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RESUMEN

El sistema nervioso de los vertebrados consta de una gran variedad de tipos celulares, que
provienen de progenitores multi-potentes. Una pregunta fundamental en neurobiologia del
desarrollo es comprender los mecanismos moleculares por los cuales esta gran diversidad
se genera en la embriogénesis. La diferenciaciéon es el proceso por el cual células
indiferenciadas adquieren especificidad a través de una particular combinacién de
expresion de genes. Las células ciliadas del sistema auditivo son un ejemplo de células
altamente diferenciadas del sistema nervioso; estas células tienen una funcién mecano-
receptora y su estructura estd conservada en los vertebrados. Mientras que en todos los
vertebrados estas células se encuentran en el oido interno, en peces y anfibios estas células
ademas se encuentran en otro sistema sensorial denominado linea lateral, el cudl responde a
movimientos y cambios de presion en el agua.

La linea lateral del pez cebra es un sistema particularmente atractivo para estudiar el
proceso de diferenciacion de las células ciliadas. Estas se encuentran en una serie de
Organos superficiales llamados neuromastos formados por so6lo tres tipos celulares: las
células ciliadas, las de soporte y las del manto. A diferencia de lo que ocurre con las células
ciliadas del oido de mamiferos, las de peces sufren un constante recambio, y ademés
pueden regenerar luego de un dafio.

La hipétesis de esta tesis, es que los genes que participan en el proceso de diferenciacién
inicial de las células ciliadas de la linea lateral del pez cebra, estdn también presentes y
cumplen las mismas funciones en su proceso de regeneracion. Por lo tanto, el objetivo de

este trabajo es caracterizar genes importantes para el proceso de diferenciacién durante el
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desarrollo y durante el proceso de regeneracion de las células ciliadas de la linea lateral del
pez cebra.

Encontramos que los genes neuroD, athl, sox2 y sox3 se expresan durante el desarrollo
normal y durante el proceso de regeneracion de la linea lateral de pez cebra. Ensayos de
ganancia y pérdida de funcién indican que athla y neuroD son requeridos y suficientes
para inducir la diferenciacion de las células ciliadas durante el desarrollo, siendo la
expresion de estos genes regulada por los genes sox2 y sox3. Ademds, a través de ensayos
de pérdida de funcién de sox2 y sox3, encontramos que estos genes son requeridos para la
normal formacién de los tipos celulares del neuromasto.

Por otra parte, estudiamos la expresion y funcién de estos genes en el proceso de
regeneracion de las células ciliadas. Se determind que todos estos genes se expresan en el
proceso de regeneracion celular de la linea lateral, controlando la diferenciacién celular.
athla controla la diferenciacién de las células ciliadas y ambos genes sox son requeridos
para la regeneracion de todos los tipos celulares presentes en el neuromasto. Estos
resultados sugieren una recapitulacion de la expresién y funcién de diferentes genes en el
proceso de diferenciacion tanto en el desarrollo como en la regeneracién de las células de la

linea lateral de pez cebra.

xii



W

ABSTRACT

The vertebrate nervous system is comprised of a vast variety of cellular types, which arise
from multipotent progenitors. A fundamental question in developmental neurobiology is to
understand the molecular mechanisms by which this vast diversity is generated in
embryogenesis. Differentiation is the process by which undifferentiated cells acquire
specificity through a particular combination of gene expression. The hair cells of the
auditory system are an example of a highly differentiated cell in the nervous system; these
cells have a mechano-receptor function and their structure is conserved among vertebrates.
While in all vertebrates these cells are found in the inner ear, in fish and amphibians these
cells are also present in another sensory system called the lateral line, which responds to
movements and pressure changes in the water. The zebrafish lateral line is particularly
attractive for studying the diferentiation process that the hair cells undergo. Lateral line hair
cells reside in superficial organs called neuromasts formed by only three cell types: hair
cells, supporting cells and mantle cells. Unlike what happens with the hair cells of the
mammalian inner ear, hair cells in fish undergo a constant turnover, and also can regenerate
after damage.

The hypothesis of this thesis is that the genes involved in the initial differentition process of
the hair cells of the zebrafish lateral line, are also present and have the same functions
during the regeneration process. Therefore, the objetive of this study is to characterize
genes relevant for the differentiation process during development and regeneration of the
lateral line hair cells in the zebrafish. We have found that neuroD, athla, sox2 and sox3

genes are expressed both during normal development and during the regeneration process
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of the zebrafish lateral line. Gain and loss of function assays indicate that athla and neuroD
are required and sufficient to induce hair cell diferentiation during development, band that
these genes are regulated by the sox2 and sox3 genes. Moreover, through loss of function
analysis of sox2 and sox3, we found that these genes are required for the normal formation
of the cell types of the neuromast.

On the other hand, we studied the expression and function of these genes during hair cell
regeneration. It was determined that all of these genes are expressed in the regeneration
process of the lateral line, controlling cell diferentiation. ath/a controls the differentiation
of the hair cells while both sox genes are required for the regeneration of all cell types
present in the neuromast. These results suggest a recapitulation of the expression and
function of different genes in the differentiation procces in both development and

regeneration of the lateral line cells of the zebrafish.
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I. INTRODUCCION

I.1 La Linea Lateral

Los peces, asi como también algunos anfibios, poseen un sistema sensorial
conocido como linea lateral, que les permite detectar movimientos del agua en torno a
su cuerpo. La linea lateral corresponde a un sistema mecanosensorial propio de peces y
anfibios acudticos, usado para detectar estimulacién hidrodindmica del cuerpo (Baker y
Bronner-Fraser, 2001), con el cual el animal percibe movimientos del agua a un cuerpo
de distancia. Se le asocia a respuestas conductuales que van desde la deteccidn de
potenciales presas, reconocimiento de pareja sexual, conducta de escuela o cardumen
hasta la posibilidad de esquivar obstéculos y predadores. Los 6rganos funcionales de la
linea lateral son llamados neuromastos y estdn compuestos por células ciliadas y
células accesorias de al menos dos tipos: de soporte, que rodean a las células ciliadas y
del manto, que bordean externamente al neuromasto (Metcalfe y cols., 1985; Ghysen y
Dambly-Chaudiére, 2004). La disposiciéon de cada érgano individual es conservada
entre los individuos de una misma especie, manteniendo un patrén especie-especifico.
Las células ciliadas de la linea lateral son homélogas a las presentes en los oidos de
todos los vertebrados, pero poseen la particularidad de estar expuestas al medio en la
superficie de la piel y mantienen una capacidad regenerativa durante toda la vida del
individuo.

El mecanismo mecanorreceptor de cada célula ciliada involucra la disposicién

apical de un grupo de microvellosidades (estereocilio) y un tinico kinocilio, en conjunto
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conocidos como haz de cilios; (Kroese y van Netten, 1989; Popper y Platt, 1993). Las
sefiales captadas por las células ciliadas son proyectadas hacia el sistema nervioso
central (SNC) a través de neuronas sensoriales aferentes y eferentes, que las inervan.
Estas poseen sus cuerpos celulares en ganglios craneales y sus axones en el
romboencéfalo (aferentes y eferentes inhibitorias) y en el cerebro anterior (eferentes

excitatorias (McCormick, 1989).

1.2. Formacion de la linea lateral

L.2.1. Origen placodal

Las placodas son estructuras embrionarias transitorias ubicadas exclusivamente
en la cabeza de los vertebrados (Graham y Begbie, 2000; Schlosser y Northcutt, 2000,
2001; Baker y Bronner-Fraser, 2001). Dan origen a las neuronas sensoriales (que
formardn los ganglios craneales) y en algunos casos a las células receptoras de los
sistemas sensoriales. El sistema de la linea lateral se origina a partir de un grupo de
placodas presente inicamente en peces y anfibios (placodas dorso-laterales), ubicadas a
ambos lados (rostral y caudal) de la vesicula 6tica. La placoda pre-6tica dard lugar a la
componente anterior de la linea lateral y la placoda post-Gtica a la componente
posterior de 1a linea lateral (Northcutt y cols., 1994; Baker y Bronner-Fraser, 2001). La
porcién distal (con respecto a la vesicula dtica) de cada placoda migrara (primordio de
la linea lateral) y formarad los 6rganos receptores (neuromastos), mientras la parte

estatica mas proximal daré origen a los ganglios de la linea lateral.



Temprano en el desarrollo (de 1 a 10 somitos), las placodas comienzan a
formarse a partir del ectodermo anterior, del cual derivan todas las placodas
ectodermales, incluyendo la de la linea lateral (Baker y Bronner-Fraser, 2001;
Brugmann y Moody, 2005). En peces, los factores de transcripcion six4.! y eyal, se
expresan en un dominio con forma de herradura caracteristicamente pre-placodal, que
se restringe progresivamente a las placodas olfatoria, hipofisial, 6tica y de Ia linea
lateral (Kobayashi y cols., 2000; Sahly y cols., 1999). En medaka (Oryzias latipes), el
gen sox3 se expresa en el territorio pre-placodal presuntivo y posteriormente en todas
las placodas ectodermales (Késter y cols., 2000), sugiriendo una funcién de este gen en
la definicién de las placodas.

En lo que concierne a la expresion de genes en el territorio placodal, se conocen
algunos como dix3, six4.1, eyal, msx2, hoxb3 (Metscher y cols., 1997), dachshundB
(Hammond y cols., 2002), nkx5.1 (Adamska y cols., 2000) y sox3 (Nikaido y cols.,
2007), los cuales determinan las placoda. En pez cebra, los factores de transcripcion
dlx3, six4.1 y eyal se expresan, hacia el final de la gastrulacién, en una banda con
forma de herradura que rodea la placa neural anterior y que corresponde a las células
que formaran las placodas craneales (células precursoras placoidales, Fig. 1). Durante
la somitogénesis, six4.1 y eyal restringen su expresién a las placodas olfatoria, Gtica y
de la linea lateral LL y en estadios posteriores mantiene esta expresion en los
neuromastos de la linea lateral anterior LLA y posterior LLP. El gen sox3 mantiene su
expresion en todos los componentes de la linea lateral, incluidos las placodas,
primordio migratorio y neuromastos durante el desarrollo controlando la neurogénesis

y stem cell neurales. (Fig. 1) (Schlosser y cols., 2008). El gen nkx5.1 por su parte, se
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Figura 1: Modelo de la cascada génica que estaria regulando la diferenciacion de
las placodas neurogénicas: Primero, el ectodermo pre-placodal indiferenciado, el cual
posee las células precursoras placodales, expresa los genes six. Luego, la expresion de
genes sox define un sub-grupo de las células de la placoda en stem cells neurales. Mas
adelante en el desarrollo, la expresion de diferentes genes pax define la identidad de las
diferentes placodas. Una vez que la diferenciacion se inicia, los progenitores neurales
comienzan a expresar genes neurogénicos y pro-neurales como neurogenina (ngn).
Finalmente la expresién de genes pro-neurales como neuroD y atonal (ath) definen los
precursores de los diferentes tipos neuronales e inducen su diferenciacion.




expresa desde muy temprano (4 somitos) en las placodas de la linea lateral, previo a su
expresion en la placoda ética. Posteriormente se expresa en la vesicula 6tica y en el
primordio migratorio anterior y posterior, pero no asi en los neuromastos de la linea
lateral. Ya que sox3, eyal, six4.1 y nkx5.1 son genes que se expresan en las placodas y
contintian su expresion en el primordio en movimiento e incluso en los neuromastos,
estos antecedentes nos sugieren la participacién de ellos en el proceso de diferenciacion

de las células de la linea lateral (Schlosser 2006).

1.2.2 Migracién de precursores de la LLP

A partir de las placodas de la linea lateral un grupo de células comienza a
migrar hacia posterior a través del mioseptum horizontal' coincidiendo con el
comienzo de la expresién de genes involucrados en migracién, adhesién y
diferenciacion celular. La migracion del primordio es completamente dependiente de la
interaccion de los dos receptores de quimioquinas CXCR4b y CXCR7b y su ligando,
SDF1a (factor derivado del estroma la, o actualmente llamado CXCL12), este tltimo
es expresado en el mioseptum horizontal, a lo largo de todo el trayecto que sigue el
primordio (David y cols., 2002; Chong y cols., 2001). La migracién del primordio es
dirigida por las interacciones diferenciales entre estos receptores de quimioquinas con

su ligando generdndose un movimiento neto del primordio gracias a la expresion

! Particion del tejido conectivo que se forma entre los midtomos y que separa los cuerpos musculares
dorsal y ventral.



diferencial de ellos. CXCR4b se expresa y actiia s6lo en las células guia del primordio
(de vanguardia), dirigiendo la migracién del primordio. CXCR7 por el contrario, posee
una expresion complementaria a CXCR4b, es decir en el grupo posterior de células del
primordio, secuestrando el ligando e impidiendo la retro-migracién de estas células
(Gompel y cols., 2001; Haas y Gilmour, 2006). Hacia el final de la somitogénesis,
aproximadamente a las 20 horas post-fertilizacién (hpf), el primordio de la linea lateral
posterior contiene aproximadamente 100 células, alrededor de 4-5 células de ancho y
20-25 células de largo. En este momento el primordio comienza a migrar caudalmente
a lo largo del mioseptum horizontal. En forma paralela, el ganglio de la linea lateral
posterior, que se encuentra entre la vesicula ética y el primordio, comienza a extender
sus axones hacia el cerebro posterior (proyeccién central) y hacia el primordio
migratorio (proyeccién periférica), con el que mantiene una estrecha relacion a lo largo
de todo el trayecto (los conos de crecimiento sensoriales son arrastrados por el
primordio; Gilmour y cols., 2004). Durante su migracién, el primordio va depositando
grupos de células denominados pro-neuromastos sin detener su marcha (David y cols.,
2002). El primordio deposita alrededor de 5 grupos de células indiferenciadas (pro-
neuromastos L1-L5) sobre el mioseptum horizontal del tronco del embrién (a intervalos
regulares de 5-6 somitos) y se divide en 2-3 grupos de células en posiciones mds
ventrales (pro-neuromastos L6-L8), una vez que ha alcanzado el final de la cola

(alrededor de las 40-42 hpf) (Fig. 2)




Figura 2. Conexiones neuronales de los neuromastos de la linea lateral de pez
cebra: (A, B, E), patrén de expresion de GFP en peces transgénicos (HGn39D-GFP) de
4 dias post fertilizacion, que expresan GFP en las neuronas aferentes en la linea lateral.
Vista lateral (A) y superior (B) estan representados. Blanco y amarillo, puntas de
flechas apuntan a las proyecciones de las neuronas al cerebro posterior y al neuromasto
respectivamente. Los marcos discontinuos indican los ganglios de la linea lateral en A
y B (Faucherre A y cols. 2009). (C) esquema de un neuromasto ilustrando los
diferentes tipos celulares que lo componen y su organizacion. (Ghysen and Dambly-
Chaudiere, 2004). (D) células ciliadas de un neuromasto en la superficie de la piel de
una larva de pez cebra. (Portada Neuron, Berger J, Febrero 1998). (E) proyeccion de un
neuromasto inmunomarcado con anticuerpos anti-HCS1 (rojo) inervado por neuronas
aferentes del transgénico HGn39D-GFP. (Faucherre A y cols. 2009)




1.2.3. Depésito de proneuromastos

El depésito de los neuromastos de la linea lateral es producto de un proceso de
particion intrinseco del primordio (Gompel y cols., 2001; Itoh y Chitnis, 2001) y parece
depender de la activacién de genes proneurales y neurogénicos de una manera que
recuerda la formacién de los 6rganos mecano-sensoriales en insectos (Itoh y Chitnis,
2001; Ghysen, 2003) (Fig. 1)

El clasico modelo descrito para neurogénesis ocurre mediante el proceso de
inhibicion lateral, en el cudl unas pocas células centrales de un "parche" sensorial
adopta el destino de precursor sensorial, mientras el resto adquiere por defecto el
destino epidermal. En esta etapa, los genes proneurales inhiben su propia expresion en
células vecinas activando la via de sefializacion de Notch en ellas. Delta, el ligando. de
Notch, se expresa en la membrana de la célula que adoptara el destino neuronal y se
unird a su receptor en la célula vecina, activando la expresién de represores que regulan
negativamente la expresion del gen pro-neural, refinando asi el patrén inicial de grupos
de células potencialmente neuronales a una o dos células que posteriormente se
diferenciaran en neuronas (Itoh y Chitnis, 2001).

En peces, la expresion de los genes pro-neurales (athla y neuroD) y
neurogénicos (notch y delta) ha sido descrita durante la migracién del primordio (Itoh y
Chitnis, 2001), sugiriendo que las células ciliadas pueden ser especificadas antes de

posicionarse definitivamente. Los patrones de expresion de los genes antes

mencionados parecen prefigurar la formacion del neuromasto antes de su depdsito e




incluso se evidencian las distintas identidades celulares del neuromasto dentro del
primordio.

Una vez que el futuro neuromasto ya estd definido a través de la expresion local
de los genes pro-neurales, se escinde del primordio, y eventualmente se detiene y
completa su diferenciacion. Esta maduracion en secuencia de los pro-neuromastos por
depositarse y la escisién del primordio evidencian una intensa actividad ciclica de
determinacién y diferenciacién celular, horas antes del depésito (Gompel y cols.,
2001).

Un par de horas después del depdsito de un proneuromasto, es posible apreciar
morfolégicamente el haz de cilios de las células ciliadas, las cuales iran aumentando
progresivamente en niimero en estadios posteriores (Metcalfe y cols., 1985; Gompel y
cols., 2001). En el pez cebra existe un gran niimero de lineas transgénicas que permiten
detectar mediante visualizacién de GFP, in vivo, los diversos tipos celulares
diferenciados de los neuromastos (ver por ejemplo, Sarrazin y cols., 2006; Hernandez y
cols., 2007). Con ellos, ha sido posible seguir el desarrollo temporal de este sistema

mecanosensor, €l cudl es funcional tres dias después de la fecundacion.

L.2.4. Diferenciacion celular en el neuromasto.

La restriccién progresiva de la expresion de los genes pro-neurales y

neurogeénicos en el primordio se correlaciona directamente con la seleccién de los tipos

celulares que formaran el neuromasto maduro (Itoh y Chitnis, 2001).




athla, deltaB y neuroD se expresan en las células centrales del neuromasto
presumiblemente en las futuras células ciliadas. athla ha sido involucrado directamente
con la diferenciacion de las células ciliadas, ya que en experimentos de sobre-expresion
del gen via adeno-virus se logré inducir nuevas células ciliadas en el oido interno de
mamiferos (Kawamoto y cols., 2003; Shou y cols., 2003), posicionandolo como gen
clave de la diferenciacion de las células ciliadas. Por otro lado, deltaB ha sido descrito
como el gen que controla la expresion de genes proneurales en el primordio
manteniendo este control incluso en neuromastos depositados (Ito y Chitnis, 2001). En
nuestro laboratorio se ha observado que neuroD también se expresa en estas células
centrales del neuromasto. Ademas se ha determinado, mediante el uso de inhibidores
antisentido de la traduccién (morfolinos MO), que los genes pro-neurales athla y
neuroD son requeridos para el desarrollo normal de la linea lateral, ya que los
morfantes para estos genes presentan neuromastos aberrantes carentes de células
ciliadas funcionales, sugiriendo su participacién en la diferenciacion de estas células
(Sarrazin y cols., 2006) e incluso afectando el niimero de neuromastos (Fig. 3).

Por otra parte, las células accesorias estan definidas por la expresién en los pro-
neuromastos de los genes notch3, sox2 y sox3, que se restringen a estos tipos celulares
excluyéndose de las células centrales y que, por lo tanto, podrian estar controlando la
diferenciacién de las células accesorias. Estos genes se expresan inicialmente en todas
las células del neuromasto y se van restringiendo a las células periféricas de los pro-
neuromastos. sox3 se expresa temporalmente desde la definicién de las placodas hasta
el neuromasto completamente diferenciado incluyendo la etapa de primordio

migratorio, y sox2 se comienza a expresarse al inicio de la migracion del primordio
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control/ Et 20

ath1 MO / Et 20

control / Et 20 ath1 MO / Et 20

Figura 3. Los genes proneurales athla y neuroD afectan la formacién de las células
ciliadas de la linea lateral. (A-G) Larvas transgénicas Et 20 control o morfantes (athla
MO o neuroD MO) fueron incubadas con DiAsp y visualizadas en microscopio de
fluorescencia, permitiendo la visualizacion simultanea de GFP en células del manto
(verde) y DiAsp que marca las células ciliadas funcionales (amarillo). (B) Larva
morfante athla presenta un nimero inferior de neuromastos depositados. (C, F) Vista
ampliada de los neuromastos L1 y L2 de larvas control y de larvas morfantes de athla
(D, F) se observa la ausencia de células ciliadas funcionales en los morfantes de athla.
(G) Vista lateral de una larva transgénica Et 20 inyectada con neuroD MO en la que se
observa una completa ausencia de células ciliadas funcionales y ¢ incluso de células del
manto (Sarrazin y cols., 2006).
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y mantiene su expresion en los neuromastos diferenciados. Los genes sox han sido
relacionados a procesos de diferenciacion celular, mantencion de progenitores, e
incluso migracion celular, posicionandolos como candidatos importantes en la
diferenciacién de las células accesorias y/o la mantencién de progenitores en

neuromastos diferenciados.

L3. Regeneracién de las células ciliadas de Ia linea lateral

En la mayoria de los mamiferos las células ciliadas no son reemplazadas, Iz;ero en
peces, anfibios y aves las células ciliadas regeneran constantemente durante la vida del
individuo. (Swanson, 1988). En peces, las células ciliadas de la linea lateral estin
expuestas al medio ambiente y son permeables y sensibles a moléculas presentes en el
agua. Las células ciliadas mueren debido a traumas acusticos, dafios inducidos por
drogas, edad, o exposicion a metales pesados.

Diversos protocolos experimentales se han desarrollado para inducir dafio a las
células ciliadas y producir su muerte y regeneracién. Alguno de estos son: la
incubacién con aminoglicosidos, antibiGticos, o metales, que producen la pérdida
temporal de las células ciliadas en neuromastos y su posterior reaparicién después de
un breve periodo de tiempo. La regeneracion de las células ciliadas en la linea lateral

provee una oportunidad de estudiar la especificacién y diferenciacion de ellas,

permitiendo a su vez conocer la naturaleza de la poblacion de sus precursores




(Williams y Holder, 2000; Harris y cols., 2003; Murakami y cols., 2003; Hernandez y
cols., 2007).

Mediante exposicién con distintas concentraciones de cobre se puede inducir la
muerte celular de los distintos tipos celulares de los neuromastos de la linea lateral, lo
que permite una instancia para observar la regeneracién de estas células a distintas
magnitudes de dafio. Exposicion a bajas concentraciones de cobre (1 M) por dos horas
afecta solo a las células ciliadas de los neuromastos, y éstas regeneran en menos de 48
h sin ocurrir divisién celular en el proceso. A mayores concentraciones (10 uM, por dos
horas) las células ciliadas regeneran con mayor lentitud y se requiere divisién celular
para alcanzar una regeneracion completa. Finalmente, exposicién a 50 uM de cobre por
dos horas lleva a una inhibicién permanente de la regeneracién. Este comportamiento
celular frente al dafio con cobre se correlaciona con la pérdida de distintas poblaciones
celulares de los neuromastos con las distintas concentraciones, tal que, en las
concentraciones mas bajas de cobre se pierden sélo las células ciliadas activas, a
concentraciones medias (10 pM) todas las células ciliadas y parcialmente las del
manto, y finalmente, con altas concentraciones de cobre de 50 uM o mas, se pierden
todas las células de los neuromastos (Hernandez y cols., 2007)..

Estos resultados sugieren la presencia de progenitores ubicados en el
neuromasto que son sensibles s6lo a altas concentraciones de cobre. Se ha propuesto

que estas células progenitoras serian las células de soporte (Hernédndez y cols., 2007).
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L.4. Los factores de transcripcion athla, neuroD, sox2 y sox3:

;Reguladores de la diferenciaciéon celular de la linea lateral?

Se han identificado varios genes que se expresan en la linea lateral y que han sido
involucrados en procesos de diferenciacion celular y que podrian estar relacionados
asimismo con regeneracién en la linea lateral, entre los cuales podemos nombrar athla,
neuroD, sox2 y sox3.

athl es un factor de transcripcion proneural del tipo “Basic helix-loop-helix
(bHLH)”, ortélogo al gen atonal de Drosophila. Su expresién esta inversamente
correlacionada con la proliferacién celular (Kim y cols., 1997; Moore y cols., 2002;
Ishibashi, 2004). En el oido de mamiferos es un regulador positivo de la diferenciacién
de las células ciliadas durante el desarrollo coclear (Zheng y cols., 2000; Kawamoto y
cols., 2003). En experimentos recientes, se mostr6 que, la sobre-expresion de athl via
adenovirus es capaz de inducir la produccién de nuevas células ciliadas en el oido
interno de roedores adultos, en los cuales se habia previamente eliminado estas células
(Shou y cols., 2003). Por otro lado, ratones mutantes que no expresan ath! en el oido
carecen de células ciliadas y poseen mas células de soporte de lo normal (Wang y cols.,
2002). Esta evidencia relaciona a ath! con el fenémeno de trans-diferenciacion, ya que,
la aparicién de nuevas células ciliadas en condiciones de sobre-expresién seria a
expensas de células de soporte y ocurriria sin un proceso de proliferacion. En pez cebra,
athla se expresa en el primordio migratorio y en los neuromastos en diferenciacién. En
nuestro laboratorio, en ensayos de pérdida de funcién mediante la utilizacién de-

morfolinos antisentido, se determiné que athla es requerido para un normal desarrollo
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de la linea lateral. En los morfantes, no ocurre diferenciacion de células ciliadas a pesar
que el resto de los componentes del sistema se desarrolla normalmente. Ademas de
athla, la linea lateral requiere de la expresion de neuroD para su desarrollo normal,
neuroD es también un factor de transcripcion del tipo “Basic helix-loop-helix (bHLH)”
que promueve la salida del ciclo celular y la diferenciacién de neuroblastos hacia
neuronas. En embriones de Xenopus es capaz de convertir células embrionarias
epidermales en neuronas totalmente diferenciadas, siendo ademis requerido para la
sobrevida y diferenciacién de las neuronas sensoriales del oido interno (Bermingham y
cols., 1999; Chae y cols., 2004). En la linea lateral de pez cebra reuroD se expresa en
estadios tempranos en la placoda, més tarde en el ganglio y en el primordio migratorio.
Se ha detectado también una expresion baja en los neuromastos y su inhibicién también
se correlaciona con ausencia de células ciliadas (Sarrazin y cols., 2006).

Los genes sox2 y sox3 son miembros de la familia de proteinas de unién al ADN de alta
movilidad (HMG) que controlan la arquitectura de la cromatina y la transcripcion (Zygar
y cols.,, 1998). Han sido implicados en la decisién del destino celular durante
embriogénesis (Zygar y cols., 1998) y se ha descrito su participacién en neurogénesis en
varios sistemas (Mizuseki y cols., 1998; Buescher y cols., 2002; Bylund y cols., 2003;
Kan y cols., 2004). sox2, a su vez, es requerido para el desarrollo del oido interno de
mamiferos (Kiernan y cols., 2005). Sin embargo, atin se desconoce su funcién precisa en
el desarrollo y mantencién de la linea lateral. Ademas de expresarse en los pro-
neuromastos y neuromastos maduros, sox2 se expresa en el primordio migratorio, por lo

que este gen puede tener funciones en varios procesos como la migracion, la

diferenciacién, la mantencion y la regeneracion celular.




L5. Regeneracion: ;Una recapitulacion de la diferenciacion ocurrida en el

desarrollo?

La regeneracion de las células de la linea lateral pasa\por un proceso proliferativo y
de diferenciacién. Por lo tanto, elegimos centrar el estudio de los genes athla, neuroD y
los genes sox de la familia B1 (sox2 y sox3) en estos procesos. Ademads, consideramos
necesario hacer una comparacion de la expresién y funcién de estos genes entre el
desarrollo inicial de la linea lateral y la regeneracién de las células ciliadas después de
un dafio. Nuestra propuesta sugiere que durante la regeneracién se recapitula la
expresion de genes que ocurre durante la diferenciacion en el desarrollo temprano y que
estos genes estarian cumpliendo roles equivalentes en ambos procesos. En este contexto
nos formulamos 4 preguntas centrales: ;Qué genes participan del proceso de
diferenciacién de los distintos tipos celulares de los neuromastos?, ;participan los
mismos genes en el desarrollo inicial de la linea lateral y en la regeneracién celular de
los neuromastos?, ;existen interacciones funcionales entre estos genes en el proceso de
regeneracion de los neuromastos? y jcomo se coordinan los procesos de proliferacién y

diferenciacion?




II. HIPOTESIS

Los genes athla, neuroD, y los genes de la familia soxB1, participan y cumplen las
mismas funciones tanto en la diferenciacion inicial de las células ciliadas de la linea

lateral como en el proceso de regeneracion de ellas.

L. OBJETIVOS

IIL. 1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la expresion, interacciones y funcion de los genes athla, neuroD y sox2 y sox3
en la diferenciacién inicial de las células ciliadas de la linea lateral del pez cebra y

durante la regeneracion de este sistema.

IIL. 2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la funcién clave de athla en la diferenciacién de las células
ciliadas en la linea lateral.

2. Determinar la dinidmica de expresion de genes requeridos para la
formacién y regeneracién de las células de la linea lateral.

3. Determinar la funcién de los genes sox2 y sox3 en la formacion y

regeneracion de los neuromastos de la linea lateral de pez cebra.
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IV.MATERIALES

IV.1. Material Biolégico

- Bacterias Escherichia coli DH5a competentes (Clontech). Los plasmidos

utilizados en esta tesis se amplificaron previa transformacién con golpe de calor en

estas bacterias.

- Enzimas de restriccion y tamp6n respectivo (Fermentas):

BamH I, Cla 1, EcoR I, Kpn I, Not I

- Peces y embriones de pez cebra (Danio rerio) fueron mantenidos a 28° C. Los
embriones fueron obtenidos mediante cruces espontineos de cepas silvestres,

transgénicas o mutantes de peces adultos.

Lineas transgénicas:
sqET4 (Dr. Vladimir Korzh, IMCB, Singapur)
sqET20 (Dr. Vladimir Korzh, IMCB, Singapur)
FoxD3-GFP (Dr. Darren Gilmour, Tiibingen, Alemania)
claudinB (Dr. Darren Gilmour, Tiibingen, Alemania)

Bru-3C::mGFP
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Lineas mutantes:
Dogeyed (eya 1)
- Plasmidos:
pBluescript II SK +/- (Fermentas)
pGEM (T-easy-vector; Promega, USA)

pCS2+MT (Fermentas)

IV. 2. Reactivos para Biologia Molecular y otros

Acetato de sodio 3M, pH 5,2 (Winkler, Chile)

Acetona (Merck, Alemania)

Acido maleico (Winkler, Chile)

Agua sin nucleasas (Winkler, Chile)

Cloruro de calcio (Merck, Alemania)

Cloruro de litio (Merck, Alemania)

Cloruro de potasio (Merck, Alemania)

Cloruro de sodio (Winkler, Chile)

Columnas de purificacion BD Chroma Spin-100 (Clontech)

CuSO4 (Merck, Alemania)

Diaminobencidina (DAB; Sigma, USA)

DiAsp (Yoduro de 4-(4-dietilaminoestiril)-N-metilpridinio; Sigma, USA)
Dil (Perclorato de 1,1'-dioctadecil- 3, 3, 3', 3'-tetrametilindocarbocianina;

Molecular Probes, USA)
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Dimetilsulféxido (DMSO, Winkler, Chile)
DNA ligasa T4 (New England Biolabs, USA)
DNA polimerasa Taq (GibcoBRL, Inglaterra)
DNAsa (Boehringer Mannheim, Alemania)
DTT (ditiotreitol; Winkler, Chile)

EDTA (Winkler, Chile)

Feniltiotirea (feniltiocarbamida; Sigma, USA)
Formamida (Merck, Alemania)

H,0, (Merck, Alemania)

HEPES (Sigma, USA)

Marcador de peso molecular de 1kb (Fermentas)
Metanol (Merck, Alemania)

NBT / BCIP (nitro blue tetrazolium chloride / 5-Bromo-4-Chloro-3-indolyl
phosphate; Boehringer Mannheim, Alemania)
Paraformaldehido (PFA; J. T. Baker, USA)

PBS (Tampén fosfato; Winkler, Chile)
Proteinasa K (GibcoBRL, Inglaterra)

Reactivo de bloqueo (BMB; Boehringer Mannheim, Alemania)

RNA de térula (Sigma, USA)

RNA polimerasa SP6, T3 y T7 (Fermentas)
RNAsa (Boehringer Mannheim, Alemania)
Suero de oveja inactivado (Sigma, USA)

Sustrato quimioluminiscente Supersignal West Pico (Pierce, IL, USA)
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Tampon de transcripcién (Roche, Alemania)

Tween 20 (Monolaurato de poli-oxietilen-sorbitan; Sigma, USA)

Anticuerpos:
Anti o Tubulina Acetilada (Sigma, USA)
Anti GFP (Molecular Probes, Cat. no. A11122)
Anti c-myc 9E10 (Santa Cruz Biotechnology, USA)
Anti Digoxigenina (Roche Diagnostics, Alemania)
Anti IgG de Ratéon (Amersham Pharmacia Biotech,
Inglaterra)
Anti IgG de raton (Alexa Alexa Fluor 594, , Molecular
Probes, A11032)
Anti IgG de conejo Alexa Fluor 488 (Molecular Probes
A11034)
Anti IgG de conejo Alexa Fluor 594 (Molecular Probes
A31632)
Anti-sox2 (Chemicon, Cat. no. AB5603)
Oligonucledtidos:
5" TGACTTCGTCATGTCGGAACTCTAG 3° (MO-nrd)
5’ TCTGTTGGTTTGTGCTTTTGGGAGG 3° (MO-athla)
5’ CCATCTTGGCGGTGATGTCCATTTC 3° (MO-ashla)

5’ ATGATGCTATCGTAAAATTCCATTT3’ (MO-cxcr4)
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5 AACCGATTTTCTCGAAAGTCTACCC 3° (MO-sox2)
5’ GGTGCCAAGCACTCGAAAGAAAACG 3’ (MO-sox3)
5 GCTCGGTTTCCATCATGTTATACAT 3> (MO-sox2/sox3)

MO: Morfolino (Gene Tools; Philomath, Oregon)

Sitios de union de morfolinos a los genes soxB1
Secuencia morfolino sox2:
Secuencia morfolino sox3:

Secuencia morfolino sox2/sox3: GCTCGGTTTCCATCATGTTATACAT

Secuencia genémica de sox2

GTTGACAAGGGCTCTGGCGAGGAGGGAAACCGAGTTTGTGTTGATTCTTCAAGACTAAGAAAAGAAGTTT
GTGGGCACAACAGGACCTAAGAGCGCTTCCTTCCCCAGCAAAGTTACCTCCAACTGCTAAGGTAACTTCA
GCAGCCTCTCCACACACTTTTTGGACTTCTTTATTTTTTATTTTTACGGCTGGTG
TAAATGTATAACATGATGGAAACCGAGCTGAAGCCCCCGGCGCCCCAGCCCAACACCGGG
GGCACGGGGAACACCAACTCCTCGGGAAACAACCAGAAAAACAGCCCGGACCGCATCAAGAGACCCATGA

ACGCCTTCATGGTGTGGTCGAGGGGACAGCGGCGGAAAATGGCACAGGAGAACCCCAAAATGCACAATTC

Secuencia genomica de sox3

AGCTTAGCGCACAACTTTGCAGAGTTCCGTGGCAGAGCAGAACGAGACACACGGGACTGGTGTGGAGACT
TTTGAAAGACTTTACTTGACCAGAGTTTGAGCTCTCTGAACTTTTGACTGACTTCATTTTTTTGTAAGAC

TCTTGAAATTTCAA ACTTTTAAGAATGTATAACATGATGGAAACC
GAGATTAAAAGCCCCATTCCGCAGTCCAACACGGGCTCGGTGACGGGCGGCAAAAACAACAGTGCCAACG
ACCAGGACCGGGTGAAGCGGCCTATGAATGCTTTCATGGTGTGGTCTCGCGGGCAGCGGAGGAAGATGGC

TCAGGAGAATCCTAAAATGCACAACTCGGAGATCAGCAAGCGCCTCGGTGCTGACTGGAAACTTTTGACT
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IV. 3. Soluciones

MAB (4cido maleico 100mM; NaCl 150mM; Tween 20 0,1%; pH 7,5)

MAB /BMB /LS (MAB + reactivo de bloqueo 2% + suero de oveja inactivado
20%)

MABT (MAB + Tween 20 0,1%)

Medio de peces (solucién E3) (NaCl 5mM; KCl1 0,17mM; CaCl, 0,13mM;
MgSO; 0,33mM; azul de metileno 10” %) )

Mezcla NTP digoxigenina (ATP, GTP, CTP 2,5mM; UTP 1,625mM; UTP-dig
0,875mM)

PBST (PBS + Tween 20 0,1%)

Ringers (116mM NaCl; 2,9mM KCl; 1,8mM CaClp; 5mM HEPES; pH 7,2)
Ringers Electroporacién (180mM NacCl, 5mM KClI, 1.8mM CaCl,, pH7.2)
Sample buffer (0,63ml Tris 1M pH 6,8; 1ml glicerol 100%; 0,5ml B-mercapto-
etanol; 1,75ml SDS 20%; 20ul PMSF 100mM, para 10 ml)

Solucién AP (MgCl, 50mM; NaCl 100mM; Tris 100mM; Tween 20 0,2%; pH
9,5)

Solucién de bloqueo inmunocitoquimica (suero de oveja 20%; DMSO 1% en
PBST)

Solucién de hibridacién in situ (SSC 5X; heparina 50ug/ml; RNA de térula
500pg/ml; formamida 50%; Tween 20 0,1%)

Solucion peroxidasa de marcacién para inmunocitoquimica (DAB 0,03% en

PBS)
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SSC 20X (175,3g NaCl; 88,2g citrato de sodio; pH 7 en 1 litro de agua

destilada)

V. METODOS

V.1 Mantencion de los peces y recoleccion de embriones

Los peces son mantenidos a 28° C en un ciclo de 14 horas luz, 10 horas
oscuridad. Para la obtencién de embriones, se seleccionaron cada vez un niimero
similar de hembras y machos y se mantuvieron separados durante la noche. Al dia
siguiente, al momento de dar la luz, se juntaron hembras con machos y se dejaron en
una cubeta con agua fresca, que contiene un inserto enrejado que permite el paso de los
huevos al fondo de la cubeta y asi poder recolectarlos sin la posibilidad de que los
peces se los coman. Una vez recolectados los huevos se traspasaron a Solucién E3 1X y
se utilizaron para microinyeccién o se dejaron en una estufa a 28° C para su
crecimiento. Después de las 24 hpf, en algunas ocasiones, los embriones fueron
mantenidos en feniltiotrea 0,03% para prevenir la formacién de pigmentos
(Westerfield, 1994).

Los embriones utilizados para hibridacién in sifu e inmunocitoquimica, fueron
decorionados, clasificados por su estadio, segiin Kimmel y cols., (1995), y fijados en
PFA 4% a 4°C, durante toda la noche. Al dia siguiente se lavaron tres veces por 5

minutos con PBS y se deshidrataron agregandoles metanol 100% e incubandolos por 10
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minutos a temperatura ambiente y luego 1 hora a -20°C. Luego de esto, los embriones

fueron almacenados a -20°C o utilizados inmediatamente.

V.2. Microinyeccion de embriones

Para microinyectar embriones de pez cebra se utiliz6 una placa de Petri de
plastico como soporte, en donde se coloc un portaobjetos de vidrio. jSe depositaron los
huevos recién fecundados sobre la placa, exactamente en el borde del portaobjetos, de
manera que formaran filas paralelas al portaobjeto. Se retiré el exceso de agua a fin de
que los huevos se adhirieran a la superficie por tensién superficial. Luego fueron
instalados en una lupa de diseccién y microinyectados con 5 a 10 nL de una solucién
que contenia ARNm, ADN y/o un oligonucledtido antisentido (Morfolino), usando para

esto un inyector de presion de nitrogeno (Narishige).

V.3. Sintesis de sondas e hibridacién in situ en embrién completo

Para la sintesis de sondas marcadas con digoxigenina, se incub6 1 pg de ADN
digerido con la enzima de restriccién correspondiente a 37 °C (ver Tabla 1) en las
siguientes condiciones:

Tampon de transcripcion 2ul
ARN polimerasa (T3, T7 6 SP6) 2 ul
Mezcla NTP digoxigenina gul

DITO0,1 M 1ul
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ADN digerido (linearizado) 1pg

H,O libre de ARNasa hasta completar 20 pl

Luego de incubar toda la noche se agregd 2 pl de ADNasa y se incubd por 30
minutos més. Posteriormente se afiadi6 30 ul de H,O libre de ARNasa y se precipitd la
mezcla agregando 2 pl de LiCl 10 M y 200 pl de etanol al 100% dejando a -20 °C toda
la noche. Luego se centrifugd a 14.000 rpm por 30 minutos y el precipitado se lavé con
etanol al 70%. Posterior a esto se resuspendi6 el precipitado en 50 pl de H,O libre de
ARNas y se diluydé en 950 pl de tampén de hibridacién. La informacion relativa a la
preparacion de cada sonda se resume en la Tabla 1.

Para la hibridacion in sifu los embriones fijados fueron rehidratados mediante
lavados sucesivos de 5 minutos con metanol 75%, 50% y 25% (en PBS),
respectivamente, seguido de 3 lavados de 5 minutos con PBST. A continuacién, los
embriones se permeabilizaron incubandolos 10 a 30 minutos con una solucién de
proteinasa K 10 pg/ml en PBS (a mayor estadio, mayor tiempo de exposicién a
proteinasa K). Luego se lavaron 2 veces con PBST y se refrigeraron en PFA al 4%
durante 20 minutos. Se lavaron nuevamente en PBST 5 veces por 5 minutos cada una,
para luego prehibridar los embriones entre 57°C y 65°C en solucién de hibridacién, por
4 horas, luego de un lavado corto de 10 minutos en la misma solucién. Posteriormente
se agrego la sonda y se incubaron durante toda la noche a la misma temperatura. Al
comienzo del segundo dia se recuperd la sonda y se guardé a -20°C. Los embriones

fueron lavados de la sonda con formamida al 50% y 25% en SSC 2X por 10 minutos

cada vez, luego 30 minutos con SSC 2X y 2 veces de 30 minutos con SSC 0,2X, todo a




N e

| Sond‘a: vector enzima polimerasa | referencia
" ath1a pBluescript BamHI T7 Kim y cols., 1997
SK
claudinB ? BamHI T7 Kollmar y cols., 2001
eyat ? EcoRlI T7 Sahly y cols., 1999
deltaB Xba | T3
notchlll Hind Il T3
neuroD pBluescript Notl T3 Korzh y cols., 1998
SK
sox2 Kpn | T7 Huntsville, AL. (Open
Biosystems) BC065656

Tabla 1. Sondas utilizadas para hibridacién in situ. Se sefiala en cada caso la enzima

de restriccion y ARN polimerasa utilizadas, ademaés del vector de clonamiento.
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la misma temperatura de hibridacién. A continuacién los embriones fueron incubados a
temperatura ambiente en MAB durante 5 minutos, y en MAB+BMB+LS durante 4
horas.

En forma paralela se bloqueé el anticuerpo anti digoxigenina (1:1000),
incubandolo en la misma solucion. Pasadas las 4 horas, se agregé el anticuerpo a los
embriones y se dejé incubar por toda la noche, a 4°C.

Al tercer dia, a fin de eliminar el anticuerpo libre, los embriones se lavaron en
MABT 5 veces por 20 minutos. Lego se equilibraron en solucién AP durante 5 minutos
por 3 veces. A continuacion se les agreg6 una solucion de NBT/BCIP (sustratos de la
fosfatasa alcalina que en una reaccién de 6xido-reduccién dan como producto un
precipitado azul/morado) diluida en solucién AP 'y se incubaron a temperatura
ambiente y en oscuridad, hasta la aparicién del precipitado azul. Posteriormente se
Javaron con PBS 3 veces por 5 minuto. En caso de embriones de estadios posteriores a
48 hrs. los embriones son incubados en una solucién de blanqueamiento (Buffer SSC
0.5X, H,O; 10%, formamida 5%), utilizada para eliminar los pigmentos, por 10
minutos. Finalmente los embriones ya tefiidos y blanqueados se pasan a glicerol

mediante incubaciones sucesivas a concentraciones crecientes de glicerol en PBS.

V. 4. Inmunehistoquimica en embrién completo

~

Embriones fijados en estadios entre 24 y 96 hpf. fueron lavados 3 veces por 5

minutos en PBS, incubados 1 hora en agua destilada, 7 minutos en acetona frfa, lavados

2 veces por 5 minutos en PBST y transferidos a solucién de bloqueo por 1 hora. Luego,
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los embriones fueron incubados toda la noche a 4°C con el anticuerpo correspondiente
diluido en solucion de bloqueo (anti tubulina acetilada 1:1000, anti sox2 1:500, anti GFP
1:500). A continuacién se lavaron 4 veces por 25 minutos en PBST, se incubaron 30
minutos en solucién de bloqueo y toda la noche a 4°C con el anticuerpo anti Ig
correspondiente, diluido en solucion de bloqueo. Posteriormente se lavaron 4 veces por
20 minutos en PBST, fueron transferidos a solucién peroxidasa por 30 minutos y luego a
solucién de marcacion 0,003% H,O, o incubados por 30 minutos en solucién de bloqueo
¢ incubados toda la noche a 4° con anticuerpo secundario anti-mouse IgG Alexa Alexa
Fluor 594, anti IgG de conejo Alexa Fluor 488 (Molecular Probes A11034), anti IgG de
conejo Alexa Fluor 594 (Molecular Probes A31632), fueron usados 1:500. Después que
fue detectado el producto de la reaccién de la peroxidasa, los embriones fueron lavados
3 veces en PBS y transferidos a glicerol o en el caso de anticuerpos secundarios se lavan

5 veces por 10 minutos, se montan y se observan al microscopio de fluorescencia.

V.5. Construccién de vectores de expresién y morfolinos

Para generar los constructos de fusién neuroD- y athla-myce, utilizamos el ADN
codificante completo de cada uno como templado para la reaccion de PCR. Los
partidores usados contienen un sitio BamHI (partidor rio-arriba que contiene el ATG) y
un sitio Clal (partidor rio-abajo que carece el codén de término) y sus secuencias
aparecen en el capitulo Materiales. Estos productos de PCR fueron clonados en un

vector pGEM por clonamiento TA, digeridos con BamHI 'y Clal, y subclonados en el
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vector de expresion pCS2MT, generando los constructos pCS2reuroDMT y
pCS2athIMT.

Los morfolinos especificos disefiados para inhibir la traduccién de los genes
neuroD, athla, ashla, sox2, sox3, cxcr4 v ashlb fueron sintetizados por Gene Tools.
Todos los morfolinos fueron dirigidos contra la regién 5°del ADN codificante. 8,5 ng a
20ng de morfolino fueron inyectados en cada cigoto. En los experimentos de rescate, se
co-inyectaron 4,25 ng de morfolino con 125 pg del pldsmido de expresién. En los
experimentos de electroporacién, los morfolinos se fabricaron acoplados a lisamina, que
les confere carga (+) y permite la posibilidad de visualizar las células electroporadas por

la fluorescencia de esta molécula.

V. 6. Marcacion de células y microscopia

Las células ciliadas de los neuromastos fueron marcadas en embriones vivos con
DiAsp (Yoduro de 4-(4-dietilaminoestiril)-N-metilpridinio; Sigma, USA) como se
describe en Collazo y cols., (1994). Larvas de 48-72 hpf fueron incubadas en solucién
E3 1X 5 mM en DiAsp por 5 minutos y luego lavados varias veces con medio fresco y
visualizados bajo luz fluorescente en un microscopio de diseccién. Al momento de
evaluar el efecto de la perturbacion de la actividad de un gen, contamos los
neuromastos marcados con DiAsp de cada lado de la larva. La LL posterior
embrionaria consta de 5 neuromastos laterales alineados a lo largo del mioseptum
horizontal y 2-3 neuromastos terminales en una posicién més ventral en la punta de Ia
cola. Por lo tanto, el niimero total de neuromastos es 7-8 en mas del 90% de los

embriones. A fin de considerar la ocurrencia de embriones silvestres con menos
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neuromastos, consideramos “normal” cualquier embrién con 5-8 neuromastos,
“subnormal” aquellos que posean 1-4 neuromastos, y “anormal” los embriones que no
poseen neuromastos de la linea lateral posterior marcados. Los dos lados de cada
embrién fueron contados como resultados independientes.

Para seguir la formacién del nervio de la linea lateral posterior, embriones de 30
hpf fueron fijados toda la noche en paraformaldehido al 4% en PBS. La inyeccién de
Dil (Perclorato de 1, 1'-dioctadecil- 3, 3, 3', 3'-tetrametilindocarbocianina; Molecular
Probes, USA) en los embriones fijados se realiz como se describe en David y cols.,
(2002).

El primordio de la linea lateral posterior y los neuromastos fueron visualizados
también en animales vivos o fijados, mediante microscopia Nomarski en un
microscopio Zeiss (#37477, Carl Zeiss). Aquellos embriones tefiidos mediante
hibridacién in sifu inmunocitoquimica, fueron transferidos a glicerol y en su mayoria
desvitelados (remocién del vitelo), para ser observados. Los embriones vivos tratados
con DiAsp fueron visualizados en una Iupa de fluorescencia Leica MZ12 en medio para

embriones.

V. 7. Electroporacion de morfolinos

Embriones de lineas transgénicas sqET20, claudinB::GFP o brn3::GFP de 72 hpf
fueron desvitelados y montados en porta objetos embebidos en agar 0.05% en E3 a
55°C. Los embriones fueron ubicados sobre un electrodo de plata basal (electrodo 1;

ver Fig. Anexo 1). Luego se buscaron los neuromastos de la linea lateral gui4ndose por

~
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la expresion de GFP de sus células o mediante el uso de microscopia Nomarski, usando
un microscopio Zeiss Axioscop (Oberkochen, Germany) con objetivos de 10X o 20X.
El microscopio utilizado se encuentra acoplado a un micromanipulador y a un
electroporador (WPI electrometer, Sarasota, Florida, USA), Al detectar el neuromasto a
electroporar, se le aproxima el electrodo moévil, de vidrio, (electrodo 2; ver Fig. Anexo
1, filamento de 7.8mm, (Narishige, Tokio, Japén) alargado en forma de aguja de
inyeccion) mediante el uso del objetivo de 10X y finalmente a 63X, se ingresa el
electrodo de vidrio que contiene la solucién de MO-lisamina (ImM) o dextrano
tetramethylrodamine (al 5% en solucién 0,2 M KCl o buffer de electroporacion) al
neuromasto, acercandolo a las células basales de este (células de soporte). Se aplican de
5 a 12 pulsos de 0.2ms a 12 volt y se evalia el ingreso de la solucion a las células
blanco, mediante visualizacién de la lisamina (fluoroforo que emite en 590nm). Se
retiran los embriones exitosamente electroporados (de 2 a 5 células por neuromasto) y

se dejan a 28°C por 1 hora.

V. 8 Analisis estadisticos

Para comparar las diferentes condiciones experimentales se utilizaron diferentes

analisis estadisticos, dependiendo del niimero de variables y las caracteristicas de los

datos obtenidos tales como:
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Comparacion de 2 poblaciones:

t-test (datos con distribucién normal). Con la intencién de comparar 2
poblaciones experimentales se utilizé t-student. Este es un test que permite decidir si
dos variables aleatorias normales (gausianas) que con la misma varianza tengan o no,
medias diferentes. Dada la ubicuidad de la distribucién normal o gausiana el test puede
aplicarse en numerosos contextos, para comprobar si la modificacién en las
condiciones de un proceso esencialmente aleatorio produce una elevacién o
disminucién de la media poblacional. El test opera decidiendo si una diferencia en la
media muestral entre dos muestras es estadisticamente significativa, y entonces poder
afirmar que las dos muestras corresponden a distribuciones de probabilidad de media
poblacional distinta, o por el contrario afirmar que la diferencia de medias puede

deberse a oscilaciones estadisticas azarosas.

Prueba de U. Mann-Whitney (datos sin distribucion normal). Esta es una
prueba no paramétrica aplicada a dos muestras independientes, cuyos datos han sido
medidos al menos en una escala de nivel ordinal. Este test una respuesta para comparar 2

grupos que no posean una distribucién normal o gausiana.

Comparacién de mas de 2 poblaciones:

ANOVA: (ANDEVA) anilisis de varianza. Este test permite comprobar si

existen diferencias entre promedios de tres o mds tratamientos y para ello se calcula el
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valor de F, y es equivalente al test de Student, salvo que éste tltimo solamente sirve

para dos grupos. También requiere de una distribucion normal o gausiana de los datos.

Kruskal-Wallis, analisis de varianza en rangos. En estadistica, la prueba de
Kruskal-Wallis (de William Kruskal y W. Allen Wallis) es un método no paramétrico
para probar si un grupo de datos proviene de la misma poblaci6n.. Es una extensién de la
prueba de la U de Mann-Whitney para 3 o més grupos. Intuitivamente, es idéntico al
ANOVA con los datos reemplazados por categorias, pero, dado que es, una prueba no

paramétrica, no asume normalidad en los datos.
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VI. RESULTADOS

Existen numerosas evidencias que muestran a athla como un gen clave en la
determinacion del tipo celular y en el proceso de diferenciacién de las células ciliadas en
el oido de mamiferos. Sin embargo, se desconoce gran parte de su mecanismo de
regulacion, los genes que lo controlan y su participacién en el proceso de regeneracion
de las células ciliadas.

En la linea lateral de embriones de pez cebra mutantes mindbomb (mutante con la
via Notch inhibida) se observé que la activacion del sistema de inhibicion lateral
controla la expresion de athla (Ito y Chitnis, 2001), siendo ésta la tinica evidencia de

regulacion de la expresion de este gen en el desarrollo en la linea lateral.

VL1. athla induce la diferenciacién de células de soporte a células ciliadas en la

linea lateral de pez cebra.

Se ha demostrado en el oido de mamiferos que la expresién normal de athla es
necesaria para la formacion de las células ciliadas, ya que ratones mutantes para este gen
carecen de ellas (Chen y cols. 2002). Ademads la sobre-expresion de athla, en las células
de soporte del oido interno, inducen su diferenciacion a células ciliadas, sugiriendo que
la funcion de athla es suficiente y necesaria para la formacion de las células ciliadas en
mamiferos. Por otra parte la pérdida de funcién de athla, impide la diferenciacién de las

células ciliadas de la linea lateral de pez cebra, demostrando que athla es necesario, al
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igual que en mamiferos, para la generacién de células ciliadas (Sarrazin y cols., 2006).
Para comprobar si athla es suficiente para inducir la diferenciacién de ciliadas de la
linea lateral de pez cebra (al igual que en mamiferos), se evalu6 su funcién en la linea
lateral mediante su sobre-expresion en células de soporte de neuromastos diferenciados.
Se electroporaron las células del neuromasto de embriones transgénicos claudinB::GFP
de 72 hpf con ARNm de athla y/o rodamina-dextrano (para marcar y seguir las células
electroporadas). En los neuromastos de estos embriones se caracterizd, mediante
morfologia, el destino de las células electroporadas Iuego de 24 horas, ademas de su
efecto en el proceso de regeneracion.

Al electroporar el ARNm de athla y evaluar luego de 24 horas, se observé un
aumento en el nimero de células ciliadas marcadas (electroporadas) respecto a
electroporaciones control. Esta observacion se obtuvo evitando electroporar las células
ciliadas; en promedio se obtuvo una electroporacién de un 10,8% de células ciliadas y
del resto, un 32,3% corresponde a células del manto. Al electroporar las células sélo con
rodamina (control) y evaluar su destino luego de 24 horas, se observd que un 14,2%
corresponde a células ciliadas y un 33,4% corresponde a células del manto (n=22). En
cambio, al electroporar con ARNm de athla-rodamina, se observéd que un 85.4%, de las
células marcadas a las 24 horas corresponden a células ciliadas, el 12,6% a células del
manto y un 2 % de las células no pertenecen a estos 2 tipos celulares (n=29 Fig. 4A).

Se evalu6 ademas la participacion de athla en el proceso de regeneracion., Los

neuromastos electroporados fileron expuestos a cobre 10 uM por 2 h, para inducir la

muerte de las células ciliadas. Luego, cada neuromasto electroporado fue fotografiado a
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Figura 4. Sobre-expresion de athla induce diferenciacién celular en neuromastos
de la linea lateral. (A) Neuromastos de embriones transgénicos de claudinB-GFP de
72hpf, fueron electroporados con rodamina (rojo) o con ARNm de athla-rodamina y
fotografiados luego de 24 horas (63X). En neuromastos electroporados solo con
rodamina, se observa un aumento en la proporcion de células ciliadas marcadas desde un
10,8% a las 0 horas a un 14,2% a las 24 horas post electroporacion. Al electroporar los
neuromastos con ARNm de athla, se observa un mayor incremento en la proporcién de
células ciliadas marcadas, desde un 10,8% a un 85,4% (B, C, D) En el proceso de
regeneracion, de las células electroporadas con rodamina (control) se observan en un
48,4% en células ciliadas, un 19,3% en células del manto y un 32,3% de células de
soporte. Por otra parte, las células electroporadas con ARNm de athla generan
principalmente células ciliadas (84,5%) y un 15.5% se observa en las células del manto.
Por lo tanto, la sobre-expresion de athla incrementa la proporcion de células ciliadas
electroporadas respecto al total de células electroporadas en los neuromastos.
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0y 30 h post-tratamiento. Al analizar los neuromastos regenerados, se observo que en
embriones control el 48,4% de las células electroporadas eran células ciliadas, el 19,3%
células del manto y un 32,2% de células del soporte. Por otro lado, las células
electroporadas con ARNm de athla se transforman en un 84,5% en células ciliadas,
siendo el resto células del manto 15.5% y un 0 % de células de soporte (Fig. 4B, C, D).
Es decir, las células electroporadas con ARNm athla se transforman preferentemente en
células ciliadas sugiriendo que athla es capaz de inducir la diferenciacion de las células
basales del neuromasto a células ciliadas (Fig. 4D). Estos resultados concuerdan con los
obtenidos por otros autores en oidos de mamiferos, donde la expresién ectépica de athl
inducia la diferenciacién de las células de soporte hacia el destino de célula ciliada

(Izumikawa M. y cols., 2005).

VI1.2. athla induce la expresién de neuroD durante la diferenciacion de las células

ciliadas.

En trabajos previos de nuestro laboratorio, se demostr6 el requerimiento de athla
y neuroD para el normal desarrollo de la linea lateral, ya que inyecciones de morfolinos
para ambos genes generan ausencia de células ciliadas de la linea lateral. Esto sugiere
que ambos genes podrian estar participando en la misma via de sefializacién para inducir
la diferenciacion de las células ciliadas en el desarrollo de los neuromastos.

Con el fin de esclarecer estas dudas y determinar una posible jerarquia de

regulacién entre estos dos genes, realizamos experimentos de rescate y sobre-expresién
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(Tabla 2). Inyectamos el constructo de expresion neuroD:myc (ver Materiales y
Meétodos) junto con el morfolino de athl en cigotos de pez cebra. A las 72 hpf, se
analizé la presencia de neuromastos funcionales mediante tratamiento con DiAsp.
Encontramos que el fenotipo resultante de la inyeccion de MO-athla, fue revertido
parcialmente con la co-inyeccion de neuroD (41% de rescate: 66% de embriones con
fenotipo morfantes al inyectar MO-athla; al rescatar el fenotipo con ARNm de neuroD
se obtiene solo un 39% de embriones con fenotipo morfante) (Tabla 2). Estos resultados
muestran que athla regula a neuroD, quizas directamente, y que es el gen proneural
responsable del establecimiento del destino de célula ciliada en el sistema de la linea
lateral. Ademas, a manera de control, realizamos el rescate cruzado: Inyectamos cigotos
de pez cebra, con el morfolino de neuroD mas el constructo de expresién de athla.
Mediante el mismo analisis anterior, encontramos que los embriones co-inyectados no
presentaron diferencias apreciables al comparar la incorporacion de la tincién DiAsp con
los embriones morfantes (Tabla 2), lo que implica que athla no estaria rio-abajo de
neuroD.

Finalmente, para confirmar que athla regula a neuroD durante la formacién de
los neuromastos de la linea lateral posterior, efectuamos un experimento de sobre-
expresion de athla y anlisis de la expresion de neuroD. Cuando athla es expresado
ectopicamente en todo el embrién por inyeccién de ARNm al estado de 1 célula, neuroD
es regulado positivamente y sobre-expresado, como lo pudimos observar mediante
hibridacién in situ. Algunos embriones inyectados presentaron expresion ect6pica del
transcrito de neuroD (Fig. 5A), mientras otros mostraron un aumento de su expresion

solo en los neuromastos de la linea lateral posterior (Fig. 5B-E). Finalmente,
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normal (5-8 nm)

" subnormal {14 nmj}

anormal (0 nm)

CONTROLES:

no inyectados
(58 embriones)

97% (56 &)

3% (2 e€)

0% (0 )

aMO-ash1a
{75 embriones)

95% (71 ¢e)

5% (4 e)

0% (0 &)

RESCATE 1:

MO -neuroD
{78 embriones)

22% (17 €)

47% (37 e)

31% (24 ¢}

MO-neureD co-
inyectado con neuroD
{71 embriones)

68% (48 e)

18% (13 e}

14% (10 €}

RESCATE 2:

MO-athia
{53 embryos)

34% (18 ¢)

55% {29 &)

11% (6 ¢)

MO-ath1a co-inyectado
con hauroD
{46 embriones)

61% (28 )

37% (17 o)

2%(1e)

RESCATE 3:

MO-neurcD
{52 embriones)

50% (26 e)

50% (26 o)

0% (0 e)

MO-neuroD co-
inyectado con ath1a
(64 embriones)

52% (33 &)

41% (26 o)

i%{Be)

Tabla 2. Experimentos de rescate en embriones de pez cebra. Numero de
neuromastos visualizados con DiAsp a las 72 hpf en embriones inyectados con
morfolinos neuroD y athla 'y embriones morfantes rescatados con neuroD y athla. nm:
neuromastos. e: embriones. * La inyeccion del morfolino contra ashla no afecta la
formacién normal de la linea lateral posterior en los embriones y fue usada como

inyeccién control.
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re-expresion ath? neuroD

Figura 5. La sobre-expresion de athla induce la expresién de neuroD. (A-E)
Expresion de neuroD, en embriones inyectados con el plasmido de expresion de athla,
visualizada mediante hibridacion in situ. (A) Expresion ectdpica de neuroD a lo largo de
todo el embrion. (B-E) Vista general (B) y detalles (C-E) de la expresion de neuroD
inducida en un embrién sobre-expresando athla. L2, L3...L8 indican la posicion del
neuromasto sefialado. (E) Neuromastos de la cola. Vistas laterales. (F-G) Expresion
normal de neuroD en embriones controles.
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la sobre-expresién de newroD no provocd el aumento ni la aparicion ectdpica del
transcrito de athla (dato no mostrado). Los resultados, en su conjunto, indican una
relacién jerdrquica en que athla regula la expresion de neuroD y que ambos son

necesarios para la diferenciacion de las células ciliadas.

VL.3. Caracterizacién de genes involucrados en la diferenciacion de las células de la

linea lateral.

Para determinar que genes podrian interactuar funcionalmente con athla en el
proceso de diferenciacion de las células ciliadas de la linea lateral, se anmalizd la
expresion de diversos genes que han sido relacionados con estos procesos.

Se analiz6 la expresion de deltaB, eyal, neuroD, notch3, sox2 y sox3 durante la
formacién de la linea lateral, desde la definicion del territorio placodal que dar4 origen al
sistema, hasta la formacion de pro-neuromastos y su maduracién final. Se seleccionaron
estos genes porque diversos antecedentes los relacionan con el control de la
diferenciacion neuronal y de los genes pro-neurales. Los patrones de expresién de estos
genes se analizaron, mediante hibridacién in situ, usando sondas antisentido marcadas
con digoxigenina, desde que las placodas de la linea lateral han sido establecidas
(aproximadamente a las 10-11 hpf, comienzo de la somitogénesis) hasta que los
neuromastos de la linea lateral primaria ya fueron depositados y diferenciados (48-72
hpf). Este rango de tiempo incluye el periodo de migracién del primordio de la linea

lateral, estructura en la que comienza el proceso de diferenciacién de los diversos tipos
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celulares de los neuromastos (Fig. 6). Los genes notch3 y sox2 se expresan luego del
inicio de la migracién del primordio (20 a 22 hpf.) en forma homogénea (Schlosser y
Northcutt, 2000; Ito y Chitnis, 2001; Schlosser y Ahrens, 2004; Hernandez y cols.,
2007); al avanzar el primordio, la expresién se va restringiendo a la zona periférica de
los pro-neuromastos formando anillos (26-34 hpf.) (Fig. 6D, E). La expresion de athla,
deltaB y neuroD se observa en pequefios grupos de células en el centro de los pro-
neuromastos en el primordio migratorio (Fig. 5F; Fig. 6A, B;).

Mediante hibridacion in situ se analizé la expresion de estos mismos genes en los
neuromastos depositados a las 72 hpf. Se detect6 la expresion de deltaB, eyal, neuroD,
notch3, sox2 y sox3 restringida a distintas 4reas del neuromasto (Fig. 7). Al comparar la
expresion de estos genes con la de athla con la intencién de buscar posibles relaciones
funcionales con este gen, se pudo observar que athla se expresa en alrededor de 6
células centrales del neuromasto, las cuales corresponden presumiblemente (por su
ubicacién) a las células ciliadas (Fig. 7A). Al comparar la expresion de athla con la de
deltaB, eyal y neuroD, se pudo observar que tanto la expresion de deltaB (Fig. 7B)
como de neuroD (Fig. 5G) esta restringida solo a un pequefio grupo de células centrales
del neuromasto, sugiriendo una co-expresion con athla. eyal se expresa en una mayor
cantidad de células que athla, presumiblemente en las células que expresan athla, mas
otras células periféricas del neuromasto (Fig. 7C). Por otra parte, al evaluar la expresién
de sox2, sox3 'y notch3 en los neuromastos, se observa que los patrones de expresion de
athla y deltaB parecen complementarios a estos, tanto por el mimero de células
marcadas como por la posicién que ocupan en los neuromastos. (Fig. 7D-F), sugiriendo

una exclusion o complementariedad sus expresiones.
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Fig. 6. Expresion de distintos genes relacionados con diferenciacion en el primordio
de la linea lateral. Se evalué la expresion de diversos genes mediante hibridacion in
situ en embriones de 32-34 hpf. athla (A) y deltaB (B) se expresan en pequefios grupos
de células en el centro de los pro-neuromastos en el primordio migratorio. La expresion
de sox3 (C) se observa en gran parte de las células del primordio migratorio,
concentrando su expresion en la parte distal del primordio migratorio. La expresion de
notch3 (D) y sox2 (E) se va restringiendo a la zona periférica de los pro-neuromastos
formando anillos, los cuales poseen cierta complementariedad con la expresion de athla
y deltaB.
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Fig. 7. Expresion de distintos genes relacionados con diferenciacién en los
euromastos de la linea lateral. Se evalu6 la expresién de diversos genes mediante
hibridacién in situ en embriones de 72 hpf. athla (A) se expresa en alrededor de 6
células centrales del neuromasto, lo que coincide con la ubicacion de las células ciliadas
en el neuromasto diferenciado. deltaB (B) esta restringida solo a un par de las células
centrales del neuromasto, coincidiendo solo parcialmente con la expresién de athla.
eyal (C) es expresada en todas las células de la primera capa celular de los neuromastos
y abarcaria las células que expresan athla ademas de otras células mas perimetrales del
neuromasto. Los genes notch3 (D), sox2 (E) y sox3 (F) no se expresan en el area central
de los neuromastos, sugiriendo una exclusién de la expresion de estos genes en las
células que expresan athla, observandose su expresion en zonas mdas perimetrales y
basales del neuromasto al compararlos con athla.
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VIL.4. Los genes soxB1 son necesarios para la formacién de la linea lateral de pez

cebra.

Los genes sox han sido relacionados con el control de la diferenciacién neuronal,
mantenimiento de células indiferenciadas (células troncales), migracion celular y
divisién celular (Buesher y cols., 2002; Miyagi y cols., 2004). Ademas se ha descrito
que el control de la diferenciacién neurogénica en otros sistemas, lo realizan mediante
una interaccion regulatoria con genes pro-neurales (Buesher y cols., 2002), sugiriendo
una posible funcién regulatoria de parte de los genes sox de la familia B1 sobre los
genes proneurales (athla y/o neuroD), en la formacién de la linea lateral y en su
regeneracion. Ya que los genes sox han sido relacionados con el control de procesos de
migracion, diferenciacién, division celular y mantencién de progenitores, procesos que
ocurren en el desarrollo de la linea lateral, consideramos importante evaluar su
participacion en el desarrollo de este sistema sensorial. Para esto, se realizaron ensayos
de pérdida de funcién de los genes sox2 y sox3 y se evaluaron los fenotipos observados
en la formacion de la linea lateral de pez cebra, centrdndonos en el proceso de

diferenciacion celular.

VI4.1. Pérdida de funcion de los genes sox afecta el nimero y distribucion de los
neuromastos durante el desarrollo.

La pérdida de funcion se obtuvo mediante la inyeccién de morfolinos (oligonucleétidos
antisentido) en cigotos de pez cebra. Los morfolinos se inyectaron en lineas transgénicas

que expresan GFP en distintos tipos celulares de la linea lateral. Estas son: claudinB

7
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(expresion de GFP de membrana de todas las células del neuromasto), sqET20
(expresion de GFP citoplasmatico exclusivamente en células del manto) y Brn-
3C::mGFP (expresion exclusiva en el citoplasma de células ciliadas). A las 72 hpf se
analizo el efecto de la perdida de funcién de los genes sox en depésito y distribucion de
neuromastos, y en la organizacion celular y actividad de las células del neuromasto.

Embriones transgénicos sqET20 controles a las 72 h presentan en promedio 7,5
neuromastos por lado distribuidos a lo largo de todo el mioseptum horizontal. (Fig. 8A,
E). Al observar los embriones transgénicos morfantes sox2, estos presentan anomalias
en el nimero de neuromastos. Morfantes inyectados con 1 nL de morfolino 1mM (4ng)
de sox2 presentan en promedio 4,54 neuromastos por lado (n=29) (Fig. 8B, C, E), y el
nimero de neuromastos disminuye a un promedio de tan solo a 3,12 por lado al inyectar
5 nL (20ng) de morfolino sox2 1mM (n=44) (Fig. 8D, E). Adema4s, se puede observar
que los neuromastos de la zona media del embrién son mas sensibles a la falta de
expresion de sox2, ya que la mayor pérdida de neuromastos se concentra en esta area, la
zona del L2 al L4, casi sin afectar los neuromastos mds caudales (7 afectados de 44,
15,9%) (Fig. 8B-D). Estos resultados sugieren una dosis-dependencia en el niimero de
neuromastos de sox2 y una diferencia en la susceptibilidad predominante de algunos de
los neuromastos a la falta de expresién de sox2.

Para corroborar los resultados obtenidos con el morfolino de sox2, se inyectaron
construcciones que expresan versiones dominantes negativas (dn-sox2) para este gen en
las mismas lineas transgénicas. Los embriones inyectados con 0,25ng ARN dn-sox2

presentaron anomalias similares a las observadas en los morfantes sox2, observandose
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Figura 8. La pérdida de sox2 genera fenotipos de disminuciéon del nimero de
neuromastos, efecto dependiente de la dosis de morfolino inyectada. (A) embrién
transgénico de la linea sgET20 de 72 hpf, en donde se observa la expresion de GFP en 6
a 8 neuromastos, distribuidos uniformemente a lo largo del mioseptum horizontal. (B-D)
Embriones sgET20 inyectados con MO-sox2 presentan anomalias en la linea lateral,
observandose 3 fenotipos: (B) Agrupacion de los neuromastos en la parte posterior del
mioseptum horizontal, (C) deposito del primer (P1) o segundo neuromasto (P2) (ver
flecha) y la agrupacion del resto de los neuromastos en la parte posterior del mioseptum
horizontal, siendo el nimero de neuromastos totales menor que el del control y (D)
pérdida casi total de los neuromastos de la linea lateral posterior del pez cebra,
observado solo a concentraciones mayores de morfolino (SnL de ImM de MO-sox2).
(E) Cuantificacion del nimero de neuromastos depositados con las 2 concentraciones
inyectadas de MO-sox2, donde se muestra que la disminucién de neuromastos ocurre en
ambas concentraciones de MO y sugiere un efecto dosis dependiente.
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sélo un promedio de 4,12 neuromastos en los embriones inyectados (Fig. 9 A-D). Este
resultado corrobora los resultados dbtenidos y la especificidad del fenotipo.

Al comparar embriones controles v/s dn-sox2 se observé diferencias
significativas en el niimero de neuromastos (controles 7,42; dn-sox2 4,21, p < 0,01,
n=14) (Fig. 9E).

Con la intencién de aclarar si la menor cantidad de los neuromastos observados
en los morfantes sox2 se debe a un problema surgido directamente de defectos en el
deposito de los neuromastos, en la migracién del primordio o a la sobrevivencia de los
neuromastos depositados, se analizaron los peces transgénicos SgET20 morfantes para
sox2 a las 48 hpf (recién finalizado el depésito de neuromastos). En esta etapa del
desarrollo, se observé un ntimero indistinguible de neuromastos depositados en controles
vs. morfantes. Por lo tanto, el defecto inducido por la pérdida de funcién de sox2 ocurre
entre las 48hpf'y las 72hpf'y no esta relacionado al depésito de los neuromastos sino a su
sobrevivencia. Una observacion cuidadosa del intervalo de tiempo en que desaparece la
marca de GFP en los transgénicos SgET20 morfantes para sox2, mostré la pérdida
progresiva de estas células y la degeneracion de la estructura del neuromasto (datos no
mostrados).

Por otro lado se evalud el requerimiento de sox3 para la formacion de la linea
lateral. Para esto se inyectaron 20 ng de morfolino por embrién, en cigotos de pez cebra
y a las 72 hpf se analizé el depésito de los neuromastos. Los embriones inyectados con

MO-s0x3 no presentaron anomalias en el niimero de neuromastos ni en la distribucién de
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Figura 9. La inyeccién de un dominante negativo (Dn) de sox2 genera fenotipos
equivalentes a los generados mediante la inyeccién del morfolino de sox2. (A-C)
Embriones sqET20 inyectados con el Dn-sox2 y observados a las 72 hpf presentan 3
fenotipos: (A) la agrupacion de los neuromastos en la parte posterior del mioseptum
horizontal; (B) Un deposito agrupado de los neuromastos en la parte posterior del
mioseptum horizontal; y (C) una pérdida casi total de los neuromastos de la linea lateral
posterior del pez cebra. (D) Embrion transgénico de la linea sgET20 es visualizado a las
72 hpf en embriones controles, donde se puede observar la expresion de GFP en 6 a 8
neuromastos, distribuidos uniformemente a lo largo del mioseptum horizontal. (E)
Gréfico comparativo del numero de neuromastos depositados en los embriones
inyectados con Dn-sox2 y control. El nimero de neuromastos totales de embriones
inyectados con Dn-sox2 es menor con respecto al control a las 72 hpf.
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estos en el mioseptum horizontal a las 48 hpf (Fig. 10), pero si presentaron anomalias en
la forma y disposicién de los neuromastos al examinarlos en larvas mas avanzadas (96
hpf; ver seccion V1.4.2).

Con la intencién de analizar la participacion de los 2 genes sox analizados en la
formacién de la linea lateral se inyectdé ambos morfolinos en conjunto o un morfolino
disefiado para inhibir ambos genes simultineamente en cigotos de pez cebra (ver
materiales y métodos). En embriones inyectados con los 2 morfolinos MO-sox2 mas
MO-sox3 (20ng totales por embridn) o inyectados con el morfolino que afecta a ambos
genes, MO-sox2/3, (20 ng), se observd un depdsito andémalo de los neuromastos, siendo
este deposito mas caudal y concentrado (Fig. 11C). Todos los neuromastos en los dobles
morfantes se agrupan posterior a la zona donde normalmente se deposita el neuromasto
L4 (Fig. 10D; 11A). Ademas se pudo observar, en un muy bajo porcentaje de casos, una
disminucion del nimero de los neuromastos a las 72 hpf, a diferencia de lo observado
con inyecciones con morfolino sox2 o sox3, donde se afecta el niimero de neuromastos
diferenciados o donde no se afecta ni el ntimero ni la distribucién de estos neuromastos,
respectivamente. Por lo tanto, los morfantes de sox2 poseen un fenotipo més severo que
el doble morfante (sox2/sox3) (Fig. 8, Fig. 11) ya que los morfantes sox2 muestran un
menor numero de neuromastos a las 72 hpf. y los dobles morfantes sox2/sox3 muestran
s6lo un retraso en el depodsito, pero una correcta diferenciacion y sobrevivencia. Estos
resultados sugieren diferentes funciones para los genes soxBI en el desarrollo de la linea

lateral.
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Figura 10. El dep6sito normal de los neuromastos de la linea lateral requiere de al
menos un gen sox de la familia B1. (A) Embrion transgénico de la linea claudinB de
48 hpf, en donde se observa la expresion de GFP en 6 a 8 neuromastos, distribuidos
uniformemente a lo largo del mioseptum horizontal. (B) Embriones claudinB inyectados
con MO sox2 no presentan anomalias en el deposito de los neuromastos a las 48 hpf. (C)
Embriones claudinB inyectados con MO sox3 tampoco presentan anomalias en el
deposito de los neuromastos a las 48 hpf. (D) Embriones claudinB inyectados con MO
sox2/ sox3 presentan fallas en el depdsito de los neuromastos, no presentando deposito
alguno hasta las 36 hpf.
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Figura 11. La pérdida de funcién de sox2 y sox3 provoca un depdsito
posteriorizado de los neuromastos. (A) Embriones transgénicos sqgET20 control; donde
se muestra el deposito normal de los neuromastos a lo largo de todo el embrion. (B)
Tincién con DiAsp muestra una actividad normal de las células ciliadas de neuromastos
de un embrién control. (C) Embriones transgénicos sqET20 inyectados con 20ng de
morfolino para sox2/sox3 muestran un aumento en la proximidad de los neuromastos y
su posteriorizacion. (D) Incorporacién normal de Diasp en las células ciliadas de un
embridn morfante sox2/sox3
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V1.4.2. sox3 es necesario para la organizacion de las células del neuromasto.

Si bien el deposito de neuromastos es normal en los morfantes sox3, detectamos

formas aberrantes en ellos en larvas de 96hpf. Para estudiar la identidad y morfologia de
los distintos tipos celulares de los neuromastos en condiciones de falta de funcién de
sox3, se utilizaron lineas transgénicas que expresan GFP en los diversos tipos celulares
del neuromasto.
Mediante el uso del transgénico sqgET20 se pudo observar que en embriones morfantes
inyectados con 20ng de morfolino contra sox2, las células del manto no presentan
anomalias morfolégicas (Fig. 12C, D) al compararlos con embriones control (Fig. 12A,
B). Por el contrario, al evaluar los distintos tipos celulares del neuromasto en el morfante
sox3 usando los transgénicos sqET20 y claudinB se observé neuromastos con forma
ovoidal acompafiados por un cambio en la distribucién de las células ciliadas en el
neuromasto (Fig. 12E, F; Fig. 13C). Se observa esta desorganizacién de las células del
neuromasto concentrada principalmente entre los neuromastos L1 al L4 (23,4% de los
embriones, N=23). En estos neuromastos se observé un desplazamiento parcial (Fig.
14B) o incluso total (Fig. 14C) de sus células hacia el 4rea ventral del embrién (Fig.
14D), no observandose este comportamiento en embriones control (Fig. 14A).

Finalmente al analizar los distintos tipos celulares de los neuromastos de los
dobles morfantes sox2/sox3 se observé que las células del manto no presentan anomalias
(Fig. 12G, H; Fig. 13D), nuevamente sugiriendo que ambos genes regulan diferentes"

procesos del desarrollo de la linea lateral.
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Figura 12. Embriones inyectados con MO-sox2 y/o MO-sox3 presentan anomalias
en la morfologia de sus neuromastos. (A, C, E) Vista apical de los neuromastos L2,
(B, D, F) Vista basal de los neuromastos L2. (A, B) embriones transgénicos sqET20
control de 96 hpf., se observa la forma normal de un neuromasto, donde células del
manto (verde) rodean a una agrupacion maciza y centralizada de alrededor de 12 a 14
células ciliadas activas identificadas con DiAsp (rojo). (C, D) Pérdida de sox2 en
embriones trangénicos sqET20 afecta la morfologia de los neuromastos; se observa un
menor tamafio de los neuromastos, con menor numero de células ciliadas (4 a 8 células)
pero igual nimero de células del manto. (E, F) Los neuromastos de los embriones
morfantes sox3 también muestran diferencias morfologicas con respecto al control. Por
ejemplo, las células del manto pierden su distribucion en forma de circunferencia,
asemejandose mas a un dvalo. Ademads, los neuromastos morfantes presentan un menor
numero de células ciliadas (3 a 8 células) que los neuromastos de larvas control. (G, H)
Dobles morfantes para sox2/sox3 no muestran anomalias en las células del manto, pero
si en el nimero de células ciliadas funcionales (4 a 8 células ciliadas).
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Figura 13. Embriones inyectados con MO sox2 y MO sox3 presentan anomalias en
el nimero y distribucién de las células ciliadas funcionales de los neuromastos. (A)
Embriones transgénicos claudinB (GFP, verde) de 72hpf. sin inyectar (control)
muestran una distribucion normal de las células ciliadas en los neuromastos. Las células
ciliadas permanecen agrupadas en el centro de los neuromastos en un grupo macizo de
alrededor de 12 a 14 células identificadas con DiAsp (rojo). (B) Embriones morfantes de
sox2 presentan un numero inferior de células ciliadas funcionales con respecto al
control, ademés estas no se encuentran distribuidas al centro del neuromasto. (C)
Neuromastos de los embriones morfantes sox3 muestran las mismas diferencias que los
embriones morfantes de sox2 en el nimero de células ciliadas funcionales con respecto a
las células control. (D) Grafico comparativo del nimero de células ciliadas funcionales
de los morfantes de distintos sox. Se analizé el numero de células ciliadas de los
neuromastos L1, L2 y L3 de los embriones. Ambos morfantes presentan un niimero
inferior de células ciliadas en comparacion con embriones control.

Contrel sox? soxd sond oowd
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Figura 14. La pérdida de funcion de sox3 produce desorganizacién en las células
del neuromasto. (A) Neuromasto de un embrién control. (B-D) Embriones transgénicos
claudinB inyectados con 20ng de MO-sox3 presentan una desorganizacién de las células
de los neuromastos a las 96 hpf; concentradas exclusivamente entre los neuromastos L1
a L4. Se muestra la desorganizacion de un neuromasto y el desplazamiento parcial (B), o
total de sus células (C) hacia el area ventral del embrion (D).
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V1.4.3. Neuromastos de los morfantes sox poseen un menor niumero de células ciliadas.

Para analizar si las inyecciones de MO-sox2, MO-sox3 o0 MO-sox2/sox3 afectan
la diferenciacién o funcionalidad de las células ciliadas, se utiliz6 la tincion Diasp (72
hpf) que ingresa a las células ciliadas activas.

Los neuromastos de embriones transgénicos SqE720 y claudinB inyectados con
20 ng de MO-s0x2, MO-sox3 o MO-sox2/sox3 presentan diferencias en el nimero de
células ciliadas funcionales (Fig. 12, Fig. 13) ya que incorporan el trazador vital DiAsp
(en rojo) en un menor ntimero de células que en embriones control (n=14; p<0,01 al
comparar cualquiera de los morfantes con el control) (Fig. 13E).
Con la intencién de aclarar si la diferencia en el nimero de células activas en los
embriones morfantes en relacion al control es debida a una pérdida de la funcién
mecanotransductora o a la reduccion en el ntimero de estas células per se, se analizé el
efecto de los morfolinos en embriones transgénicos Brn-3C::mGFP (linea transgénica
que expresa GFP anclado a membrana exclusivamente en células ciliadas) y se observo
un menor nimero de células marcadas con GFP en los embriones morfantes (Fig. 15B)
en comparacion con embriones control (Fig. 15A) (control 6,3+0,82; MO-sox2
2,14+0,690; p<0.01; n=10). La disminucién de células ciliadas en los neuromastos
morfantes ocurri6 en los neuromastos del L1 al L4 (Fig. 15E), ya que los neuromastos
mas caudales no presentaron esta anomalia. El resultado es similar al que se obtiene al
contar las células ciliadas marcadas con DiAsp de los distintos morfantes (Tabla 3). El

numero de células ciliadas activas corresponde al total de las células ciliadas en los
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Figura 15. Pérdida de funcién de sox afecta el nimero de células ciliadas de los
neuromastos. Embriones transgénicos Brn-3C::mGFP que expresan GFP en las células
ciliadas fueron inyectados con morfolinos contra sox2, sox3 o ambos, y se evalud a las
72 hpf el nimero de células por neuromasto. La pérdida de los genes sox2 (B), sox3 (C)
y sox2/ sox3 (D), presentan un menor ntmero de células ciliadas. (E) Cuantificacién del
numero de células ciliadas.
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MO-sox3 MO-sox2 MO-(sox2+sox3) Control
L1 3,833 3 4,714 75
- L2 5 4444 4571 7625
L3 5.833 4 667 3857 7571
L4 4,667 5,222 3,857 7,286
Nm 6,286 6412 6,323 6,823
final

Tabla 3. Embriones inyectados con MO-sox2 y MO-sox3 presentan anomalias en el
nimero de células ciliadas funcionales por neuromasto. Embriones transgénicos
claudinB sin inyectar (control), embriones morfantes de sox2 o sox3 y embriones
morfantes para ambos genes, fueron tefiidos con DiAsp para evaluar el nimero de

células ciliadas funcionales por neuromasto. Los neuromastos analizados fueron desde
L1 al L4.
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embriones morfantes para los distintos genes sox, indicando que la pérdida de funcién de
ambos genes afecta la diferenciacion de las células ciliadas y no su funcionalidad.

Como se mostrd anteriormente, embriones morfantes para sox2/sox3 presentan
un deposito posteriorizado, ubicandose el primer neuromasto en la posicion que
normalmente ocupa el neuromasto L4 en el embrion control (Fig. 11). Si se compara el
neuromasto L1 control con el L1 del doble morfante (depositado en la zona de depodsito
normal L4-L5), se observa un menor niimero de células ciliadas, debiéndose quizés a
una menor maduracién del neuromasto. Sin embargo, al comparar el depdsito del L1
morfante con el L4 control (equivalente en tiempo de maduracién) no se observan

diferencias significativas en el nimero de células ciliadas (Tabla 3).

VLS. Los genes soxB1 regulan la neurogénesis en el primordie migratorio.

Con la intencién de explicar el fenotipo del doble morfante sox2/sox3 que
presenta agrupacién caudal de los neuromastos, evaluamos el estado de diferenciacién
de los pro-neuromastos en el primordio migratorio usando como marcadores de este
estado la expresion de athla y de los componentes de la via notch/delta. Existen
evidencias de que los genes de la familia soxBI regulan la activacién de genes
proneurales del tipo bHLH, por lo tanto podrian estar regulando la expresion de athla
(gen clave en la determinacion del destino de las células ciliadas) o de los componentes
de la via notch/ delta en el primordio migratorio.

Como ya hemos visto, athla y deltaB se expresan en pequefios grupos centrales de

células en el primordio (Fig. 6A, B) anticipando la formacién de las células ciliadas en
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el centro de los neuromastos. Por otro lado, notch3 se expresa ubicuamente en el inicio
de la migraciéon del primordio y a lo largo de la migraciéon su expresion se va
restringiendo a las células periféricas de los pro-neuromastos (Fig 6D). Al evaluar la
expresion de athla, notch3 y deltaB en el primordio migratorio de embriones control y
dobles morfantes sox2/sox3, se observd que estos fiitimos presentan alteraciones en la
expresion de estos marcadores. En el primordio migratorio de embriones contros (26-
30hpf), previo al deposito de los neuromastos, se observa expresion de esots genes. Sin
embargo en los embriones morfantes no se detecta expresion de athla (Fig. 16A, B) ni
de deltaB (Fig. 16C-E). Por otro lado, se pudo observar en el primordio de embriones
morfantes que notch3 se expresa en un mayor niimero de células en comparacién con el
primordio control (p<0.01; n=13) (Fig. 17). Este resultado sugiere que los genes sox
participan en la especificacién y/o en el control de la diferenciacién en los pro-
neuromastos e interactian con la neurogénesis mediada por la via noch/ delta.

Por otra parte, al evaluar la expresion de athla, notch3 y deltaB en embriones morfantes
para sox2/sox3 de 32 o 34 hpf, se pudo observar una recuperacion gradual de la
expresién normal de estos genes, coincidiendo con el inicio del depésito en los dobles
morfantes (Fig. 17F, G). Dado que la actividad inhibitoria de los morfolinos decae con
el tiempo, es posible sugerir que la reaparicién de los marcadores moleculares en el
primordio se debe a la recuperacién de los niveles de las proteinas Sox2 y Sox3 en
estadios tardios. Por tanto, se establece una relacion directa entre sox2 y sox3, el inicio
de la diferenciacién de las células del primordio y el proceso de depésito de los

neuromastos.
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Controles Morfantes de sox2/sox3

Figura 16. La pérdida de funcién de sox2 elimina la expresién de marcadores de
diferenciacion de células ciliadas. (A) Hibridacion in situ de athla donde se muestra la
expresion normal de athla en embriones de 28 hpf, se observa un pequefio grupo de
células marcadas tanto en el primordio como en los neuromastos (inserto). (B)
Embriones morfantes de sox2 de 28 hpf, pierden la expresion de athla especificamente
en las células de la linea lateral, manteniendo su expresion en las otras 4reas. (C)
Expresion normal de deltaB en embriones de 28 hpf, se observan 3 pequefios grupos de
células en el primordio (inserto) estas células prefiguran la aparicion de pro-
neuromastos. (D) Embriones morfantes de sox2 de 26 hpf, pierden la expresion de
deltaB especificamente en las células de la linea lateral, manteniendo su expresién en la
notocorda.
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Figura 17. La pérdida de funciéon de sox2 y sox3 (MO-sox2/sox3) modifica la
expresion de notch3. (A-D) Hibridacion in situ de notch3 en embriones de 27 hpf. (A)
Expresion de notch3 en embriones control. (B) Expresion de notch3 en embriones
morfantes de sox2/sox3. (C-D) Expresion de notch3 en primordio de embriones control
(C) y morfantes para sox2/sox3 (D). Se observa expresion aumentada de notch3 en
morfantes sox2/sox3. (E) Cuantificacién del mimero de células del primordio positivas
para notch3 de embriones controles versus morfantes de sox2/sox3. (P = <0,001). (F)
Primordio de embrién control y (G) embrion morfante sox2/sox3 luego de 32 hpf
muestra que la expresion de notch3 regresa a niveles normales, coincidiendo con la
recuperacion del depdsito de neuromastos.
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VL.6. La secuencia temporal de expresién de genes embrionarios, importantes para
la diferenciacién de las células ciliadas, es recapitulada durante la regeneracion de

ellas.

Con la intencién de estudiar la participacion de sox2, sox3 y athla en la
diferenciacion de las células ciliadas de la linea lateral, nos enfocamos en el proceso de
regeneracion, separando asi el proceso de diferenciacion del de la migraciéon del
primordio y del depdsito de los neuromastos.

Para validar este estudio, es necesario comprobar que el proceso de
diferenciacién de las células del neuromasto durante la regeneracién recapitula el
proceso de diferenciacion ocurrida durante el desarrollo de la linea lateral. Para esto se
analiz6 la expresién de marcadores génicos que participan en la diferenciacién de células
ciliadas de la linea lateral durante la regeneracion de los neuromastos.

Se indujo un dafio de los neuromastos con 10 pM CupSO;4 por 2 h y luego se
evalu6, a distintos tiempos de regeneracion, la expresion de marcadores de
diferenciacién presentes en el desarrollo mediante hibridacién in sifu: los genes
evaluados fueron eyal, athlay sox2.

En el desarrollo, eyal comienza a expresarse en las placodas de la linea lateral y
se mantiene su expresion durante todo el proceso de desarrollo de la linea lateral en
todas las células derivadas del primordio (Fig. 7C). La expresion de sox2 se inicia luego
de la definicién del ganglio y primordio de la linea lateral, cuando el primordio

comienza a desplazarse hacia caudal. De los tres genes analizados, athla es el maés

65




tardio en expresarse, se detecta cuando el primordio ya ha avanzado varios somitos y su
expresion se localiza en células centrales de los pro-neuromastos. A las 72 hpf, momento

en que la linea lateral primaria estd completamente desarrollada, estos tres genes

continfian expresandose en distintos tipos celulares de los neuromastos maduros. sox2 se
expresa en células de soporte y manto, eyala se expresa en células de soporte, del manto
y ciliadas y athla exclusivamente en células ciliadas (Fig. 7).

Embriones tratados con cobre y analizados por hibridacion in sifu luego del
tratamiento pierden totalmente la expresién de athla (Fig. 18D- G) y eyal (Fig. 18K-
N). Para verificar que la pérdida de la expresion de athla es debido a la pérdida de las
células que lo expresan (las ciliadas), se trataron en paralelo peces transgénicos
brn3c::mGFP que expresan GFP en las células ciliadas. Se observo una pérdida total de
este tipo celular luego del tratamiento (dato no mostrado), lo que confirma que la
desaparicién de la marca de athla se debe a la muerte de las células ciliadas con el
tratamiento. Para evaluar si la pérdida de expresion de eyal se debe a la pérdida de las
células que lo expresan, se analiz6 en paralelo la expresion de GFP en peces
transgénicos claudinB, marcador que se co-expresa con eyal en las células de soporte y
del manto. Se pudo observar que la expresion de GFP en los peces claudinB se mantiene
en los peces tratados con cobre (Figura 18 O- P), indicando que la pérdida de la
expresion de eyal no se debe a la pérdida de este tipo celular sino a una baja en los
niveles de expresion del gen en estas células (Fig. 18P; Fig. 19E). Por otro lado,
tratamientos con cobre afectan s6lo parcialmente la expresion de sox2 (Fig. 19A-D),

siendo esta inhibicién parcial no causada por la pérdida de células (Fig. 19E), ya que los
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Figura 18. La expresion de eyal y athla son inducidas en neuromastos durante la
regeneracién. Expresion de eyal y athla en células de neuromastos control (A-J) y
después de inducir dafio con cobre 10 uM por 2 horas (D-M). Los embriones tratados
con cobre y los controles fueron fijados a diferentes tiempos y procesados para
hibridacién in situ para eyal (A-F), athla (H-M) y claudinB (O-P). El tiempo
transcurrido después del tratamiento es expresado en horas post-tratamiento (hpt). La
expresion de los transcriptos eyal y athla son indetectables inmediatamente después del
tratamiento con cobre (D, K); sin embargo, estos genes comienzan a reaparecer 5 horas
después de remover el cobre de los peces (E, L), observandose una completa
restauracion de la expresion después de 24 horas, respecto a los embriones no tratados
(F, M). Cuantificaciéon del nimero de neuromastos marcados a diferentes tiempos
durante el periodo de recuperacion, para eyal (G) y athla (N). (O, P) claudinB
permanece detectable en los neuromastos en todos los tiempos del tratamiento, incluso
después de remover el cobre del agua (0 hpt) como puede ser observado comparando en
embriones control (0O) y embriones tratados (P). Barras, J=3 um, P=20 um.
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sox2/Cu 10 pM /9 hpt
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Figura 19. Expresion de sox2 durante la regeneracién. Las larvas tratadas con 10 uM
de Cu;SO4 (Cu) por 2 h se removieron de la solucién de cobre y fueron dejadas
recuperar incubando en solucién sin metal durante los tiempos indicados para evaluar la
expresion de sox2 mediante hibridacion in situ. (A, C) En larvas control fijadas y
procesadas para hibridacion in situ inmediatamente luego del tratamiento (0 hpt), la
expresion de sox2 disminuye fuertemente después del tratamiento con cobre. Sin
embargo no se pierde por completo (B, D) Larvas tratadas después de 9 hpt recuperan
los niveles normales de expresion de sox2. (E) El nimero de células de neuromastos de
embriones transgénico sqE7T20 tratado con 10 uM de CuSOs por 2 h, es similar al
numero de c¢lulas de neuromastos de embriones controles sin cobre. (barra de escala
100pm)
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tipos celulares que expresan este gen no se ven afectados por tratamientos con cobre
(Hernandez y cols., 2007 y datos no mostrados).

Luego de retirar el cobre de los embriones, se evalud la reexpresion de estos
genes en el proceso de regeneracidn, contando cada hora el nimero de neuromastos en
que se detecta una marca de hibridacion ir situ. A las 4 h de regeneracion se observo la
recuperacion casi total de la expresion de eyal (Fig. 18G). Mas tarde, desde las 5 h en
adelante, se observa la re-expresion de athla a niveles similares al control (Fig. 18N),
manteniendo ambos genes una congruencia temporal respecto a su expresion en el
desarrollo. sox2, por el contrario, recién es detectado a las 9 h (Fig. 19D) a niveles
similares al control (Fig. 19B). Esta dindmica de expresion de sox2 sugiere que los
niveles de expresion en las células de soporte disminuyen al inicio del proceso de
regeneracion, posiblemente para permitir la activacién de genes de diferenciaciéon o
proliferacion, recuperando niveles de expresion normal luego de concluido el proceso de
regeneracion de las células ciliadas de los neuromastos.

En embriones tratados con 1 uM Cu,SO4 la expresion de sox2 también se ve
disminuida inmediatamente Iuego del tratamiento (dato no mostrado). Se ha observado
que el proceso de regeneracion de las células ciliadas luego de tratamientos con 1 uM
Cu,SO;4 no requiere proliferacion celular, a diferencia de lo observado con tratamiento
con 10 uM Cu,SO4 (Hernéndez y cols., 2007). Por lo tanto, se sugiere que sox2 participa
en el control de la diferenciacion de las células ciliadas pero posiblemente no en el

control del proceso proliferativo.
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VL7. sox2 y sox3 participan en la regeneracién de las células ciliadas de los

neuromniastos.

Ya que en trabajos previos se ha relacionado al gen sox2 con la mantencion de
células troncales neurales ¥ regulacion de la proliferacion celular, y debido a que los
resultados de re-expresion de sox2 post-tratamiento de cobre sugieren una participacion
de sox2 en regeneracion, quisimos evaluar el papel exacto de este gen en el proceso. La
microinyeccion de morfolinos antisentido en el estadio de una célula no es una
alternativa para este andlisis, ya que, primero, los fenotipos de falta de funcién de los
genes soxIB durante el desarrollo no permiten determinar la funcidén de estos genes y,
segundo, los morfolinos decaen en sus niveles al tercer dia post fertilizacion lo que
impide realizar estudios funcionales una vez formada la linea lateral. Se disefi6 una
nueva estrategia experimental que consistid en inhibir la funcién génica en los
precursores de las células ciliadas de los neuromastos mediante electroporacién de
morfolinos acoplados al fluoréforo cargado lisamina. La carga incorporada al morfolino
permite el movimiento de este en un campo eléctrico y por lo tanto, la entrada del
morfolino a las células proximas a un electrodo. Ademds, los morfolinos acoplados a
lisamina adquieren la fluorescencia roja propia de ésta molécula, lo que permite
identificar y seguir facilmente las células electroporadas. Los morfolinos fueron
cargados en una aguja de microinyeccidén que hace las veces de electrodo, la cudl fue
posicionada en la base del neuromasto a analizar, y se aplicé un tren de pulsos eléctricos.
Luego de 1 hora los neuromastos electroporados fueron expuestos al protocolo de dafio

por cobre (10pM por 2 horas) para inducir la regeneracién. Las células de los
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neuromastos fueron visualizadas mediante el uso de distintos peces transgénicos que
expresan GFP (claudinB y sqET20) y electroporadas tanto en células de soporte como en
células del manto, con morfolinos fluorescentes (rojos) de sox2, sox3, sox2/sox3 y
cxcr4b (control).

Se decidi6 electroporar el menor niimero posible de células por neuromasto ya
que la electroporacion del neuromasto completo con los morfolinos fue incompatible
con la regeneracion luego de los tratamientos de cobre (datos no mostrados). Ademas,
un bajo nimero de células electroporadas facilita el conteo, seguimiento e
individualizacién (a nivel de tipo celular) de las células electroporadas en los
neuromastos.

Embriones de 72 hpf fueron electroporados con 1 mM de los distintos morfolinos
y luego de 1 h estos embriones fueron expuestos a cobre 10 pM por 2 h. Cada
neuromasto electroporado y tratado con cobre fué fotografiado inmediatamente y luego
de 30 h post-tratamiento, donde finalmente se analiz6 el destino celular y el grado de
proliferacion de las células electroporadas.

Se pudo observar que células de los neuromastos electroporados con morfolinos control
(MO-cxcr4b) aumentan en nimero durante el proceso de regeneracién (Fig. 20A, B;

Fig. 21A, B; Fig. 22) lo que sugiere que las células electroporadas no pierden la

capacidad de dividirse en estos intervalos de tiempo.
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Figura 20. Cé¢lulas carentes de sox2 o sox3 no regeneran normalmente en
transgénicos claudinB. (A-F) Células del neuromasto de peces transgénicos claudinB
(GFP se expresa en todas las células del neuromasto) fueron electroporadas con
morfolinos cxcr4, sox2 y sox3 acoplados a lisamina (rojo) y tratadas con 10uM Cu,SO4
por 2 horas para observar su comportamiento en el proceso de regeneracion. (A, B)
Células que fueron electroporadas con MO-cxcr4b son capaces de formar tanto células
ciliadas como células del manto luego de 30 horas de regeneracion (n=3/7). Las células
ciliadas se distinguen en el centro del neuromasto ya que adoptan la forma caracteristica
de "gota de agua" y se ubican en la parte apical del 6rgano. (C-F) Las Células que
fueron electroporadas con morfolino sox2 y sox3 nunca se diferencian a células ciliadas.
n: nimero de neuromastos que presentan células ciliadas regeneradas luego de
electroporacion con MO del total de neuromastos contados.
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Figura 21. Células carentes de sox2 y/o sox3 no regeneran normalmente en
transgénicos sqET20. (A-H) Células del neuromasto de peces transgénicos sqET20
(expresado en células del manto) son electroporadas con morfolinos cxcr4, sox2, sox3,
sox2/sox3 acoplados a lisamina (rojo) y tratadas con 10uM Cu,;SO4 por 2 horas para
observar su comportamiento en el proceso de regeneracion. (A, B) Células
electroporadas con MO-cxcr4 son capaces de formar tanto células ciliadas como células
del manto luego de 30 horas de regeneracion (n=2/7). (C-H) Células electroporadas con
morfolino sox2 (C, D), sox3 (E, F) o sox2/sox3 (G, H) nunca se diferencian a células
ciliadas y gran parte de las células regeneradas son células del manto.
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Figura 22. sox2 y sox3 son requeridos para el aumento del niimero de células en
neuromastos en regeneracion. (A) Células de neuromastos maduros electroporadas con
MO-cxcr4 aumentan aproximadamente al doble luego de 30 h de regeneracién, por el
contrario, células electroporadas con morfolino de sox2, sox3 o sox2/sox3 no aumentan
su namero en la regeneracion luego de 30 h post-tratamiento con Cu;SO4.(B) Las células
del manto de los neuromastos maduros electroporados con MO-cxcr4 aumentan en
aproximadamente un 20%, luego de 30 h de regeneracion, por el contrario, células del
manto electroporadas con morfolino de sox2, sox3 o sox2/sox3 marcadas con lisamina

no aumentan su nimero en su proceso de regeneracién luego de 30 h post-tratamiento
con Cu;SO;.
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Se analizé el destino celular que alcanzan las células electroporadas con el
morfolino control mediante el uso de los transgénicos sqET20 y claudinB luego de 30
horas de recuperacion post tratamiento con cobre. Se observdé que las células
electroporadas derivaron en un 87,3% hacia células del manto y en un 8,2% a células
ciliadas (Fig. 20A, B; Fig. 21A, B) produciéndose un 4,5% de otros tipos celulares (ni
células ciliadas, ni del manto). Estas ultimas células se ubican en la parte basal del
neuromasto cercanas al centro, por lo que posiblemente sean células de soporte.Por otra
parte, las células electroporadas con el morfolino sox2 y/o morfolino sox3 a las 30 h del
proceso regenerativo se diferencian en un 98,9% (MO-sox2), un 99,3% (MO-sox3) y un
95,1% (MO-sox2/sox3) hacia células de manto, nunca observindose la formacion de
células ciliadas marcadas con el trazador (Fig. 20 y Fig. 21).

Por otro lado, se contabilizaron las células electroporadas inmediatamente luego
de la electroporacion y luego de finalizada la regeneracion a las 30 horas. La marca
fluorescente que produce la lisamina es usada en este caso como trazador de linaje. De
esta manera, se esperaba evaluar si las células electroporadas con los diversos
morfolinos mantienen una capacidad proliferativa. Mientras se observé un aumento en el
numero de células marcadas en las electroporaciones control, las células electroporadas
con morfolinos dirigidos contra los diversos genes sox no aumentaron en nimero, lo que
sugiere una pérdida de capacidad proliferativa (aunque no se puede descartar la
posibilidad de que si puedan proliferar, pero que tengan una mayor tasa de mortalidad,
manteniendo asi el numero de células constante) (Fig. 22). En conclusién, los genes sox
son necesarios para que las células que sobreviven a tratamientos de CupSOy,
presumiblemente las células progenitoras, formen nuevas células ciliadas.
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VIL DISCUSION

Conocer los mecanismos del control genético sobre el proceso de diferenciacion
celular es fundamental para avanzar hacia la manipulacién artificial de los destinos
celulares en terapias futuras. En el caso de las células ciliadas mecanosensoriales, este
conocimiento adquiere vital importancia puesto que la pérdida de ellas en el ser humano

es irreversible y genera un impedimento fisico grave a los que padecen de esta

deficiencia. Dado que el sistema de la linea lateral presenta estructuras, células y genes
altamente homologos a aquellos presentes en el oido interno, hemos decidido
aproximarnos a este objetivo aprovechando la simpleza que ofrece el pez cebra en
términos de manipulacion y docilidad genética.

Los resultados de esta tesis apuntan a la participacion de los genes soxBI en el
proceso de diferenciacion de las células de la linea lateral, la mantencién de células
progenitoras de células ciliadas y el control sobre la divisioén celular.

A su vez, se comprueba la funciéon de athla como un regulador maestro e
inductor de la diferenciacién de las células ciliadas, ejerciendo esta funcion a través de la
activacion rio abajo de genes de diferenciacion como neuroD.

Proponemos que ambas funciones génicas (de soxBI y athla) son necesarias
tanto para el desarrollo inicial (embrionario) de este sistema mecanosensorial, como para
la regeneracion de éste luego de un dafio. Las funciones de estos genes se
complementarian e interactuarian en la formacion y regeneracién de la linea lateral de
pez cebra, controlando esencialmente la diferenciacion de los diversos tipos celulares de

los neuromastos.
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VII. 1. ath1a induce la diferenciacion a células ciliadas.

Al igual que en trabajos de sobre-expresion de athla en oido de mamiferos
(Izumikawa y cols., 2005), encontramos que la expresion de athla por si misma induce
la diferenciacién de células ciliadas a partir de otros tipos celulares en los neuromastos
de la linea lateral. Es claro el efecto instructivo de athla, esencialmente controlando la
diferenciacion hacia células ciliadas, pero también es posible encontrar un pequefio
porcentaje de células del manto originadas de precursores electroporados. Es probable
que estas células se diferencien a células del manto debido al funcionamiento paralelo de
los genes neurogénicos notch/ delta, que contribuirian a seleccionar un ntimero
restringido de células indiferenciadas hacia células ciliadas en desmedro de sus vecinas.
También es posible que la electroporacion del mensajero se haya efectuado, en estos
casos, en una célula del manto que es incapaz de suftir trans-diferenciacion hacia célula
ciliada. En oido de mamifero se observé la factibilidad de trans-diferenciar células de
soporte a células ciliadas por la expresion ectdpica de athla en estos tipos celulares
(Kawamoto y cols., 2003), sugiriendo que los 2 tipos de células accesorias descritas en
los neuromastos de la linea lateral difieren en cuanto a su potencial para adquirir otros
destinos, como el de célula ciliada.

Al electroporar neuromastos que presentan células ciliadas al momento de ser
electroporados, es posible encontrar dentro de las células ciliadas marcadas, tanto células
inducidas a diferenciarse como células previamente diferenciadas. Sin embargo, la

probabilidad de que esto ocurra es baja, ya que se electroporan mayoritariamente células
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basales (células de soporte), y se observaron diferencias significativas al comparar la
electroporacion de ARN de athla con la electroporacion solo con fluoréforos.

Con la intencién de precisar aun mas este punto, se evalu6 la induccién de
células ciliadas por athla en neuromastos durante el proceso de regeneracion.
Neuromastos electroporados con ARNm de athla se trataron con cobre 10 pM para
eliminar las células ciliadas y gran parte de las del manto, observandose luego de 24 h de
regeneracion, un aumento en la proporcion de células ciliadas marcadas con el trazador
de electroporacion respecto a los neuromastos electroporados control. Este resultado
corrobora el experimento anterior y ratifica la conservacion del fenémeno con el oido de
mamifero. Sin embargo, este experimento tiene el problema que si bien todas las células
ciliadas son eliminadas a esta concentracién de cobre, algunas células del manto
sobreviven, lo que genera cierta incertidumbre respecto del efecto de la sobre-expresion
de athla en la diferenciacion de las células del manto.

En el futuro seria interesante comparar el niimero de células ciliadas totales de
los neuromastos para analizar si la sobre-expresion de athla estd induciendo a otros
tipos celulares a diferenciarse a células ciliadas, disminuyendo su cantidad (células del
manto y de soporte), o solo induce diferenciacion en células progenitoras, no
diferenciadas. Ademds seria interesante electroporar aisladamente células del manto y
evaluar si la sobre-expresion de athla en este tipo celular induce trans-diferenciacion a
células ciliadas. De esta forma, se generaria un conocimiento mas acabado del efecto de

la expresi6n de athla sobre todos los tipos celulares en forma independiente.
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También seria interesante evaluar si las células electroporadas son capaces de
proliferar o si solo se diferencian, ya que datos preliminares sugieren una mantencién
del nimero de células totales electroporadas luego del proceso de regeneracion,
aumentando solamente la proporcién de células ciliadas respecto al total de células del

neuromasto.

VIL 2. Jerarquias de regulacion en la diferenciacién de las células ciliadas.

A fin de determinar un orden de participacion en la determinacién del destino de
célula ciliada, realizamos experimentos de rescate y sobre-expresion. Observamos que el
ADN codificante de neuroD rescataba la ausencia de athla, pero que no ocurria lo
mismo al co-inyectar el morfolino de neuroD junto al ADN codificante de athla (Tabla
2), lo que sitia a neuroD rio-abajo de athla. Es posible por tanto, que athla esté
especificando el destino de célula ciliada y neuroD s6lo esté participando en el proceso
de diferenciacion.

Dado el grado de parentesco entre las células accesorias y ciliadas dentro del
neuromasto (Fekete y cols., 1998), uno debiera esperar un aumento de células accesorias
en desmedro de las células ciliadas no especificadas. Sin embargo, los marcadores de
células de soporte (claudinB y eyal) y del manto (linea transgénica sqET20; datos no
mostrados) no mostraron un aumento sustancial en los embriones inyectados con el
morfolino de athla, ademés de ser indistinguible de lo observado en los embriones

morfantes para neuroD. En el caso de sobre-expresar athla, cabia esperar lo contrario:
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un aumento de las células ciliadas a expensas del resto de los tipos celulares que
componen el neuromasto. Sin embargo, no fué lo que vimos en los embriones
transgénicos de la linea sqET4 ni en aquellos tratados con DiAsp, cuando inyectamos el
ADN codificante de athla (datos no mostrados). La sobre-expresién de athla si
conllevé un aumento de la expresion de rneuroD, e incluso su expresion ectdpica, lo que
confirmo la jerarquia de regulacion, pero no derivd en un marcado aumento de células
ciliadas dentro del neuromasto que fuera posible observar con la tincién vital DiAsp o en

la linea transgénica ET4.

VIL 3. Genes sox2 y sox3 poseen funciones diferentes en el desarrollo de la linea

lateral de pez cebra.

Mediante el andlisis de los experimentos de pérdida de funci6n de los genes de la
familia soxBI, se pudo observar durante el desarrollo de la linea lateral, distintos
fenotipos para los dos genes sox estudiados, sugiriendo que poseen funciones diferentes.
En la literatura se describe la participacion de los genes de la familia soxBI en diversas
etapas de la neurogénesis y mantencién de células troncales, actuando de forma
complementaria (Zhao y cols., 2004; Kan y cols., 2004; Wang y cols., 2006) o en forma
redundante (Schlosser y cols., 2008;Bylund y cols., 2003; Pevny y-Placzek, 2005).

En la linea lateral, la pérdida de ambos genes soxBI estudiados (sox2 y sox3),
parecen tener una funcién distinta en el desarrollo del pez cebra, ya que sus morfantes

presentan fenotipos con caracteristicas particulares y, dado que el doble morfante
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presenta un fenotipo menos severo que el morfante sox2, es posible descartar funciones
redundantes entre ellos. El morfante de sox2 presenta una disminucion severa del
numero de células ciliadas funcionales presentes en el neuromasto recién depositado
(48hpf) en comparacion al control, presentando incluso neuromastos carentes de células
ciliadas. Estos neuromastos que carecen de células ciliadas, a su vez, degeneran con el
tiempo, siendo indetectables a las 72 hpf, produciéndose un fenotipo de menor nimero
de neuromastos. Por otro lado, el morfante de sox3 también presenta un menor niimero
de células ciliadas por neuromasto en comparacién a embriones normales a las 72 hpf,
pero en menor grado que el morfante de sox2, evidencidndose, a su vez, una
desorganizacién de las células ciliadas y del manto en los neuromastos. Ya que, ambos
morfantes por separado afectan el nimero de células ciliadas por neuromasto, era
esperable encontrar que el doble morfante sox2/sox3 presentara un fenotipo similar o
mads severo que los morfantes antes mencionados por separado. Sin embargo, el niimero
de células ciliadas presentes en cada neuromasto es muy similar al nimero de células
ciliadas encontradas en el morfante de sox3 (el menos severo), descartdndose, por tanto,
una funcién redundante de los genes sox2 y sox3 en el desarrollo de la linea lateral. La
razén por la cudl se genera esta atenuacion del fenotipo de falta de funcién de sox2 al
inhibir simultineamente sox3 queda por dilucidarse. Mas que funciones antagénicas, nos
inclinamos por una explicacion relacionada con el fragil balance existente entre
proliferacién y diferenciacién en el neuromasto. Los genes soxBI son esenciales para la
formacién del territorio sensorial en el oido de mamiferos, pero al mismo tiempo, son
incompatibles con la diferenciacion hacia célula ciliada y sus niveles descienden previo

a la diferenciacién de este tipo celular. Es posible que sox2 y sox3 jueguen roles
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ligeramente distintos en este balance y que la inhibicion de uno sea parcialmente

compensada (en términos del fenotipo resultante) por la inhibicién del otro.

VIL. 4. Efectos de la falta de funcién de los genes soxB1I sobre el nimero de células

ciliadas en los neuromastos de la linea lateral

Al observar los neuromastos de los distintos morfantes es evidente que existe un
contraste en la disminucion de las células ciliadas de estos. Los morfantes sox2 desde las
48 hpf. (neuromastos recientemente depositados) presentan neuromastos con pérdida de
cuerpos celulares en su centro (area donde normalmente se ubican las células ciliadas) y
en zonas mas basales del neuromastos (células de soporte). Por el contrario, los
morfantes sox3 y el doble morfante no presentan en ningin momento esta pérdida
celular. La disminucién de las células ciliadas en el morfante sox3, se puede deber a la
pérdida de la organizaciéon celular en el neuromasto y el aumento de la movilidad
celular. Estas anomalias podrian generar un retraso de la diferenciacién de las células
ciliadas, lo que generaria un menor niimero de células ciliadas diferenciadas. Numerosos
antecedentes describen controles de la adhesién celular sobre la diferenciacion. La
adhesion celular ha sido descrita que se requiere para la mantencién de los nichos de
células toti potenciales y progenitoras y el control de futura diferenciacion celular.
Recientemente se ha descrito que células toti potenciales requieren una adhesion a la

matriz extracelular y contactos con células de soporte vecinas, para mantener su estado

indiferenciado (Discher D y cols, 2009) (Raymond K. y cols, 2009), sugiriendo que la




Ly

%]

perdida sox3 podria interferir en la diferenciacién de las células ciliadas o/y en la
mantencion de células toti potenciales y progenitores en los neuromastos depositados.
Para el caso del doble morfante, éste también presentaria un retardo de la diferenciacién
de los neuromastos, el cual podria generarse por la posteriorizaciéon del depésito de
estos, ya que estos neuromastos depositados poseen un menor tiempo de maduracién y
diferenciacién que los neuromastos controles, y por ende menor nimero de células
ciliadas diferenciadas. Esta posteriorizacion podria deberse a la pérdida transiente de la
expresion de athla y deltaB en estos morfantes ya que estos genes controlan
directamente la diferenciacion de las células ciliadas.

Por otra parte, los morfantes sox2 podrian presentar un defecto que precede a la
diferenciaciéon de las células ciliadas y al igual que en ratones mutantes para sox2, este
gen podria ser requerido para la formacién de las células ciliadas, ya que se ha
demostrado que ratones mutantes para sox2 presentan anomalias en la determinacion de
los dominios pro-sensoriales, acompafiado de una pérdida de la expresion de athl,
afectando la formacion de células ciliadas (Kiernan y cols, 2005).

Por lo tanto, los fenotipos de los morfantes que poseen un menor nimero de células
ciliadas iniciales presentarian anomalias en la formacién o desarrollo de la linea lateral y
los morfantes que no afectan ei niimero de células iniciales presentarian solo un retraso

en la diferenciacion de los neuromastos,
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VII. 5. Depésito concentrado y posteriorizado de los neuromastos en dobles

morfantes sox

La posteriorizacion del depdsito de los neuromastos y el efecto sobre la
expresion de genes proneurales y neurogénicos, sugieren que el control de la expresion
de estos es regulado por ambos genes sox, y los morfantes de sox2 y sox3 por separado
solo afectarian su expresion parcialmente, generando los diversos fenotipos ya descritos.

Para probar esto ultimo, serd necesario analizar el efecto de los morfolinos de
sox2 y sox3 por separado sobre la expresion de los genes neurogénicos notch3 y deltaB
y pro-neurales athla y neuroD en el primordio migratorio, esperando encontrar una
correlacion entre el efecto sobre la expresion de genes rio abajo y los fenotipos
encontrados.

A su vez, es interesante notar que el doble morfante presenta un dep6sito
concentrado de neuromastos, anormalmente cercanos unos de otros. ;Como ocurre esto?
Existen controles del tiempo y espacio del depdsito de los neuromastos de la linea lateral
primaria en pez cebra, los cuales son regulados en parte por las glias, que estin ubicadas
alrededor del nervio de la linea lateral (Lopez-Schier y Hudspeth, 2005). En el trabajo
citado, se describen los efectos de la pérdida de las glias sobre los neuromastos de la
linea lateral primaria, generindose embriones con neuromastos supernumerarios. La
linea lateral de los embriones morfantes de neurogenina (que carecen de nervio y, por
tanto, de glias) ademas de presentar un mayor niimero de neuromastos depositados, tiene
una menor distancia entre ellos, al compararlos con larvas controles. El doble morfante

sox2/sox3 presenta similitudes en la disposicion de sus neuromastos (préximidad entre
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ellos) respecto al morfante de neurogenina 1, sugiriendo que este depdsito concentrado

puede deberse a problemas en las glias del nervio de la linea lateral. No se descarta, por

otro lado, que esta proximidad entre neuromastos sea consecuencia un depdsito
“normal” a partir de un primordio que presenta una velocidad migratoria reducida. Para
resolver esta pregunta, seria importante analizar la integridad de las glias del nervio de la
linea lateral en el segmento distal del mioseptum horizontal de embriones dobles

morfantes de sox o examinar la velocidad del proceso migratorio del primordio.

VIL 6. Pérdida de funcién de sox3 afecta la cohesion de las células del neuromasto

induciendo su migracion.

AT

En neuromastos maduros en peces morfantes de sox3 se observé una pérdida de
la cohesion celular, resultando en una migracion anormal e inesperada de las células que
lo componen. Este movimiento siempre tendi a apuntar o desplazarse hacia el 4rea
ventral de la larva, incluso orientandose en diagonal, hacia la zona del pronefros. Esta
area coincide con uno de los sitios de expresion de la quimioquina SDF1. Es posible que
la pérdida de sox3 en estas células favorezca la migracién celular, hacia células que
producen esta quimioquina, al igual que lo observado en el caso del primordio durante el
desarrollo del sistema. Ya se ha observado en otros modelos que la pérdida de la
expresion de sox3 produce cambios en la conducta migratoria de las células, induciendo

los movimientos celulares (Abu-Elmagd y cols., 2001). En el caso de las células de la

linea lateral, esto podria ocurrir a través de una induccién de la expresién de los
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receptores para quimioquinas CXCR4 y/o CXCR7, llevando al desplazamiento de estas
células a la zona de expresion de SDF1, como ocurre en el desarrollo inicial de la linea
lateral. (David y cols., 2002: Sapede y cols., 2005; Valentin y cols., 2007).

A futuro serfa interesante comprobar los niveles de expresion de los receptores
de quimioquinas CXCR4 y/o CXCR7 en las células de los neuromastos de embriones
morfantes sox3 para determinar si la migracién que exhiben las células morfantes se

debe a una expresion de novo de estos receptores.

VIL 7. Dindmica de re-expresién de eyal, athla y sox2 durante la regeneracion de
las células ciliadas de los neuromastos. ;Una recapitulacién de lo ocurrido en el

desarrollo o un proceso independiente?

Con la intencién de correlacionar los eventos de diferenciacién que ocurren en el
desarrollo de la linea lateral con los que ocurren en el proceso de regeneracion luego de
un dafio, se realizaron experimentos de analisis de expresion de genes importantes para
el desarrollo de la linea lateral durante la regeneracion.

Se observé que luego de tratamientos de cobre que destruyen las células ciliadas
y algunas células del manto de los neuromastos, la mayoria de los transcritos expresados
en este sistema no son detectados. En tratamientos con 10 pM cobre, se pierde
totalmente la expresion tanto de eyal como de athla, al menos en parte debido a una
pérdida de las células que expresan estos genes. En el caso de sox2, muchas de las

células que lo expresan no son destruidas por estas concentraciones de cobre, pero de
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igual manera sox2 disminuye su expresién. La expresion de sox2 se ve afectada incluso
con tratamientos de 1 pM de cobre, que solo afecta a las células ciliadas sin afectar las
células de soporte y del manto (tipos celulares que lo expresan normalmente)
descartando que esta disminucion de la expresion sea por la perdida de las células que lo
expresan. (Hemandez y cols., 2007). Esta disminucién en la expresion de sox2 en
embriones expuestos a Cu podria deberse a la activacion del proceso proliferativo en
células progenitoras del neuromasto que expresarian este gen. En trabajos recientes se ha
planteado que sox2 debe disminuir su expresién para que algunas de las células
descendientes de las sox2+ progresen hacia el destino de células ciliadas (Kashyap y
cols., 2009). Recuperando su expresion normal recién en el momento en que el proceso
de regeneracién finaliza, generdndose nuevamente un stock de células troncales en el
neuromasto. De esta manera, la expresion de sox2 (y posiblemente sox3) mantiene a las
células progenitoras en un estado quiescente hasta el momento de ser necesario un

recambio celular en el neuromasto.

VIL. 8. Papel fundamental de sox2 y sox3 en la regeneracién de las células ciliadas.

Comprobamos que las células que carecen de sox2 y/o sox3 presentes en la base
de un neuromasto en regeneracion, son incapaces de dividirse y diferenciarse hacia el
destino de célula ciliada, en contraste a las células silvestres, que si lo hacen.

En otros sistemas se ha observado que la expresion de los genes sox es necesaria

para la mantencién del estado indiferenciado y cuando estos genes disminuyen su
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expresion, se inicia la expresion de genes neurogénicos y pro-neurales que llevan a una
diferenciacién de estas células (Bertrand y cols., 2002; Graham y cols., 2003; Bylund y
cols., 2003; Davis y cols., 2006; Seo y cols., 2005; Episkopou, 2005). Tomando en
cuenta estos datos, las células electroporadas con MO-sox2 o MO-sox3 deberian haberse
diferenciado formando células ciliadas y posiblemente, otros tipos celulares. Por el
contrario, estas células electroporadas son incapaces de diferenciarse a células ciliadas,
permaneciendo al margen del proceso de regeneracion del neuromasto. Al analizar los
destinos celulares de las células electroporadas, luego de un proceso de regeneracion, se
observo que en su mayoria se ubicaban en la periferia del neuromasto regenerado (datos
no mostrados) y en su mayoria eran células del manto. Ademads, no se observaron células
de soporte marcadas. Esto sugiere que las células electroporadas con los antisentidos de
los genes sox pueden adoptar un destino diferenciado, pero solo hacia células del manto.

Por otra parte, las células que ademds carecen de sox2 y/o sox3, no aumentan su
ntimero durante el proceso de regeneracion, sugiriendo un papel de estos genes en el
proceso de division celular, el cual ha sido descrito en diferentes sistemas. (Alvarez-
Buylla y Garcia-Verdugo 2002; Episkopou, 2005). Estos resultados indican que la sola
disminucién de los genes sox no es suficiente para inducir la diferenciacién de estas
células a los diversos tipos celulares de los neuromastos y que lo mas probable es que se
requiera una coordinacion con la expresién de genes neurogénicos que induzcan a los
genes pro-neurales a gatillar la diferenciacion de las células ciliadas. Esta
descoordinacién de expresiones génicas gatillada por la inhibicién de los genes sox,
podria alterar la normal re-expresion de los genes proneurales en el proceso de

regeneracion de manera similar a lo que ocurre en el desarrollo de la linea lateral. Los
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genes proneurales perderian la coordinacion de expresion espacio/temporal, que deberia
actuar en conjunto con la disminucién de los genes sox en la regeneracion, para llevar.a
la diferenciacion de las células regeneradas a células ciliadas.

La regeneracion dependiente de los genes sox de la familia Bl debe continuar
funcionando en peces y aves adultas, ya que mantienen una continua regeneracion a lo
largo de su vida hasta adultos. En estudios recientes se ha estudiado las células
accesorias (células del manto y de soporte) del oido de pez cebra con la intencién de
encontrar los tipos celulares responsables de esta regeneracion (Liang J. y Burgess S.,
2009) al igual que numerosos estudios en aves y ratas, donde incluso se detecta la
expresion de sox2 en adultos (Oesterle E. y cols. 2007). Pero el solo hecho de que se
exprese uno de estos dos genes sox en ratas adultas no implica que se produzca
regeneracion. Las células ciliadas de los mamiferos no tienen la capacidad de
regenerarse, pese a que las células de soporte en el oido interno de ratones adultos,
expresan sox2 (Oesterle E. y cols. 2007), o incluso se ha detectado la presencia de
progenitores y células madres en la coclea de ratones adultos (Yerukhimovich M. y
cols., 2007).

Por lo tanto es probable que se requiera la presencia de ambos genes sox de la
familia B1 para una regeneracion activa y completa (todos los tipos celulares). sox2 serfa
requerido para controlar la formacién de los parches sensoriales (Kiernan AE. Y cols.,
2005) y para la mantencion de las células de soporte en ratones adultos (Oesterle E. y
cols., 2007), siendo la funcién de sox3 requerida para la regeneracién de las células

ciliadas.
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En la linea lateral, las células que podrian ser las responsables de la regeneracion en la
linea lateral, deben ser las que co-expresan los genes de la familia sox B1, ya que la
funcion de ambos genes es requerida para la regeneracion de las células ciliadas (Fig. 20

y 21).

VIL9. Modelos propuestos de la participacion de los genes sox y athla en la

formacion y regeneracién de la linea lateral.

Al analizar la expresion de los genes en estudio, con la intenciéon de buscar
correlaciones, se puede notar que la expresion de sox2 y sox3 se presentan en regiones
diferentes (en cuanto a intensidad de su expresion) en las células del primordio
migratorio (Fig. 6C, E). Las células de los pro-neuromastos que expresan mas
fuertemente sox2 se ubican hacia el frente de migracion del primordio y su expresion
decrece hacia posterior. Por el contrario las células que expresan sox3 presentan una
expresion mds fuerte en las células traseras del primordio de modo complementario. Al
comparar estas expresiones con los genes neurogénicos y proneurales en estudio, se
puede correlacionar espacial y temporalmente la mayor expresiéon de sox3 con la
expresion de deltaB y athla y con la baja expresion de sox2. Esto sugiriere que la
pérdida de la expresion tanto de deltaB como de athla, en el doble morfante, se podria
deber a la pérdida de un equilibrio en la expresion de los dos genes sox en la parte rostral

del primordio migratorio (Fig. 23).
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Expresion ubicua de
eyaly claudoinB

Tiempo

Figura 23. Modelo de dinamica de expresién de los genes sox, la via notch/delta y
athla en la formacién de pro-neuromastos y el depdsito de neuromastos. (A)
Primordio recientemente formado, se observa la expresion ubicua de notch3, sox2 y
sox3.(B, C) primordio en migracion, se caracteriza por la restriccion de la expresion de
los genes motch3 y sox2 a los pro neuromastos, la expresion preponderantemente
posterior de sox3 y el comienzo de la expresion de athla y deltaB.(D) Primordio
depositando neuromastos, donde se aprecia la expresion de neuroD, que lleva a la
diferenciacion final de las células ciliadas.
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Recientemente se mostré que noich reprime la expresion de genes pro-neurales para
regular el proceso de diferenciacién neuronal en el sistema nervioso central y, para
controlar la expresién de los genes pro-neurales, requiere de la actividad de sox3. Por
otra parte, la sobre-expresion de sox3 no inhibe por si sola la expresion de los genes
proneurales, sugiriendo que los genes notch y sox pertenecen a dos vias diferentes y
complementarias, para controlar la diferenciacion normal (Holmberg y cols, 2008). Este
resultado contrasta con los obtenidos al reprimir ambos genes sox, en que se observa una
disminucion de la expresién de los genes pro-neurales y un aumento de la expresion de
notch, sugiriendo una funcién represora de los genes sox sobre la expresién de notch..
Este resultado se puede deber a un efecto de los genes sox sobre la formacién y
especificacion de las rosetas (proneuromastos en formacion), las que recientemente se ha
reportado que son necesarias para la normal expresion de los genes neurogénicos y pro-
neurales (Nechiporuk y cols., 2008). Tomando en cuenta nuestros resultados y los
reportados en la literatura, postulamos un modelo mediante el cual los genes de la
familia soxBI regulan la diferenciacion celular de la linea lateral, mediante el control de
la expresion de los genes pro-neurales y la via notch. (Fig. 23).

Por otro lado, en la regeneracion, ambos genes sox estin presentes y son
requeridos para una regeneracion normal de las células del neuromasto. Las células
electroporadas con morfolinos de los genes sox presentan un comportamiento anormal,
desplazdndose hacia la periferia de los neuromastos y a su vez, siendo incapaces de
proliferar. La disminucién de la expresion de los genes de la familia soxBI podria
afectar a los genes neurogénicos y proneurales, de manera similar a lo ocurrido en el

desarrollo de la linea lateral, inhibiendo su expresién normal. Como consecuencia de
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esto, no se generarian células ciliadas a partir de las células electroporadas con
morfolinos para los genes sox, ya que se sabe que la sola expresion ectdpica de athla en
células progenitoras induce la diferenciaciéon a células ciliadas (siendo suficiente y
necesaria). Ademas, en estudios recientes se postula la existencia de dos poblaciones de
células de soporte, unas centrales y unas periféricas, las que presentan patrones
diferentes de division celular, asignindole a las células centrales un papel protagénico en
la regeneracion celular en los neuromastos y ademads reporta el papel fundamental de
notch en la regulacién de su proliferacion (Ma y Raible, 2008). Esto concuerda con el
comportamiento observado de las células de soporte electroporadas con los morfolinos
sox, las que migran del centro del neuromasto en regeneracion a la periferia de este,
restandose de participar en este proceso. Con estos antecedentes, proponemos un modelo
de la participacién de los genes sox en la regeneracion de las células ciliadas de los
neuromastos de la linea lateral. En este modelo, al activar la regeneracién de las células
ciliadas y del manto, mediante tratamientos de cobre 10 uM por 2 horas (Fig. 24B, G,
L), las células de soporte que permanecen intactas y normalmente expresan ambos genes
sox, disminuyen la expresion de ambos genes sox, accionando la division de estas
células a través de la via notch. Las células resultantes de la division pueden formar los
tres tipos celulares, células del manto guiadas por la expresion activaciéon de la via
notch, células ciliadas guiadas por la expresion de athla'y deltaB o células de soporte
las que presentarian una fuerte expresion de sox3 y sox2. (Fig. 24). También se muestra
en el modelo, la incapacidad de las células sox2 o sox3 negativas de generar células

ciliadas, de dividirse y de diferenciarse a células ciliadas (Fig. 24 G-J).
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Figura 24. Modelo de la dindmica de expresién de los genes soxBI, la via notch y
athla en el proceso de regeneracion de los neuromastos de la linea lateral. (A-E)
Dinémica de regeneracion normal de las células de los neuromastos de la linea lateral,
(F-J) Dinamica de células morfantes sox en la regeneracién de los neuromastos de la
linea lateral (K-M) Presencia masiva de células morfantes de los genes de la familia
soxB1, impiden la regeneracion de los neuromastos, provocando su pérdida.
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VIII. RESUMEN DE RESULTADOS

1.- La expresion ectépica de athla induce diferenciacion de células ciliadas en

neuromastos de la linea lateral.

2.- La expresion de athl induce la expresion de neuroD.

3.- Expresion de neuroD, rescata la falta de funcién de athla por lo que neuroD esta rio
{

abajo de athla en el proceso de diferenciacion de células ciliadas.

4.- La pérdida de sox2 provoca una disminucién del mamero de neuromastos a las 72

horas post fertilizacién, debido a la pérdida de las células ciliadas.

5.- La pérdida de sox3 produce desorganizacion en las células del neuromasto e induce

migracién hacia ventral de ellas.

6.- La pérdida de funcién de sox2 y sox3 elimina la expresién de marcadores de
diferenciacion de células ciliadas como athla 'y deltaB, ademds incrementa el niimero de

células que expresan notch3 en el primordio migratorio.

7.~ La pérdida de funcién de sox2 y sox3 provoca un dep6sito posteriorizado de los
neuromastos y el inicio de su depdsito coincide con la re-expresion normal de athla,

deltaB 'y notch3.
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8.- La expresion de eyal y athla son inducidas en neuromastos durante la regeneracion

con una congruencia temporal en relacion a su expresion en el desarrollo.

9.- La expresion de sox2 disminuye en los neuromastos en regeneracion, regresando a

niveles normales cerca del final de este proceso.

10.- Células carentes de sox2 o sox3 no regeneran normalmente y a su vez, estos genes

son requeridos para la divisién de las células de los neuromastos en el proceso de

regeneracion.
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IX. CONCLUSIONES GENERALES

Los genes sox de la familia B1 presentan diferentes funciones en el desarrollo, pero por
el contrario, en el proceso de regeneracion su funcion debe ser complementaria para
llevar a cabo la regeneracion de las células ciliadas, ya que las células que no expresen al
menos uno de los genes sox, no participan activamente de la regeneracion. Su papel en el
proceso de desarrollo también parece no -ser redundante y los resultados sugieren la
participacion de estos genes en el control de la diferenciacion en el primordio.

Debido a estos datos se puede deducir que existe un mecanismo de regulacion muy fina
entre la expresion de los genes sox y los genes proneurales, ya que, en el proceso de
regeneracion, inmediatamente luego del dafio, sox2 disminuye su expresion, previo a un
aumento de la expresion de athla en los neuromastos. Pero por otra parte, la expresion
de athla 'y deltaB requiere de una expresién normal de los genes sox en el desarrollo de
la linea lateral. Por lo tanto la diferenciacién celular, depende de una regulacion muy
fina de la expresion de los genes sox, debido a su control sobre la expresion de los genes
proneurales como athla, que son suficientes y necesarios para llevar a la diferenciacién

de las células ciliadas.
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A Elect‘rodo 1

Figura ANEXO 1. Esquema del sistema de micro-electroporacién de pez cebra.

(A) Electrodo de filamento de plata incrustado en un porta-objetos de acrilico. (B)
Electrodo compuesto de una aguja de vidrio de 7,6mm de espesor, cargada con las
moléculas a electroporar (morfolinos, ARNm, colorantes) (C) porta-objetos de acrilico.
(D) La aguja se dispone sobre el embrién a electroporar mediante un micromanipulador
XYZ).
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