestablecer las conexiones
perdidas, generando nuevos patrones de inervacién. La regeneraciéon se completa
pasadas las 24 hpn. Ignoramos si estas nuevas conexiones son estables en el tiempo;
por lo que en las siguientes secciones veremos como se compartan estos dos subtipos

neuronales después de un dafio regenerativo.
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FIGURA 12. Las neuronas re-inervan sus blancos luego de la regeneracion del nervio de
LLP. Arriba: Representacion esquematica de una larva de pez cebra de 3 dpf que muestra la
disposicion de los neuromastos de la linea lateral L1 a LT (L6, L7, L8); y el punto de
neurectomia (ver rayo). A, B, C, D: Se presenta el nervio de LLP y la inervaciéon de una neurona
unica a los neuromastos L3, L4 y L5 en una larva transgénica TgBAC(NeuroD:gfp) inyectada
con HuC:.memTdtomato (en gris) (A). El sitio de dafio (B), con la interrupcion del nervio
(recuadro). Y la reinervacion de los neuromastos L4, L5, L6 y L7 a los 2 dpn (C) y a los 4 dpn
(D). A’, B’, C’°, D’: Neurona leader inervando los neuromastos L4 y L5 (A'); previo al dafo (0

han), y a las 4 hpn (B’). Barra de escala de 100 um.

4.3.1 Campo sensorial de neuronas leader y follower:

Tras un dafio al nervio de LLP se interrumpe el conjunto axonal y degenera posterior al
sitio del dafio. Como la regeneracion ocurre pasadas las 24 h, evaluamos el

restablecimiento de nuevas conexiones al quinto y séptimo dia de desarrollo. Al quinto
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dia (5 dpf 0 2 dpn) se espera que las conexiones sean promiscuas y poco estables, ya
que ha terminado la regeneracién. Mientras que al séptimo dia (7 dpf o 4 dpn), las
celulas de Schwann han re-mielinizado el nervio, y se espera que las conexiones sean
mas estables en el tiempo (Ceci y col., 2014). El resumen de la re-conexién con los

neuromastos se presenta en la siguiente tabla:

Tabla IV. Analisis de inervaciones de neuronas leader y follower tras la regeneracion.

Campo sensorial promedio a 0 (CS0), 2 (CS2) y 4 dpn (CS4); e indice de cambio (IC).

LEADER NEURECTOMIZADA
0 han CS0 2dpn Cs2 4 dpn cs4
2 2 1.2 1,5 1.2 1,66
2 2 1.2 1,5 .2 1,66 0,66 0,66
2-4 3 3 3 5-7-8 6 4 5
3 3 3 3 3 3 0 0
3 3 4 4 - - 2 -
3 3 4-5 45 4 4 4 2
3 3 4-5 45 3 3 4 0
3-4 35 4 4 - - 1 -
4 4 4 4 4 4 0 0
4 4 2-3-4 3 3 3 3 2
4-5 45 3-11.1 2,17 3 3 5,66 4
4-5 45 3-6*-7* 3 4-5*-6* 4 4 1
6-7-8 7 2-3* 2 2-3* 25 8 4
7 7 3-7-8 5 3-7-8 5 6 6
8 7 7-8 7 8 7 0 0
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FOLLOWER NEURECTOMIZADA

3 dpf cs3 5 dpf CS5 7 dpf cs7
1-2 1,5 1-2-11.2 15 2-11.3* 2
2 2 4-1.3* 4 4 4 4 4
3 3 3-4* 3 4.5 5 3 4
2-3-5 3.3 2 2 - - 4 :
3 3 111 1,5 I1.1 15 3,32 3,32
3-4 35 3 3 3 3 1 1
3-4 35 4 4 5 5 1 3
1*-4 4 I1.4-3* 2,5 I1.4 2,5 2,66 2,66
6-8 7 . - 4*6 6 ; 0

-: no se observa ni el soma ni axén de la neurona en pLL. *: “principio de elongacion”, leve
elongacion axonal hacia el blanco, no se considera inervacion. **: Modificacién de la

ramificacion axonal hacia su blanco. CS: campo sensorial. IC: indice de cambio.

Observamos que a diferencia de lo ocurrido con las conexiones establecidas durante el
desarrollo, sélo durante la regeneracion ambos subtipos conectan neuromastos
secundarios derivados del primll. Como se observa en la Figura 13, un 13,33% de las
neuronas /eader y un 22,22% de las follower, contacta con un secundario (pequefias
esferas en la figura) y mantiene estable esta inervacién. Determinamos el numero de
neuronas que presentaron una variacion en las conexiones establecidas luego de la
regeneracion; y cuantificamos aquellas que aumentaban, disminuian o cambiaban total

0 parcialmente la posicion del neuromasto inervado, y lo resumimos en la Tabla V.
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FIGURA 13. Representacion de las inervaciones de las neuronas leader y follower tras un

proceso regenerativo en larvas de pez cebra. Cada neuromasto es representado como una

esfera de color asociado a la inervacion de una neurona Unica, y los neuromastos terminales

(LT): L6-L7-L8, son representados como tres esferas en la misma posicion (Leader: N=15,

Follower. N=9). La esfera mas pequefia representa la inervacién a un neuromasto derivado del

primll. Se presenta el patrén de conexiones antes del dafio (0 han) y luego de la regeneracion

(2 y4dpn).
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También encontramos neuronas que morian hacia los 7dpf, como se explica mas

adelante.

Tabla V. Resumen de las modificaciones en las conexiones de neuronas leadery
follower tras un proceso regenerativo; aumenta, disminuye o mantiene las mismas

conexiones que presentd previo al dafo.

Conexiones (%) | NEURECTOMIZADO NEURZCTOMIZADO
Mantiene 20 0
Aumenta 13,33 0
Disminuye 13,33 50
Modifica 80 100

Observamos que las conexiones establecidas por ambos subtipos se desordenan entre
los 2 y 4 dpn, inervando distintos blancos durante la regeneracién. En muy pocos
casos se afiaden conexiones (LN: 13,33, FN: 0%), y a diferencia de las leader, la mitad
de las neuronas follower disminuye el nimero de conexiones (LN: 13,33%, FN: 50%).
Encontramos gue un 40% de las neuronas feader y un 33,33% de las folfower,
reconecta con al menos un blanco original, pero séle un 20% de las feader y ninguna
de las follower mantiene todas las conexiones previas a la neurectomia. De la Figura
13 también es posible observar que las neuronas tienden a inervar un Unico
neuromasto, en especial, el subtipo follower, donde el 100% de las neuronas de este

subtipo analizadas inerva un Unico neuromasto hacia el cuarto dia de regeneracion.

Como en la mayoria de los peces los neuromastos se depositan entre los mismos
somitos siempre, calculamos el campo sensorial como el promedio de la posicién de
los neuromastos inervados. Para los neuromastos secundarios definimos una distancia

de 0,33 puntos por cada secundario sumado hacia el neuromasto primario mas
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cercano. Por ejemplo, para una neurona follower (Figura 13, FN rosado) que inerva el
neuromasto L4 previo a la neurectomia (0 han), se calculé un campo sensorial de 4, y
a los 2 dpn, la misma neurona regenerd e inervé un neuromasto secundario LII.4,

entonces el campo sensorial de esta neurona es:
CS = (2+0,66)/1 = 2,66

A los 4 dpn, se mantiene en la misma posicion. De esta manera, se calculd el campo
sensorial para ambos subtipos sometidos a neurectomia y posterior regeneracion. Los

resultados se presentan en la Tabla IV.

ns

Q 6+ ns
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E ) * Bg T T
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B 4 -4 ’ Leader control
B F M Wl Follower control
S
2 § Bl Leader
5 § 2 neurectomizado
)
é_ 14 @ Follower
J neurectomizado

S S o

3 dpf 5 dpf 7 dpf 0 han 2dpn 4dpn

Tiempo Tiempo

FIGURA 14. El campo sensorial promedio de neuronas leader y follower no se modifica
durante el desarrollo y la regeneracion. ANOVA de 2 vias para condiciones control y
neurectomia de neuronas leader y follower. Se representa el campo sensorial promedio de
ambos subtipos en ambas condiciones a medida que la larva de pez cebra se desarrolla: 3 dias
post-fertilizacion (dpf) o O horas antes neurectomia (han), 5 dpf o 2 dpn y 7 dpf o 4 dpn. A:
Comparacion entre leader vs follower durante el desarrollo (control) y la regeneracion. B:
Comparacion entre leader vs follower tras un proceso regenerativo (neurectomizados). Pvalue >

0,05 no significativo (ns).

Podemos concluir que las condiciones neurectomizadas se alejan de la tendencia lineal

del campo sensorial en comparacion al control, y presentan una baja correlacién, por lo
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que las conexiones de una misma neurona son diferentes antes y después de la
regeneracion. Encontramos que luego de la neurectomia, las neuronas tienden a
inervar neuromastos en la zona media del pez (L3-L4), con una distribucion similar
para leaders y followers (Figura 11B). A diferencia del control, las foflower pasan de la
regién principalmente anterior, a la media del pez. Mientras que las feader se
distribuyen desde la regién media-posterior, hacia la media del pez, presentando una
cantidad de conexiones similar en las regiones media y posterior de la larva. Sin
embargo, al realizar el analisis de ANOVA de 2 vias para evaluar si existe un efecto de!
tratamiento (Figura 14 B), o del tiempo de desarrollo de la larva sobre las conexiones
establecidas, encontramos que el cambio en el campo sensorial promedio de ambos

subtipos no es significativo.

Este analisis demuestra que el pardmetro llamado campo sensorial no es capaz de
representar las variaciones en las inervaciones de las neuronas después del dafio,
observables en la Figura 13. Debido a esto, decidimos generar un “Indice de cambio”,
que representa los errores de inervacion. Se [e otorga un valor sumatorio “1” a cada
variacion de las inervaciones vistas en la Figura 13, Tabla IV, para cada neurona Unica;
y se penaliza la modificaciéon de [as inervaciones con un valor “1" que se afiade a lo
anterior. Por lo tanto, el cambio en las conexiones de una neurona entre la condicién
inicial previa al dafio (3 dpf) y el final (7 dpf), obtiene un valor fijo que puede ser
analizado estadisticamente. De manera que mientras mayor sea la modificacion de
conexiones, mayor sera el valor del indice de cambio (Tabla Il y V). Por ejemplo, si
una neurona inerva el neuromasto L3 al tercer dia de desarrollo, y el L4 a los cuatro

dias; este cambio de posicién tiene un indice de cambio igual a 2 (Figura 15A).
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FIGURA 15. Neuronas follower presentan mayor variacion en el indice de cambio de
inervaciones durante la regeneracion en larvas de pez cebra. A: Representacién visual del
calculo del indice de cambio de conexiones de una neurona entre 3 (en naranjo) y 7 dpf (en
verde). indice de cambio de inervaciones entre 3 y 5 dpf (B) (Pvalue 0.0018), y entre 3 y 7 dpf
(C) (Pvalue 0.0447), para neuronas leader y follower durante el desarrollo (control: LC, FC,

respectivamente); y neurectomizada (LN, FN, respectivamente).

Como se observa en la figura anterior, las condiciones control mantienen
principalmente un indice igual a cero; es decir, no modifican sus conexiones de manera
particular durante el desarrollo de la larva. Mientras que la neurectomia provoca
cambios en el patrén de inervaciones (segun el test de Bartlett las varianzas son
significativamente distintas al comparar todas las condiciones (***Pvalue 0,0001)). Y
son las neuronas followers las que presentan una modificacion completa de sus

inervaciones, siendo las mas promiscuas durante la regeneracion.
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Este indice de cambio nos permitid observar la modificacién de las conexiones de
ambos subtipos con mayor detalle. Observamos que tras la neurectomia, las neuronas
leader varian sus inervaciones individualmente, presentando un indice de cambio
distinto de cero. Sin embargo, el analisis a nivel poblacional nos muestra que estas
variaciones no son significativas al comparar con el control (Figura 15 B LC/LN). Entre
5 y 7 dpf, algunas de las inervaciones presentadas por el subtipo leader son
modificadas o eliminadas; aunque este efecto de poda de proyecciones axonales no
altera significativamente el contacto establecido hacia los 7 dpf (Figura 15 B, C). Lo
que implica que las neuronas leader readquieren sus blancos con mayor fidelidad. A
diferencia, las neuronas mas jévenes o foflowers, cambian significativamente sus
conexiones, tal que todas modifican al menos una inervacién. Esto se evidencia a nivel
individual como poblacional {Figura 15 B FC/FN), y es observable a los 2 dpn (5 dpf).
Pasado este punto, las nuevas conexiones se mantienen mayormente estables (4 dpn).

Por lo que las neuronas follower son las mas promiscuas durante la regeneracion.

4.3.2 Analisis de sobrevivencia neuronal

Durante el analisis de inervaciones de las neuronas feader y follower se presentaron
casos (de hasta un 37,5% del total) en que se perdia la marca del constructo de
expresién neural inyectado (HuC:mem-TdTomato o pE46:egfp). Por lo que se utilizd la
inyeccion transiente del constructo HuC:Kaede, para comprobar si se debia a un
bleaching de la marca o a un proceso de muerte celular. En particular, Kaede es una
proteina fotoconvertible frente a la luz U.V en distintos tipos neuronales, incluyendo las
neuronas aferentes de la LLP. Los peces inyectados con este constructo presentaron

el mismo fendmeno que los inyectados con los otros dos constructos; por lo que se




considerd que independiente del constructo utilizado, este fenémeno de muerte celular
ocurre naturalmente en el ganglio de LLP y actia sobre estas neuronas. Como se

muestra en la siguiente figura, soma y axdn se pierden hacia los 7 dpf (Figura 16, E, F).

Tabla VI. Porcentaje de mortalidad de neuronas leader y follower durante el desarrollo

(control) y tras la regeneracién (neurectomizado).

Tl(?jl:fl; ° Leade(t"%C;ontrol Neuréggg:lgzada FOHOW;Z;:OM"N Neu‘:'?:;z%?;ada
(%) (%)
3 7,69 0,00 25,0 0,00
5 15,38 26,09 375 28,57
7 15,38 34,78 37,5 35,71

Como se muestra en la Tabla VI, se agrupo la cantidad de peces en los que una
neurona leader o follower morfa versus el total de peces con marca o neurona viva al
momento de observacion, tanto en [a condicion control como después de un dafio al
nLLP, y se realizé un analisis de sobrevivencia utilizando el programa estadistico

GraphPad (Figura 17).
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FIGURA 16. Existe muerte de neuronas en el ganglio de LLP de larvas de pez cebra.
Seguimiento de la misma larva transgénica Tg(cxcr4b:rfp) inyectada con el constructo
HuC:kaede para marcaje de una neurona /eader. A, B: A los 3 dpf se observa la disposicion de
neuromastos desde el L1-L5, y la migracion del primordio secundario (primll). B’: Amplificacién
de la seccién encerrada en el circulo amarillo, que engloba la inervacion al neuromasto L3. C,
D: La misma larva a los 5 dpf presenta un patréon de neuromastos mas complejo, y tras la
regeneracion, la neurona /eader inerva el neuromasto L4. Se observa la breve ramificacion del
terminal axonal hacia el neuromasto (D”). E, F: Hacia los 7 dpf la misma larva no presenta ni el
soma ni el axén de la neurona /eader. Las flechas blancas apuntan al soma neuronal (ausente
en E y F), que debido a que Kaede es una Proteina fotoconvertible, puede ser observado en

ambos canales. A, B, C, D, E, F: barra de escala 100 um. B’,D’: barra de escala 50 um.
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FIGURA 17. Las neuronas leader presentan menor sobrevida tras la regeneracion. A:
Curva de sobrevivencia de neuronas /eader y B: neuronas follower en sus condiciones control
(LC, FC, respectivamente) y neurectomizada (LC, LN, respectivamente), a los 3, 5y 7 dias post

fertilizacion (dpf).

Encontramos que hacia el tercer dia de desarrollo habia muerte celular de ambos
subtipos, en particular, del subtipo follower, donde el 37,5% de las neuronas totales
observadas moria. Mientras que sélo el 15,4% de las leader presentaba muerte celular.
Se observo una disminucion similar en el porcentaje de sobrevida de neuronas follower
tanto en el desarrollo (37,5%) como en la regeneracién (35,71%). Y a diferencia de las
neuronas leader, las follower presentan un 2,2% mas de muerte celular durante la
regeneracion. Por lo que se puede decir que la disminucién en el porcentaje de
sobrevivencia de neuronas follower es independiente de la neurectomia. No asi para
las neuronas leader, donde estas presentan un 19,4% mas de muerte celular frente a
la neurectomia. Por lo que la sobrevivencia de estas si se ve afectada por la
neurectomia. En este punto suponemos que la presién que ejerce el sistema nervioso
central sobre la regulacion de las conexiones, podria estar afectando la sobrevida de

estas neuronas al seleccionar aquellas inervaciones que seran permanentes.
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5. DISCUSION

El sistema nervioso es un conjunto de diversas estructuras interconectadas, neuronas,
glias y células sensoriales, que funcionan en sincronia, pero cuando se presentan
defectos en alguna de ellas, se puede generar una patologia. En el sistema nervioso
central de mamiferos, si las conexiones establecidas durante el desarrollo se pierden
frente a un dafio, no pueden volver a ser re-adquiridas, ya que la lesién suele generar
una cicatriz glial debido a que el debris celular no es completamente removido (Wanner
y col., 2008); y en vez de permitir que los procesos celulares vuelvan a unirse, se forma
una barrera fisica. A diferencia, -el sistema nervioso periférico regenera, pero muchas

veces esta regeneracion no es completa.

Los peces, a diferencia de los mamiferos, son capaces de regenerar diferentes
estructuras, ya que no se forma esta cicatriz. Entre los distintos tipos de tejido que el
pez cebra puede regenerar esta: el corazon, la cola, y el sistema nervioso central y
periférico. En particular, el pez cebra posee un sistema sensorial, que es parte del
sistema nervioso periférico denominado linea lateral. Este es un sistema
mecanosensorial que procesa los estimulos del movimiento del agua y los traslada a
una respuesta de escape direccionada (Ghysen and Dambly-Chaudiére, 2007). La
linea lateral posterior del pez cebra permite el facil estudio de sus componentes
celulares, y debido a [a transparencia del animal, se pueden seguir en el tiempo.
Utilizando técnicas simples de marcaje de neurona Gnica, como inyeccion (Pujol-Marti
y col., 2010) o marcaje retrogrado (Sato y col., 2010), se pueden seguir las neuronas
aferentes de la linea lateral posterior en el nervio de LLP y analizar sus conexiones en
el tiempo. En el ganglio de LLP existen dos tipos de neuronas: leader y follower, segun

su posicion con respecto al primordio migratorio (Gompel y col., 2001, Sato y col.,
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2010, Pujol-Marti & Lépez-Schier 2013). Estas neuronas poseen diferentes
caracteristicas migratorias y presentan una cierta somatotopia en el sistema nervioso
central, donde las J/eader se encuentran dorsalmente en el ganglio y proyectan
dorsalmente en el cerebro posterior. Mientras que las follower se encuentran en una

posicidn mas ventral en el ganglio, y proyectan ventralmente en el cerebro posterior.

En Ceci y col, 2014, se observd que frente a un dafio las neuronas de LLP
reconectaban con sus blancos sindpticos, reconstruyendo parcialmente el patrén de
inervaciones que presentaban previo al dafio, entre los tres y cinco dias de desarrollo
del pez. Se encontré que las neuronas que reconectaban con la regién posterior del
pez (L4 en adelante), tendian a ser las mas alejadas de [a recta perfecta (Figura 4C).
Las cuales podrian corresponder a las neuronas leader. En ninguno de los casos
encontrados se evalud la diferencia entre leaders y followers. De esta manera nos
preguntamos si es que ambos subtipos presentaban el mismo patrén de conexiones

tanto durante el desarrollo como durante la regeneracion posterior a un dafio.

Se ha sugerido que las /eader funcionarian como guia axonal para el establecimiento
de conexiones por las neuronas follower (Whitlock & Westerfield, 1998; Sato y col.,
2010; Ceci y col., 2014). Como ademas tienden a conectar con neuromastos
posteriores en la cola del pez, para mantener este patrén posterior al dafio, deben
recorrer un largo camino durante la regeneracion para volver al punto inicial. Por ello
podria ser posible que estas neuronas percibieran otro tipo de sefiales del medio, que
fuesen liberadas desde los neuromastos no inervados, llevando a que se cometan
errores de inervacion, modificando el patrén que presentaban inicialmente. A diferencia
de las anteriores, las foffower establecerian un blanco estable durante el desarrollo en

la region anterior del pez (Liao & Haehnel, 2012), por lo que recuperarlo conllevaria
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menos errores. Por ello apostamos a que las neuronas /eader son las mas promiscuas

durante la regeneracion.

5.1 Variacion en el patrén de inervaciones de neuronas leader y follower durante

el desarrollo de la larva de pez cebra

Para analizar el patrén de inervaciones de ambos subtipos neuronales, se realizé
inyeccion transiente con constructos que expresan proteinas fluorescentes asociadas a
un gen de expresion neural. Luego de seleccionarlas, las seguimos en el tiempo. De
esta manera, encontramos que un 90,9% de las células leader y un 100% de las
neuronas follower, mantiene al menos una proyeccion desde el momento inicial (3 dpf},
en adelante, estable en el tiempo. Corroboramos lo descrito en Sato y col., 2010;
donde las neuronas follower tienden a contactar con la regién anterior del pez,
conformada por los neuromastos L1 a LI.3, como se muestra en la Figura 11B.
Mientras que las /eader tienden a contactar con neuromastos de las regiones media y
posterior del pez; es decir, L3-L4 en adelante. En principio, analizamos el patrén de
inervaciones como el campo sensorial promedio de una neurona. Esto significa sumar
la posicidn absoluta de los neuromastos con los que conecta, sobre la cantidad total de
inervaciones. Esto nos permite conocer la posicion promedio en que se encuentran las
ramificaciones del ax6n de una neurona Gnica. De manera que entre los 3 y 7 dias de
desarrollo del pez, no se encuentran diferencias significativas en el campo sensorial
promedio para ambos subtipos. Con este analisis perdimos informacion del cambio de
inervaciones que observamos en la Figura 10 y 13. Por esta razén creamos el “indice
de cambio” de inervaciones, donde aquellas conexiones que se mantienen entre 3 y5

dpf, o entre 3 y 7 dpf, obtienen un valor de cero. Y encontramos que el 70% (7/10) de
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las leader y el 77,8% (7/9) de las follower presenta un indice de valor cero entre e
establecimiento de conexiones inicial y el definitivo. Encontramos una relacién lineal
entre el patrén de neuromastos inervados entre 3 vs 5 y 7 dpf; es decir, la inervacion a
determinados neuromastos de una Unica neurona a medida que transcurre el tiempo se

mantiene constante.

5.2 Variacion en el patrén de inervaciones de neuronas leader y follower tras un

dafio regenerativo en larvas de pez cebra

Para evaluar el patrén de inervaciones de estas neuronas antes y después de la
regeneracion, se realizé un dafio con un puiso de corriente utilizando un electrodo de
Tungsteno. De este modo, interrumpimos el conjunto axonal del nervio de la LLP desde
el primer neuromasto hacia el final, dafio al que llamamos neurectomia. Las neuritas
degeneran y comienzan a regenerar alrededor de cuatro horas después del dafio,
mientras los blancos permanecen intactos y denervados. De manera que la porcién
axonal tiene un largo camino para recorrer desde el ganglio, y un amplio ntimero de
posibles blancos para re-contactar. Encontramos que un 40% de las neuronas leadery
un 33,33% de las folfower, reconecta con al menos uno de los blancos que presentaba
originalmente. Pero solo un 20% de las leader y ninguna de las follower mantiene todas
las conexiones previas a la neurectomia. De este simple célculo concluimos que las
neuronas follower son las mas erradas en la reconexion; y presentan un alto porcentaje
de muerte celular que podria estar dado por la inestabilidad de las conexiones durante
la regeneracion, no asi durante el desarrollo, ya que se mantienen estables en el
tiempo. Sin embargo, este porcentaje podria no ser completamente representativo

dado el nimero de casos analizados de enfre aproximadamente 20-30 neuronas
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aferentes que posee el nervio de LLP. Se debe considerar que luego de la
regeneracion fodos los neuromastos se inervan y no estamos observando todas las

inervaciones.

Al realizar un promedio de las inervaciones, lo que llamamos campo sensorial,
perdimos informacion de la variacion de las conexiones. En este sentido, dos neuronas
que inervan blancos muy cercanos, o uno cercano y uno lejano, pueden tener el mismo
promedio. Calculamos el campo sensorial promedio para cada subtipo leader y follower
después de un dafio, y observamos que no se presentan cambios significativos para
ninguno de los subtipos; a pesar de lo visto previamente (Figura 10 y 13). Por ello
creamos el indice de cambio de conexiones, el cual refleja lo que observamos; es decir
que ambos subtipos mantienen o cambian sus inervaciones, afiaden o pierden
proyecciones hacia diferentes neuromastos. De esta manera vimos que las neuronas
follower presentaron la mayor correlacion durante el desarrollo, con un indice de
cambio de cero; y una menor correlacion durante la regeneracion, alejéndose
completamente de la tendencia lineal de la inervacién de neuromastos entre 3 y 7 dpf,
presentada durante el desarrollo normal de la larva de pez cebra. Presentando, en
conjunto, un alto indice de cambio entre el inicio y la re-adquisicién de blancos. Por
otro lado, las leader presentan los indices de cambio mas altos individualmente. De
manera que la varianza de estas es significativamente diferente, no asi la media de los
datos con respecto a la situacion ocurrida durante el desarrollo. Por tanto concluimos
que las neuronas follower son las mas promiscuas en la re-adquisicion de blancos. Es
decir, globalmente cometen mds errores durante la regeneracién, mientras que sélo
algunas feader presentan altos indices de cambio en comparacién al momento previo

al dafio. Ademas, el 100% de las follower modifica el patrén de inervaciones entre los 3
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y 7 dpf, por lo que ninguna establece las mismas inervaciones que presentaba previo a
la neurectomia. Cabria pensar que la posicion ventralizada en el cerebro posterior,
soporta un rango ampliado de conexiones y no determina la posicién de los
neuromastos que inerva cada subtipo. Sin embargo, también cabria pensar que el
sistema nervioso central ejerce una presién sobre las conexiones que se establecen en
la periferia, y las pre-determina a un blanco, al menos, aproximado al original. Como
propone Alexandre & Ghysen en 1999, es el sistema nervioso central el que regula, de
manera general, el correcto establecimiento de las conexiones, ejerciendo una presion
selectiva al refinamiento de estas. Esta teorfa explicaria el hecho de que las neuronas
follower ven afectada su sobrevida tanto en el desarrollo como en la regeneracion. Y
cabria pensar que la plasticidad demostrada por el subtipo leader es el modo en que
estas intentan establecer conexiones en posiciones similares a las que poseia previo al
dafio. Y aquellas que reconectaron con blancos completamente errados, fueron

eliminadas del sistema por la presion ejercida por el sistema nervioso centrai.

Al igual como se reporté en Faucherre y col., 2009, también observamos que los
terminales axonales arborizados hacia las células ciliadas de los neuromastos
presentaban modificaciones entre los dias 3 a 7 post-desarrollo, dando cuenta de un
refinamiento de los botones sinapticos. Ellos mencionan que las neuronas de la LLP
siempre inervan células ciliadas de una misma polaridad. Sin embargo, como parte de
este trabajo, hemos encontrado que las conexiones a neuromastos secundarios
descritas en Ceci y col., 2014, son estables en el tiempo, y representan una inervacién
a células ciliadas de distinta polaridad. Esto ocurre sélo durante la regeneracion, en un
13,3% de las neuronas feader y un 22,22% de las follower. Esto significa que neuronas

que en un principio inervan células ciliadas de polaridad antero-posterior, pueden
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cambiar esta disposicion, mantenerla en el tiempo, y en teoria, transducir informacién
de células ciliadas de polaridad dorso-ventral. Para confirmar la funcionalidad de estas
neuronas se requiere realizar estudios de electrofisiologia que demuestren la

generacion de potenciales eléctricos frente a un estimulo.

En la realizacién de este trabajo no probamos si es que una neurona mantiene el
subtipo /eader o follower durante el proceso regenerativo. Considerando que durante la
regeneracion no hay un primordio migratorio que aporte con alguna sefalizacién que
guie a estas neuronas, podria ser el propio cono axonal el que determine la velocidad
de migracion, al captar moléculas repelentes y quimiotractantes que determinen su
paso por el miosepto horizontal. Hasta ahora se ha visto que la principal via de
sefializacion por la que el primordio se mueve a lo largo del miosepto horizontal
depende del receptor cxcr4b y su ligando sdf-1 o cxc/12b (Ghysen & Dambly-
Chaudiére, 2007). En los mutantes para el receptor cxcr4b (Gilmour y col., 2004), los
axones del nLLP siguen al primordio que posee defectos de migracién, y se retrasan o
migran de manera ectopica; por lo que el primordio es suficiente para guiar el conjunto
axonal. Sin embargo se desconoce si existen otras sefiales presentes en el miosepto

horizontal que guien al conjunto axonal.

5.3 Muerte celular en el ganglio de Linea Lateral Posterior

Como parte de procesos de refinamiento normales durante el desarrollo, puede ocurrir
eliminacion de proyecciones, debido a competencia o pérdida de funcionalidad
(Riccomagno & Kolodkin, 2015). Esto también ha sido visto en axones sensoriales y
simpéticos, donde ia “poda’, viene acompafada por apoptosis de la neurona

(Harrington & Ginty, 2013). Previamente se ha descrito la posibilidad de que las
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neuronas de la linea lateral se eliminaban por apoptosis, ya que se perdia la marca de
estas. Durante el seguimiento de neuronas Onicas, leader y follower, encontramos que
en algunos peces estas desaparecian, o morian. Lo que sugiere que las neuronas
llevan a cabo un proceso normal de muerte celular, sea o no por apoptosis. Esto se
corrobor¢ utilizando marcaje de neurona Unica mediante la expresién de una proteina
fotoconvertible con luz UV llamada Kaede. La expresion de esta proteina permite
visualizar neuronas de distintos tipos, incluidas las de la linea lateral posterior, en

ambaos colores, verde y rojo, si se realiza ia fotoconversién.

Al realizar el analisis de sobrevivencia pudimos observar que existia una diferencia
entre la proporcion de neuronas leader y folfower que sobrevivian en el tiempo, tanto
en la condicion de neurectomia como de control. Pudimos ver que tanto durante el
desarrollo, como durante la regeneracion, se presentaba un porcentaje de disminucion
de [a sobrevivencia neuronal, lo que implica que en el nervio de LLP existe un proceso
de refinamiento normal de las proyecciones a medida que el pez se desarrolla, que
afecta a las neuronas follower, no asi las neuronas feader. Ya que las neuronas
follower presentaron un porcentaje de mortalidad similar en ambas condicicnes, la
sobrevida de estas es independiente de la condicién de neurectomia. No asi para las
neuronas leader, siendo éstas las mas susceptibles a la neurectomia, presentando un
19,4% mas de muerte celular durante [a regeneracion. Lo que implicaria que durante el
desarrollo existe un proceso de refinamiento normal, y que tras un dafio al nervio de
LLP, son las neuronas leader las que pierden sus conexiones, probablemente
inestables. Las neuronas follower serian entonces, aquellas neuronas que se
seleccionan a medida que el pez crece, como producto de un refinamiento constante

de las conexiones en la periferia.

58




6. CONCLUSIONES

En el modelo de pez cebra se pueden realizar observaciones de neuronas
unicas y en tiempo real, y observar su comportamiento durante la regeneracion.
Existen dos subtipos de neuronas en el ganglio de LLP: leader y followers, las
cuales se distinguen de acuerdo a la posicién en que se encuentran con
respecto al primordio migratorio.

Durante el desarrollo no se observan cambios significativos en el patrén de
inervaciones adquiridas a los 3 dpf vs 7 dpf.

Tanto neuronas /eader como follower regeneran tras un dafio al nervio de LLP,
re-adquieren sus blancos y en cierta medida las /eader preservan el mapa de
conexiones originales. Si bien existen neuronas /leader que varian
individualmente, la poblacién “mantiene” su rango de inervaciones.

Las neuronas follower son [as mas promiscuas en términos de la re-adquisicion
de blancos sinapticos. Los cambios observados son significativos tanto a nivel
individual, como poblacional.

Tras un dafio al nervio de LLP las neuronas /eader son las mas afectadas,
disminuyendo alrededor de un 40% en comparacion a la situacion presentada
durante el desarrollo. Mientras que las neuronas foflower se ven afectadas por
igual durante el desarrollo y la regeneracién, presentando un fenémeno de
refinamiento normal del sistema.

El nivel de mortalidad de las neuronas feader es un 15% durante el desarrollo, y
un 35% en la regeneracion, por lo que suponemos, estarian siendo reguladas

por un sistema superior como el SNC.
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